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1.1. Prohibitines

La prohibitine-1 a été initialement isolée et caractérisée comme un geéne
antiprolifératif dans le foie de rat en 1989.' Les prohibitines (PHBs) sont des protéines
d'échafaudage qui modulent de nombreuses voies de signalisation qui contrdlent la survie
cellulaire, le métabolisme et l'inflammation.”> Les PHBs sont conservées au cours de
I'évolution et existent sous deux formes chez les animaux : la PHB1 et la PHB2.

Diverses fonctions ont été attribuées aux prohibitines, notamment la régulation du
cycle cellulaire, I'apoptose, le vieillissement ou la régulation de I'infection virale. Les PHBs
sont largement distribuées dans différents compartiments cellulaires tels que les
mitochondries, le noyau et la membrane cellulaire (Figure 1).3
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Figure 1. Localisation et role des PHBs dans les cellules animales.
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Dans le noyau, les PHBs régulent I'activation transcriptionnelles et le cycle cellulaire.
En outre, les PHBs présentes dans les mitochondries jouent un réle important dans la chaine
respiratoire et la stabilisation des protéines et de ’ADN mitochondrial.

Ces protéines sont caractérisées par 3 domaines importants: -1- un domaine N-
terminal transmembranaire ; -2- un domaine SPFH ou PHB
(Stomatine/Prohibitine/Flotilline/HfIK)  responsable de I'attachement aux lipides
membranaires; -3- un domaine C-terminal de type "coiled-coil" impliqué dans des
interactions protéine/protéine.*> Chacun de ces domaines confére au PHBs un caractére

multifonctionnel. Plusieurs drogues qui ciblent les PHBs ont été identifiées et évaluées dans
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Figure 2. Structure de la PHB1 et de la PHB2.
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différents modeles de pathologies (Figure 2).

La fonction et la localisation intracellulaire des PHBs sont régulées par
phosphorylation sur différents sites, ainsi que par des conjugaisons a des résidus d’O-
GlcNAc, des palmitoylations, des transamidations, des acétylations, des succinylations, des
nitrosylations de tyrosine (Figure 3).

Dans la membrane interne des mitochondries, la PHB1 interagit avec laPHB2. Dans
cette organelle, plusieurs réles lui sont attribués, en particulier la stabilisation de Ia
membrane mitochondriale, la stabilisation de I'ADN mitochondriale, la formation et le
maintien des crétes mitochondriales, le maintien du réseau mitochondrial et la protection

contre les dommages causés par le stress oxydatif.G'7
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respiration
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Figure 3. Fonctions mitochondriales des PHBs (copié de la référence 2).2

En ce qui a trait a son association avec la membrane cytoplasmique, la PHB1 agit
comme modulateur dans certaines voies de signalisation. Par exemple, elle s'avere
nécessaire, par son interaction avec RAS et RAF, pour l'activation de la cascade

RAF/MEK/ERK par la protéine RAS.2
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Figure 4. Présentation générale du réle des PHBs dans la signalisation cellulaire (copié de la

référence 2).

La PHB1 s'associe aussi au récepteur de l'insuline pour activer la voie PI3K/AKT.>*°

Enfin, la PHB1 agit aussi comme régulateur transcriptionnel. Ainsi, par son association avec
divers facteurs de transcription et autres facteurs nucléaires tels ERa, RNF2, p53, pRB et

E2F1, la PHB1 est en mesure d'agir comme co-activateur ou co-répresseur transcriptionnel
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>11121314 | 5 PHB1 aide au recrutement de

ou sa fonction étant la mieux caractérisée.
protéines associées a la répression transcriptionnelle et au remodelage de la chromatine
telles que HDAC1, NCOR1 et BRG1/BRM.}* 131316 | 5 capacité de PHB1 a agir comme un co-
activateur transcriptionnel de p53, et comme un co-répresseur transcriptionnel de E2F1,

permet de la considérer comme un géne suppresseur de tumeur.'’ 81920

La PHB2 est une petite protéine de 37kDa qui a aussi été appelée BAP37, pour « B
cellassociated protein »”' et REA pour « repressor of estrogen activity ».**> La PHB2 agit
comme un répresseur transcriptionnel en interagissant avec le récepteur nucléaire aux
estrogenes ERa,23 et aussi MyoD et MEF2, 2 facteurs de transcription stimulateurs de la
différentiation des cellules musculaires. L’activité transcriptionnelle d’ERa est positivement
liée a la progression tumorale dans les cellules sensibles aux oestrogenes. De ce fait, PHB2
pourrait avoir un role de suppresseur de tumeur. Cette hypothese semble confirmée par les

1.2* qui montrent une interaction entre Skp2B et PHB2. Skp2B est

travaux d’'Umanskaya et a
fréguemment surexprimée dans les cancers du sein. Or cette surexpression diminue le taux
de PHB2 cellulaire.

Des études ont montré qu’Akt2 interagit avec le PHB2, mais ne se lie pas a PHBI1.
Akt2 joue un role précoce dans la sortie du cycle cellulaire et dans la différentiation
myogénique, et cette fonction implique son interaction spécifique avec la PHB2.%

De plus, le complexe PHB1/PHB2 phosphorylé est requis pour ’homéostasie de la

mitochondrie et pour la survie des lymphocytes T.%
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1.2. Ligands des PHBs

Les activités des PHBs sont affectées par certains produits naturels (les flavaglines et
I'aurilide), des petites molécules entierement synthétiques (sulfonylamidines,

mélanogénine, ...) et un peptide (lI'adipotide).

1.2.1. Flavaglines
Les flavaglines ont un squelette unique de cyclopenta [b] benzofurane (Schéma 1).27
Le rocaglamide, le premier de ces composés, a été isolé il y a plus de 30 ans par King et al.”®

a partir des plantes médicinales du genre aglaia (Meliaceae) en Asie du Sud-Est. Ces

composés ont montré des activités anticancéreuses et cytoprotectrices exceptionnelles.

MeO |~ % .COOMe HQ

MeO HO
e OO

0
. HO/\;/Y,O(S&‘

OMe Me A OMe

OH
1: rocaglamide 2: rocaglaol OMe 3. silvestrol 4:FL3 Br
MeO HO’— HO"
L~ Sy
OMe N cl
5:IMD-019064 { ) 6:IMD-026259

Schéma 1. Exemple de flavaglines.

Les flavaglines affichent un profil unique des activités anticancéreuses qui sont
médiées par deux classes de protéines non apparentées: les PHBs et le facteur d'initiation de

la traduction elF4A (Figure 5).
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Figure 5. Résumé du mécanisme d'action des flavaglines dans les cellules cancéreuses

impliquant les PHBs.

En outre, les flavaglines présentent d’autres activités notamment anti-
inflammatoires, cardio- et neuro-protectrices.”’ Elles protégent ainsi la survie des
cardiomyocytes contre la toxicité induite par un médicament anticancéreux, la doxorubicine.
Le mécanisme de cette activité passe par une induction de la phosphorylation de STAT3
accompagnée par sa translocation dans les mitochondries pour activer des voies de survie

(Figure 6).%°
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Figure 6. Résumé du mécanisme de cardioprotection des flavaglines contre la toxicité a la
doxorubicine.*
1.2.2. Aurilide

L'aurilide est un produit naturel marin qui

présente un pouvoir cytotoxique puissant et qui induit /%Mj& jifo
MeN

IZ

I'apoptose dans des cellules humaines en culture a des

-|O
N J

doses allant du picomolaire au nanomolaire. Ce ligand
se lie sélectivement a la prohibitine 1 (PHB1) dans les 7: Aurilide
Figure 7. Structure de l'aurilide.

mitochondries, activant le traitement protéolytique de

I'atrophie optique 1 (OPA1) et conduisant a I’apoptose.31

1.2.3. Mélanogénine

La mélanogénine a été identifiée comme une petite molécule induisant une
pigmentation (formation de la mélanine) dans les mélanocytes (EC50 = 2.5 uM). Des études
démontrent que la mélanogénine a besoin de la PHB2 pour exercer ses effets pro-
pigmentaires et révelent un réle fonctionnel insoupconné pour cette protéine dans
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I'induction de la mélanine. Les travaux menés au laboratoire par Amel Djehal33 ont permis
de développer des analogues de la mélanogénine comme le Mel9 et le Mel41 qui induisent
la mélanogenése dans les mélanocytes de maniére plus prononcée que la mélanogénine. En
interagissant avec la PHB2 ces composés activent la protéine LC3-l en LC3-Il pour induire la
surexpression du facteur de transcription MITF (Figure 8). Les mémes travaux montrent aussi
gue ses analogues actifs induisent une apoptose dans plusieurs lignées cellulaires
cancéreuses, y compris des cellules de mélanome, et que cet effet est provoqué par une

inhibition de la voie de survie AKT.

l/—\
"

pERK
PIGMENTATION MezN]
HN
A X
CgFs0” "N”°N
Expression de génes 9: Mel41

impliqués dans la mélanog

Figure 8. Structure et mode d’action du Mel9 (8) et Mel41 (9).*

1.2.4. Fluorizoline
La fluorizoline 10, (Figure 9) est une molécule synthétique qui induit I'apoptose en
ciblant sélectivement les prohibitines. La fluorizoline se lie sélectivement a PHB1 et PHB2

pour induire I'apoptose dans plusieurs lignées cellulaires cancéreuses.*
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Figure 9. Structure de la fluorizoline.

1.2.5. Xanthohumol

Le xanthohumol 11 est une chalcone prénylée présente dans le houblon
(Humuluslupulus L.), qui inhibe la croissance d'une grande variété de lignées cellulaires
cancéreuses humaines, y compris des lignées cellulaires de cancer du sein, de l'ovaire, du
foie, du colon et de la prostate.

Des études montrent que la réduction ou la perte des fonctions de PHB2 peut causer une
suractivation d’ERa et augmenter le risque de cancer du sein chez ’'Homme.*

De plus, I'interaction PHB2-Era est également régulée par BIG3, protéine fortement
impliquée dans la signalisation oestrogénique dans les cellules cancéreuses du sein. En
I’absence de BIG3, la stimulation des cellules par I'cestradiol induit la translocation de PHB2
vers le noyau et augmente l'interaction entre PHB2 et I'ERa. En présence de BIG3, |la PHB2
est séquestrée dans le cytoplasme induisant une augmentation de [I'activité
transcriptionnelle d’ERa.*® Yoshimaru et al. " ont prouvé que le xanthohumol empéche
I'interaction BIG3-PHB2, libérant ainsi la PHB2 pour se lier directement a la fois aux ERa

nucléaires et cytoplasmiques (Figure 10).
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Figure 10. Structure et mécanisme d'action du xanthohumol.

1.2.6. Adipotide

En 2002, S. Bacher et al.®® ont identifié I'annexine A2 comme partenaire de liaison
pour la PHB1 par un criblage double hybride. Ainsi, les travaux M. G. Kolonin et al.*® F.I.
Staquicini et al.”® ont montré que la séquence CKGGRAKDC, homologue 3 une région de
I'annexine A2, s'associe a la PHB1 membranaire qui est un marqueur de |'endothélium
vasculaire du tissu adipeux. La fusion de ce peptide au peptide cytotoxique (pro-
apoptotique) KLAKLAK a donné le peptide CKGGRAKDC-GG-(KLAKLAK), appelé Adipotide qui

induit une réversion rapide de I'obésité.

1.2.7. Capsaicine

La capsaicine est un ingrédient pharmaceutique actif des piments forts couramment
utilisé comme additif alimentaire et comme agent analgésique.*! Des études ont montré que
la capsaicine induit I'apoptose de cellules NB4 de la leucémie myéloide humaine® et de
diverses cellules cancéreuses de la prostate.** C.Kuramoriet al **. ont trouvé que la

capsaicine se lie directement a la PHB2 induisant une dissociation de PHB2 de la ANT2 et la
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libération de la PHB2 hors des mitochondries. Cette perte de la PHB2 compromet l'intégrité
mitochondriale, en partie en inhibant I'ANT2, et induit la libération cytochrome C dans le
cytoplasme, contribuant a la mort cellulaire par apoptose. La PHB2 libérée par les
mitochondries migre dans le noyau, ou elle interagit avec p53 et potentialise son activité de

transcription, contribuant ainsi a la mort cellulaire par apoptose. (Figure 11)

( ANT2 @ 12 : capsaicin o

Figure 11. Structure et mécanisme de cytotoxicité de la capsaicine.

CytC ) C———) APOPTOSIS

1.2.8. JI130

A. Perron et al.*® ont rapporté la découverte des petites molécules organiques D8C,
JI130 et JIO51 qui se lient a la PHB2 pour bloquer I'activité du facteur de transcription Hes1
impliqué dans I’étiologie de certains cancers. Ces auteurs ont montré que le JIO51 stabilise
I'interaction entre Hes1 et PHB2 dans le cytosol et induit un arrét du cycle cellulaire en phase
G2/M (Figure 12). In vivo, le JI130 induit, diminue de moitié la croissance d’une tumeur

pancréatique dans un modele de xénogreffe.
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Figure 12. Structure, mécanisme d’action et cytotoxicité de D8C, JI051 and JI130 dans les cellules
cancéreuses HEK293. La liaison de ces composés a la PHB2 favorise son interaction avec le
facteur de transcription Hesl dans le cytosol, empéchant ainsi son activité transcriptionnelle
oncogenique.’’
1.2.9. Sulfonylamidine

Les traitements actuels de l|'ostéoporose présentent des effets potentiellement
indésirables et une efficacité limitée sur la réduction des fractures non vertébrales. En raison
de ces limitations et du vieillissement de la population, la découverte de nouveaux agents
anti-ostéoporotiques reléve de la santé publique. Dans ce contexte, Chang et al.*® ont criblé
une bibliotheque de sulfonyl- et phosphoryl-amidines pour leur capacité in vitro a bloquer la
différenciation des pré-ostéoclastes en ostéoclastes, qui interviennent dans I'élimination des
cellules osseuses. Les ostéoclastes sont de grandes cellules multinucléées qui sont uniques
par leur capacité a résorber la matrice osseuse minéralisée. lls se forment par fusion de

dérivés de la lignée monocyte/macrophage.

La phosphorylamidine 16 et la sulfonylamidine 17 (Figure 13) se sont révélées étre
des inhibiteurs particulierement puissants de la différenciation des ostéoclastes avec une

CI50 de 2, 6 et 3.3 uM respectivement. IlIs bloquent également I'activité de la résorption
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osseuse des ostéoclastes matures. En utilisant la chromatographie d'affinité, le PHB1 a été
identifié comme la cible moléculaire de ces composés.*” Depuis lors, il a été démontré que
PHB1 inhibe la formation d'ostéoclastes matures,*® mais I'engagement de PHB1 dans
I'activité de 16 et de 17 n'a pas encore été établi. Cependant, certains événements clés du

mécanisme d'action de ces composés ont été clarifiés.*

RANKL

RANK

(ICs0 = 2 6 uM) (ICs0 = 3 3 UM)

\

EXPRESSION OF OSTEOGENIC
o GENES (MMP-9, c-Src, TRAP, ...)

Figure 13. Structure et activité des sulfonylamidines 16 et 17.

La différenciation des ostéoclastes est initiée par la liaison du ligand de RANK
(RANKL) a RANK, qui active TRAF6 et consécutivement, IKK et ERK, entrainant |'activation des
facteurs de transcription NF-kB, c-Fos et NFATc1 (Figures 13 et 14). Il a été montré que 16
inhibe de maniére dose-dépendante l|'activation de ERK induite par RANKL et a la fois la

translocation vers le noyau et I'activité transcriptionnelle de NF-kB.
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Figure 14. Voies de signalisation impliquées dans I'ostéoclastogenese (Modifier de la
référence 50).”°

En outre, 16 réprime les niveaux d’ex--pression de c-Fos et NFATc1 de I'ARNm induits par
RANKL, indiquant que 16 atténue les facteurs de signalisation et de transcription induits par
RANKL requis pour la différenciation des ostéoclastes. Le composé 16 inhibe également
I'expression de la métalloprotéinase matricielle 9 (MMP-9) et de la kinase c-Src qui

favorisent toutes deux la résorption osseuse ostéoclastique. In vivo, 16 (dose
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Tableau 1. Activité anticlastogénique des sulfonylamidines.

Entrées

Sulfonylamidines

Concentrations(uM)

Activité TRAP (%)

1a

1b

1c

1d

le

1g

1h

1i

1f

A
Ji3

A
HO/\/\)T:J\
C|/\/\)T:/k
AL
O
O

10 uMm

10 uMm

10 uMm

10 pM

10 pM

10 pM

10 uMm

10 uMm

10 uMm

10

59

105

98

105

105

107

114
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1p P 10 uM 98
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10 uM 124
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quotidienne de 100 mg/kg pendant 4 semaines) a rétabli la perte d'os trabéculaire dans le
fémur de souris ovariectomisées, confortant ainsi son potentiel de traitement de

I'ostéoporose.

M. Y. Lee al.*® ont synthétisé des sulfonylamidines inhibitrices de la différentiation

des ostéoclastes (Tableau 1). Parmi celles-ci, la sulfonylamidine 17 (Figure 13) a montré une
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activité anti-résoptives particulierement élevée (ICsq de 1.75 + 0.26 uM). En 2011, le méme

groupe a montré par chromatographie d’affinité que ce type de composés se lie a la PHB1."’

On remarque que le composé 1m (17) est le plus actif. L'effet relatif des différents
groupements est résumé dans la figure 15.

R2 _R3
N0

1l 8

R N"R?

R': /W>)</> HO "o o Y o= @\/;ZNQ\/
#0020,

o A OS5

Re: ? > N? > e >
XX X

SO, SO,

Figure 15. Requis structuraux pour I'activité anticlastogénique déterminés par M. Y. Lee al.*®

1.3. Ostéoclastogéneése et traitement de I’ostéoporose

L'homéostasie osseuse dépend de la résorption des os par les ostéoclastes et de la
formation d'os par les ostéoblastes. Le déséquilibre de ce processus étroitement couplé peut
provoquer des maladies telles que I'ostéoporose. Ainsi, les mécanismes qui régulent la

communication entre ostéoclastes et ostéoblastes sont essentiels a la fonction osseuse.
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Les ostéoblastes proviennent de cellules souches de la moelle donnant naissance
également aux chondroblastes, aux fibroblastes, aux adipocytes et aux myoblastes. La
différenciation ostéoblastique nécessite I'activation du facteur de transcription Runx2
(encore appelé Cbfal) spécifique des ostéoblastes et implique la voie canonique Wnt/
Bcaténine. Les ostéoblastes assurent la minéralisation de la matrice osseuse. La
différenciation des progéniteurs ostéoblastiques en ostéoblastes matures implique de
maniére prépondérante la voie canonique Wnt/ B-caténine.

Les ostéoclastes sont de grandes cellules multinucléées responsables de la résorption
de la matrice osseuse minéralisée. Ils proviennent des cellules dérivées de la lignée
monocyte/macrophage. La différenciation de ces précurseurs mononucléaires en
ostéoclastes est controlée par des interactions intercellulaires, ainsi que par trois facteurs
extracellulaires que sont le M-CSF (macrophage-colony stimulating factor), RANKL, le ligand
du récepteur RANK et son antagoniste, I'ostéoprotégérine (OPG) (Figure 14,16).>*

Le M-CSF est secrété par les précurseurs ostéoblastiques et induit la production du
récepteur RANK. La stimulation de celui-ci par RANKL active les facteurs de transcription NF-
kB, c-Fos et NFATcl via une cascade d’événements impliquant TRAF6, induisant ainsi la
fusion des précurseurs ostéoclastiques ainsi la synthése des protéines impliqués dans la
résorption osseuse. L'ostéoprotégérine quant a elle se fixe sur RANKL pour empécher sa

liaison a RANK.
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Figure 16. Présentation générale de |'ostéoclastogenese, la résorption osseuse et du

mécanisme d’action des médicaments antiostéporotiques (Copie de la référence 52).>2

Le remodelage osseux peut faire suite a un micro-dommage ou en réponse a des
hormones et des facteurs paracrines. Le remodelage osseux est fréquemment initié par
I'apoptose des ostéocytes (ostéoblastes minéralisés), |'activation des ostéoblastes et le
recrutement de précurseurs d'ostéoclastes au site de résorption. Durant la résorption
osseuse, les ostéoclastes se fixent a la surface de I'os ou ils générent des ions H* et HCO3',
conduisant ainsi a la déminéralisation de la matrice osseuse. Ensuite, des enzymes
protéolytiques, notamment la cathepsine K et la métalloprotéinase matricielle 9 (MMP-9)
dégradent la partie organique de la matrice osseuse.

Aprés la résorption, les ostéoclastes meurent par apoptose et les précurseurs
ostéoblastiques locaux sont recrutés pour étre différenciés en ostéoblastes matures et

renouveler la matrice osseuse.
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Le rdle des PHBs dans I'ostéoclastogenése reste mal compris. Chang Hoon Lee et al.*®

ont montré que le ligand de RANK augmente |'expression de la PHB1 dans les macrophages
dérivés de la moelle osseuse. De plus la PHB1 régule négativement la formation
d'ostéoclastes matures en inhibant I'activité de la MKK6, ce qui affecte I'activation de I'axe
de signalisation p38/Elk-1/c-Fos /NFATc1.%
1.3.1 Traitement de 'ostéoporose

Le dysfonctionnement ou la suractivation des ostéoclastes joue un réle important
dans la plupart des maladies osseuses (ostéoporose, ostéolyse périprothétique, polyarthrite
rhumatoide, tumeurs osseuses, maladie osseuse de Paget). Les thérapies qui visent
I'inhibition de la formation d'ostéoclastes ainsi la résorption osseuse représentent une
approche importante pour traiter ces maladies. Les bisphosphonates, tels que I'alendronate
et zolédronate, font partie des médicaments les plus couramment utilisés, bien qu'ils
montrent un effet inhibiteur sur la résorption des ostéoclastes. Ces composés ont une forte
affinité pour le phosphate de calcium solide. Leur effet thérapeutique est souvent limité par
des réactions gastro-intestinales séveres, de nécrose mandibulaire et des fractures atypiques
du fémur. L'utilisation d’anticorps monoclonaux qui ciblent le RANKL, tels que le dénosumab,
représentent une nouvelle classe de médicaments utilisés pour inhiber la formation
d'ostéoclastes. Ceux-ci agissent en bloquant le systeme de régulation RANK/RANKL/OPG.
Cependant, plusieurs effets secondaires du dénosumab ont également été observés, y
compris la malignité, l'eczéma, la pancréatite, I'endocardite, la guérison retardée des
fractures et les infections. Récemment, des anticorps anti-sclérostine humanisés, tels que le

romosozumab (AMG785), le blosozumab (AMG167) et le BSP804, ont été soumis a des essais

cliniques. Les essais cliniques sur le romosozumab et le blosozumab montrent une
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augmentation de la masse osseuse au niveau de la colonne vertébrale et de la hanche.
D’autre approche du traitement visent |'ostéoclaste activé pendant le processus de la
dégradation de la matrice osseuse, dans cette classe on trouve les inhibiteurs de la

cathepsine K (balicatib, odanacatib) qui sont sous essai clinique, ainsi que les inhibiteurs de

la V-ATPase (bafilomycine, concanamycine, enoxacine) dont I'efficacité et I'innocuité restent

a confirmer.
Basant sur les roles clé du TNF-a dans la destruction osseuse, le TNF-a représente
une cible puissante pour inhiber la formation des ostéoclastes. Parmi les inhibiteurs du TNF-

o, nous avons l'infliximab, I'adalimumab et I'étanercept, qui ont été étudiés dans des essais

cliniques dans le traitement de I'arthrite rhumatoide.
Il existe aussi d’autre traitement de |'ostéoporose qui ne visent pas les ostéoclastes

et qui sont couramment utilisés comme le calcium, la vitamine D, le raloxiféne, et certains

hormone (estrogénes, tériparatide, calcitonine).>
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Schéma 2. Structure chimique des médicaments antiostéporotiques.52
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1.4. Méthodes de synthése des sulfonylamidines

Les sulfonylamidines présentent des activités antitumorales,”® antifongique, et anti
parasitaire.”® Plusieurs voies synthétiques pour accéder a ces composés polaires et
structurellement rigides ont été développées. En 1960 King et al.”® ont synthétisé des
tosylamidines par une réaction de cycloaddition entre de l'isocyanate de tosyle et des

amides (Schéma3).

0 0
(o] NTs
3 THF, 0" °NT )L -CO 3
Ts—NCO + R1JJ\N’R [ R3 -~ ©) s — O><NTS 2 R1JJ\N,R
22 ta, 18h N R ) )
R 32.95 % @EZ U R N R1 R2
R3

Schéma 3. Cycloaddition [2 + 2] entre I'isocyanate de tosyle et des amides.®

Chang et collaborateurs ont développé un couplage a trois composants catalysé par
le cuivre entre un alcyne terminal, un azoture de sulfonyle et une amine qui permet de
générer les sulfonylamidines (Schéma 4). Cette réaction fait intervenir I'addition d’un
acétylure de cuivre sur un azoture de sulfonyle pour donner un N-sulfonyltriazolyl de cuivre
qui s’isomérise en céténimine avec la libération d’'une molécule de diazote. L'addition
ultérieure d’amines sur cet intermédiaire céténimine permet d'obtenir les amidines

souhaitées.”’
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Schéma 4. Synthése a trois composants de sulfonylamidines.>’

X. Xu et al’® ont décrit

la synthese de sulfonyamidines via la déshydrogénation

suivie d'une réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire avec l'azoture de sulfonyle.
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Schéma 5. Déshydrogénation d'amines tertiaires couplée a une réaction en tandem avec des
58
azotures de sulfonyle.
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Yan-Shi Zhang et al>® ont montré que les ynamides peuvent aussi servir de

précurseurs pour synthétiser des amidines par un transfert allylique de type Tsuji-Trost

(Schéma 6).
L
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Schéma 6. Réarrangement aza-claissen d'un N-allylynamide catalysé par du Pd(0).>®

M. Aswad et al.®° ont décrit un couplage sans catalyseur de thioamides et d’azoture

de sulfonyle pour générer des sulfonylamidines a température ambiante (Schéma 7).
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Schéma 7. Couplage de thioamides a des azotures de sulfonyle.”
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En 2015 Kim et al.®® ont présenté une réaction de couplage aérobique a trois
composants qui ne se base pas sur les azotures de sulfonyle (Schéma 8).Quatre mécanismes
ont été proposés en se basant sur des données de la littérature. Ces mécanismes combinent

des réactions d’hydroamidation ou hydroamination couplées a des oxydations catalysées par

le cuivre et la condensation (schéma 8).%" ¢
hydroamidation r2 oxydation
|cu] , RPRONH u [cul, 0,
EE—— R'IVNHSOZR —_— R1 \R3
. NHSO,R*
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[cu]., \=C=NHSO,R* NHSO,R* isomérisation
NSO,R*
R! .R3
N
R2
2
hydroaminati NE dat
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Schéma 8. Couplage oxydatif aérobique a trois composants.®

Jijun Chen et al.®®

ont mis au point une autre méthode de synthese des
sulfonylamidines basée sur I’activation d’un amide par un complexe zincique de diazoacétate

d’éthyle pour générer un ylure intermédiaire qui peut réagir avec un sulfonamide pour

donner une sulfonylamidine avec la configuration (E) (Schéma 9).
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Schéma 9. Condensation de sulfonamides sur des amides activés par un complexe zincique

de diazoacétate d’éthyle.®
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Notre objectif consistait a déterminer les requis structuraux sulfonylamidines pour leur
action sur la différentiation des ostéoclastes et sur la signalisation des prohibitines. Un
médicament qui cible les prohibitines pourrait potentiellement améliorer considérablement
les traitements des cancers et de I'ostéoporose. De tels composés pourraient de surcroit

permettre d’explorer le role des prohibitines dans différents types de cellules.
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3. RESULTATS
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3.1. Obtention des sulfonylamidines par conversion d’amides

Les composés IN2, IN13, IN11, IN12 et IN18 ont été synthétisés a partir des acides

64,85 Ceux-ci ont subi une réaction

carboxyliques correspondants, aprés conversion en amides.
de cycloaddition [2+2] avec l'isocyanate de tosyle56 pour donner les sulfonylamidines
désirées (Schéma 10). Ces adduits présentent une configuration E, sauf I'IN12 qui
curieusement existe sous un mélange de deux isomeéres E/Z dans un ratio 2:1. Des spectres

RMN effectués a different température entre 25 a 120 °C ne montrent pas de variation de ce

ratio, indiquant qu’il ne s’agit pas de deux conformeéres en équilibre.

1) (COCI),, DMF, TsNCO,
THF TS~y
o DCM, 0°C ata, 12 h o) ’
I ta,18 h IQ
R" “OH > R "NR2R3 > R "NR2R3 +CO,
2) R?R3NH, DCM,
A DCM, 0 °C at.a, 24h 18ax (77%) IN2 : R'=a, NR?2R3=x (40%)
18ay (81%) IN13: R'= a, NR?R3=y (30%)
18bx (82%) IN11: R'= b, NR2R3=x (60%)
0,
18cx (73%) IN12: R'= ¢, NRZR3=x (59%)

18by (78%)

B TB G

a b

IN18: R'= a, NR?R3=y (90%)

Schéma 10. Préparation des sulfonylamidines IN2, IN13, IN11, IN12, IN18.

Nous avons synthétisé les composés IN7, IN8, IN9 et IN10 a partir du valérolactame
19a et du caprolactame 19b (Schéma 11). La N-alkylation de ces amides dans le DMSO ou le
DMF avec I'iodure isopropyle donne des faibles rendements®® (4 et 5%). Une réaction de
cycloadition [2+2] de ces amides avec de l'isocyanate de tosyle permet d’obtenir I'IN7et I

IN9.>® Les molécules IN8 et IN10 ont été obtenues par une réaction d’a-alkylation de I'IN7,
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IN9 avec du n-iodobutane.®’ En revanche I’alkylation de I'IN7 et de I'IN9 avec un bromure ou

iodure de cyclohexyle ne se produit pas.

LDA,
THF, -78 °C.1h NTSJ\
n-Bul, N
-78°Cata,2h
n
IN8: n=1 57%
IN10: n=2 21%
O Méthode a: i-Prl, KOH, ©O TSNCO, NTs
NH DMSO, t.a, 4 Jours. THF,0°C ata,18 h J\
Méthode b: j-Prl, NaH,
n DMF,ta, 4 Jours. n n
19a: n=1 20a;n=1 20b: n=2 o 121 oo
19b: n=2 méthode a 4% 5% -n= °
méthodeb 4% 5% '
:. NTSJ\
i N
L, >
LDA, N
THF, -78 °C,1h
c-hexylX (X=Br,l), o
-78°Cata,2h IN15: n=2

0%
Schéma 11. Préparation des molécules IN7, IN8, IN9, IN10.

Pour préparer le composé IN14, nous avons condensé le phosphonoacétate de
triéthyle a la diméthylpipéridine 22 pour obtenir le phosphonate 23 qui a été engagé dans
une réaction de Horner-Emmons avec la cyclohexanone 24 pour conduire a I'’énamide 25,
qui donne aprés réaction avec I'isocyanate de tosyle®® la molécule voulue IN14 avec 60% de

rendement (Schéma 12).

0 1) NaOH, EtOH, rt, 3h o o 24, NaH, o TsNCO,

Il
I 2) SOCl,, t.a, 4h THF, t.a, 18h THF 0°C - t.a, 18h
/P\)'L ) 2 EtO/?\)LN [ —— A m
EtO 6Et OEt OEt N

3)22,DCM, 0°C-ta, 24 h
28% 22% 60%

21 23 25 IN14
o
HN (:f
22 2

Schéma 12. Préparation de la molécule IN14.
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N’ayant pu alkyler 'amidine IN9 par du bromure ou iodure de cyclohexyle (Schéma
9), nous avons dia développer une nouvelle stratégie pour préparer le composé IN15

(Schéma 11). Cette approche repose sur la réactivité particuliere des acides de Meldrum.®®

L'alkylation de I'acide de Meldrum par un halogénure d’alkyle donne majoritairement
un diadduit.*® Pour surmonter ce probléme, nous avons suivi un protocole qui consiste a
condenser de I'acide de Meldrum avec des aldéhydes en présence d'acide formique et de
triéthylamine’® qui a permis de générer le monoadduit 27 avec un rendement 64% (Schéma
13). Cet adduit a été ensuite alkylé par du 1,4-diodobutane selon le protocole de Sautier et
al.”t puis a été traité avec un excés d’isopropylamine pour donner le dérivé aminé 28

correspondant avec un rendement de 41%.

1) I(CHa)al,
o ¢ HCOOH, K;CO; 052003 )\Tcho NTS)\
o 0 Etg,N ta, 3 days DMF, ta, h °
-3 o DMF.tah THF, 0°C ata, 180 N
0 o 2) PrNH2 NHPE

64% 41% 27%

24 26 27 28 30 IN15

Méthode a:
Sc(0Tf); CH3NO,,
100°C, 1h. 0%

Méthode b:

DMF, reflux, 6h. 10%| 9

Cc
Méthode c:
DMF, mw, }
200°C, 30mn, 62%. | NHiPr

29

Schéma 13. Préparation de la molécule IN15.

L’étape cruciale de notre approche repose sur la thermolyse de I'ester de Meldrum
27 qui permet de générer le cétene 29 qui se transforme spontanément en lactame 30. La
réaction de thermolyse dans les méme conditions décrites par F. A. Leibfarth et al.”
(méthode a, Schéma 14) était inefficace et nous avons récupéré le produit de départ. Par
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contre nous avons pu obtenir quelque milligramme (10% de rendement) du produit désiré
par une thermolyse dans le DMF a reflux pendant 6 heures. La réalisation de cette réaction
par micro-onde a amélioré le rendement a 62%. La condensation de I'amide obtenue avec
I'isocyanate de tosyle56 permet d’obtenir la molécule voulue IN15 avec 27% de rendement.
Le spectre RMN 'H de ce composé nous indique qu’il existe en mélange de deux
stéréoisoméres E/Z dans un ratio 5/1. Comme dans le cas de I'IN12, le chauffage de

I’échantillon ne modifie pas ce ratio observé par RMN H.

La molécule IN17 est issue d’une réaction de chloration de la molécule IN2 selon le

protocole décrit par A. K. Mishra et al.”

Nous espérions une chloration en position a de la
fonction imine mais le spectre d’RMN-"H du composé obtenu indique que la chloration a eu

lieu sur le tosyle (Schéma 13).

Cl
o}
NTs
O\/U:i) CI\NJLN/CI APTS (25 mol-%) OOiS;NL NTs
+ +
Ao N .
Cl Cl
TCCA
IN2 IN17 31
(22%) (0%)

Schéma 14. Préparation de la molécule IN17.

3.2. Obtention des sulfonylamidines via une réaction multi-composants

Pour synthétiser les composés IN3, IN21-51, nous avons utilisé la réaction multi-

/. 57a

composants développée par Chang et a qui fait intervenir un azoture de sulfonyle, un

alcyne vrai et une amine secondaire (Schéma 15).
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1) Cul (10%eq), R

I
THF, t.a, 2a4h 0,58
RLSOzNg + <:>;_+ R?R3NH — 7~ "~ 2 |N
R‘*\/K _R?
N

32a-n 33 22 ou 34a-j

IN21-51 R?
© ® () i
Ly @b o@b Ow;; Oﬁj SE}
IN21(86%) IN22(47%) IN23(84%) IN25(60%) IN26(5%) IN27(64%)
NMe2

wﬁ »5 @ b @ O )5

IN28(26%) IN29(48%) IN30(78%) IN31(80%) IN32(31%) IN33(18%)

Q. Oune Qo QUL
Mo Mo R Ty TS TS

S
IN34(24%) IN35(28%) IN36(60%) IN37(31%) IN38(64%) IN39(85%)
Cl i-
cl OMe -Pr
NTs
cl
N
0,S. SO, 025, 0,S 0,8
o GOty Ay o o
N N
HNS g, )N:') /“('j )N:')
IN40(82%) IN41(65%) IN42(77%) IN43(83%) IN44(59%) IN45(45%)
OMe

OMe OMe

O 0O
O ety Chn e ol A
S S50 O

S
IN46(15%) IN47(30%) IN48(35%) IN49(32%) IN50(60%) IN51(54%)

Schéma 15. Préparation des composés IN21-IN51.

Les azotures de sulfonyle utilisés dans la réaction ci-dessus ont été préparés par traitement

du chlorure de sulfonyle correspondant avec de I'azoture de sodium (Schéma 16).”*
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NaN3
Acétone/eau,

1. Y Rl
RS0C Oocata 120 RSON;
32a-n
Me Me
| N N
|
N Z Z II-PI' l}lMez (e
SO,N; SO,N3 SO,N3 MsN3  SO:Ns SO,N; SO,N3
32a 32b 32c 32d 32e 32f 32g
(94%) (55%) (77%) (48%) (10%) (66%) (50%)
i-Pr
Cl ;: j: j: j:
DSN3 TSN3 802N3 802N3 802N3 802N3 802N3
32h 32i 32j 32k 32| 32m 32n
(88%) (90%) (95%) (80%) (87%) (85%) (97%)

Schéma 16. Préparation des azotures de sulfonyle.

Plusieurs des amines utilisées dans cette synthése de sulfonylamidines n’étaient pas

commerciales. Nous les avons préparées par une réaction d’amination réductrice (Schéma

17).”

o
PrNH, NaBH(OAc); 1
C ; ACOH, DCM ou THF ©

ta, 24h

HNJ\ HNJ\ HNJ\ J\ HN J\

o s
34a 34b 34c 34d 34e
(46%) (78%) (93%) (67%) (45%)

Schéma 17. Synthése des amines utilisées dans la synthése multicomposants des

sulfonylamidines.

De maniére conforme avec les données de la littérature, nos composés présentent

une configuration E sauf les composés IN31, IN32, IN34, IN36, IN37, IN38, IN39, IN46, IN47,
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IN48, IN49, IN50, IN51 qui existent sous forme de deux stéréoisomére E/Z avec des ratio
respectivement de 1:1, 2:1, 2:1, 1:1, 1:1, 2:1, 2.5:1, 2:1, 2:1, 1:1, 1:1, 2:1, 2:1 . A notre
connaissance, ce manque de stéréospécificité n’a pas été encore explicitement reporté dans
la littérature. En revanche, I'analyse des données RMN des composés 35-37 rapportés dans
la littérature (Figure 18) indique que ces composés ont aussi été formés sous forme de

mélange Z/E.>’*’®

Et
|
N._Ph H
Ph Y N._Ph \(
Ph Ph
NTs /\[N(Ts ms
35 36 37
ratio (1:1) ratio (1:8) ratio (1:6)

Figure 17. Ratio (Z/E) des sulfonylamidines décrites dans la littérature.

Ana M. Gamo al. ont développé une plate-forme chimio-
protéomique basée sur l'utilisation de sondes chimiques
pour explorer le profil cible d'un composé dans les systemes

biologiques. Cette nouvelle approche de la recherche

pharmacologique leur a permis de capturé avec la sonde 38

38

la PHB2 ainsi que 30 autres protéines.”’ Figure 18. Structure de la
sonde 38.

Nous avons émis I'hypothése que ce composé pourrait partager un pharmacophore
commun avec celui des sulfonylamidines. Ce qui nous conduit a synthétiser le composé

hybride IN19 par la réaction multicomposants précédemment utilisée (Schéma 18).>"
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o)
L
OMe CF, R
O OM @H

J N
FsC” N OMe Me
’ Q ,’i;”tgne,eau 1) Cul (10%eq), 1) KOH, THF,
0 Cata. 2h 33, 22, THF t.a, 2h OZS\N t.a, 12h .

0,S.
‘ CIx
57% |
34%

90%

0,8- 05+,
3

Cl

39 40 4 IN19
20 =0
22 33
Schéma 18. Préparation du composé hybride IN19.

3.3. Préparation des sulfonylguanidines IN16 et IN20

La sulfonylguanidine IN16 a été préparée en condition monotope comme décrit par
J. M. Lange et al.”®a partir d’isothiocyanocyclohexane qui a été converti en thiourée par une
réaction avec la cis 2,6-dimethylpipéridine. La thiourée obtenue est méthylée 43 puis
couplés au tosylamide pour donner la sulfonylguanidine IN16 souhaitée avec 10% de
rendement (Schéma 19).

1) 22, MeCN, t.a, 2h sMe «  TSNH; KHCO3, NTe
=S /)\ MecCN, reflux,22 h )J\
< N N~ "N
" H

2) CH,l, t.a, 18 h N

10%

42 43 IN16

HN
22
Schéma 19. Préparation de la molécule IN16.
Le tosylguanidine cycliqgue IN20 a été préparée en 4 étapes a partir de la
cyclohexylamine nosylée 45.”° Celle-ci a été ensuite alkylée par du 1,4-diodobutane®, puis

traitée par un exces d’isopropylamine pour obtenir l'intermédiaire 46. Celui-ci a été
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déprotégé81 (73%) pour donner le diamine 47 qui a été condensée au dichlorure de
tosylcarbonimide 48% selon le protocole décrit par M. Herndndez-Rodriguez et al.® pour

fournir la molécule IN20 avec 6% de rendement (Schéma 20).

NO,
NO,
oy L on
NaH, DMF, 2L U3, ,
NsCl, Et;N, DCM, 0°Cata 24 h ta,12 h
0°Catath & o
_ - = . _S0,
NH, _SO,  2)i-PrNH,, N 73%

90% ﬁ ACN, ta, 24 h
85% “
44 45 (2 etapes) 46 Y

Ts
X I
Ol e O
H Et;N U
THF,0°Cata,18h
47 6%
IN20

Schéma 20. Préparation de la molécule IN20.

3.4. Synthése d’un ligand conjugué a de I’Affigel-10

Pour caractériser par spectrométrie de masse les complexes multiprotéiques
reconnus par les sulfonylamidines, nous avons synthétisé le composé IN52 que nous avons
conjugué a de I'Affigel-10 (Schéma 21). L'alcool 49 a été protégé pour donner |'ester 50
(64%).2* Ensuite une réaction de couplage 2 trois composants a conduit a la sulfonylamidine
51 avec 86% de rendement.*® Cet ester a été saponifié ® et couplé avec I'amine 53,% pour
donner le carbamate 54 (88%).2” Ce dernier a été déprotégé pour fournir le composé désiré

IN52 avec 80% de rendement.®®
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Et;N, BzCl, NTs
HO DMAP(5mol%), BzO Cul(10%), TsNg, Bzo\/\/\)L NaOH,
RS RS
40 DCM, 0°C at.a, THF, t.a, 2h 51 MeOH,
1.5h 0 50 86% ta, 12h
64% o 4%
H/NHCbz
e}
[0/\/0\/\/NH2
NHCbz

53
NTs 4-NO,-PhCOCI, H/

HO\/\/\)J\ Et;N,DCM, t.a, 12h [O NTs Pd/C, H,
N H —
O/\/O\/\/N\[]/O\/\/\)J\N MeOH, t.a,

o 12h

88%

52 54 80%
NH, H
N\H/Afﬁgel-10
J °
o)
NT
[ H s Affigel 10, o NTs
O/\/O\/\/N\H/O\/\/\)J\N o H o \/\/\)J\
5 MeCN, Et;N 0NN e N
INS2 IN52—Affigel10

Schéma 21. Synthése de la sulfonylamidine IN52 conjuguée a de I'Affigel-10.

3.5. Synthése de dérivés et analogues de caprolactames par thermolyse de dérivés de

I’acide de Meldrum

Pour valoriser la méthode de synthése de I'IN15 faisant appel a un acide de Meldrum
nous avons cherché a préparer d’autres caprolactames en utilisant cette approche en vue
d’un article dans un journal de chimie (Schéma 22). En utilisant la méme stratégie que
précédemment,’”® nous avons préparé lintermédiaire 56 qui a subi une réaction

d’allkylation”®
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0”0 HCO,H, Et;N i-PrNH
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Me 92% Me 47% 98%

26 55 56

N
(o) 0 )\ DMF, mw O
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65% 59
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SH
NH,
0
H/
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54%
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26
63 64

Schéma 22. Exemples d’utilisation de I'acide de Meldrum pour préparer des caprolactames.

puis un traitement par un excés d’isopropylamine pour donner le composé 58, ce dernier a

conduit au caprolactame 59 avec 65% de rendement dans des condition de thermolyse.

Le benzylidene 61 préparé par une réaction Knovenagel décrite par Franca Bigi et
al.® a été condensé a 'aminothiophénol 62 pour donner I'intermédiaire 63 avec 30% de
rendement.”® Ensuite la réaction de thermolyse a mené au composé 64 avec 28% de

rendement.

55



3.6. Résultats biologiques

Nos composés ont été testés par I'équipe du Dr Frangois Lamoureux et du Pr
Dominigue Heymann a Nantes pour leur activité anticlastogenique. Pour ce faire des
monocytes CD14-positifs isolés a partir de sang circulant (donneur sain, EFS Nantes) ont été
traités par nos composés en présence de 100 ng/mL de receptor activator of nuclear factor
kappa-B ligand (RANKL) humain et de 25 ng/mL de macrophage colony-stimulating factor
(M-CSF) humain.’® La présence des ostéoclastes a été révélée par leur marquage positif pour
la phosphatase acide résistante au tartrate (TRAP). Les cellules TRAP" ayant au moins trois
noyaux sont considérés comme des ostéoclastes et ont été comptées manuellement par

observation en microscopie optique.

Dans ce test, le composé de référence INO a 10 uM inhibe a 54 % |'ostéoclastogenése
(Table 2). Le remplacement du n-pentyle par un cyclohexylméthyle (IN2) augmente
considérablement I'activité anti-ostéoclastique sans affecter la viabilité des monocytes. Limiter la
flexibilité conformationnelle en incluant la chaine alkyle dans un cycle a 6 est légérement
préjudiciable (IN8), mais le passage a un cycle a 7 chainons (IN10) a rétabli une bonne activité
anti-ostéoclastique. La suppression des substituants n-butyle sur ces deux derniers composés
(IN7 et IN9) a supprimé l'activité. Le remplacement du cyclohexylméthyle de I'IN2 par un
cyclopentylméthyle (IN11) ne modifie pas I'activité, mais son remplacement par un cyclohexyle
(IN12) n'est pas été toléré. La combinaison des caractéristiques de I'IN2 et de I'IN3 a conduit a
I'IN13, qui est é&tonnamment moins actif que ces deux derniers composés, ce qui indique que les
bénéfices apportés par I'introduction du cyclohexylméthyle et de la décahydroquinoléine ne sont
pas additifs. L'introduction d'une insaturation entre le cyclohexyle et le fragment sulfonamidine

conduit a un composé inactif (IN14).
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Tableau 2. Inhibition de I'ostéoclastogenese par la premiere série de sulfonylamidines.

IN Structure Inhibition % IN Structure Inhibition %

1uM 10 uM 1uM 10 uM

k/\/{r\ﬂ's NTs
INO )é ND 54% IN9 @k 27.1+95 39.3+6.1

NTs NTs
IN2 % 349+133 979+*24 IN11 % 32.7+11.4 91.5+6.1

s NTs
INS NTNL 31.9+4.1 80.6+81 IN13 O\)L@ 33.1+0.54 789+7.8

NTs
NTs)\ O\)LN
IN10 w 12.1+5.4 90.1+ 2.7 IN14 255+£19.2 233108

&T;k

IN7 279+406 93.8%149

Les composés suivants ont été testés avec des lots différents de monocytes qui peuvent
présenter une sensibilité différente au ligand de RANK. Pour pouvoir comparer I'ensemble de ces

résultats, le composé IN2 est utilisé comme composé de référence.

En accord avec l'activité observée de I'IN10, la rigidification de I'IN2 dans un cycle a 7
chainons (IN15) est bénéfique (Tableau 3). Le remplacement isostérique de la tosylamidine par
une tosylguanidine (IN16 et IN20) supprime l'activité. L'introduction d’'une décahydroquinoléine
(IN18) est extrémement préjudiciable, ce qui indique que les effets de substitution du alkyle et
de la tosylamidine sont hautement interdépendants. Le composé IN19, qui combine des
caractéristiques structurales de I'IN2 et de la sonde 35 présente une activité inférieure a celle de

I'IN2. La chloration en poistion méta de la partie tosyle (IN17) est bien tolérée.
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Tableau 3. Inhibition de I'ostéoclastogenese par la deuxieme série de sulfonylamidines.

IN Structure Inhibition % IN Structure Inhibition %
1uM | 10um 1uM | 10um
IN2 O\)TS 22.2+45 100+0 IN18 NTs 146+4.1 93.1+7.5
3o e
OMe (\NH
NTs NQ
IN15 Nj\ 40.6+17.3 100+ 0 IN19 -176+6.9 99.3+0.2
028\‘N
0
Q. :
IN16 N /"('j 16.6+11.4 17.1+9.27 IN17 23.4+19.3 99.7+0.3

Q '
NTs N
IN20 @* 133812 41798
Tableau 4. Inhibition de I'ostéoclastogenese par la troisieme série de sulfonylamidines. .
IN Structure Inhibition % IN  Structure Inhibition %
1uM | 10uMm 1uM 10 uM
O\)T’s NMe2
0,S.
N2 b 14.4+13.9 7.6+2.1 [IN2 l 11.8 £ 16. 68.4 +5.
39 9 3 % 8165 68.4%55
Me
0,5. O2S\N
N |
IN21 % 3.3+26.41 97.9+0.5 IN28 % 23.8+3.7 -8.1+9.7
e ok
OQS\N 2 \N
N Sus 12,6 28.1
IN26 -1.1+229 96.1+3.9 IN25 1.6 £8.96
Me
Me
- O% 57.5£29.8
IN22 [ j°2S‘N -20.2+35.6 44.9+49.1 IN27 08 -1.5+10.4
/”é A bN
‘ >N
=
ozs\N
IN23 % 2364339 56.1£39.7
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Ensuite, nous avons poursuivi notre étude de RSA en modifiant la nature du groupement
arylsulfonyle (Tableau 4). Le remplacement du 4-tolyle par un phényle (IN21) ou un
trifluorométhyle (IN26) est bien toléré, mais le remplacement par un 2-pyridyle, 3-pyridyle,
diméthylamino ou camphre est défavorable (IN22, IN23, IN28, IN29). Cet effet délétere était plus

prononcé avec un méthyle ou un isopropyle (IN25 et IN27).

Le remplacement du tosyle par un dimethylaminosulfonyle (IN25) abolit I'activité, alors
gu’un camphorsulfonyle (IN29) est bien toléré (Tableau 5). Il est important de noter que le
remplacement de la 2,6-diméthylpipéridine par une N-isopropylcyclohexylamine (IN31) conserve

|'efficacité anti-ostéoclastogenique.

Tableau 5. Inhibition de I'ostéoclastogeneése par la quatriéme série de sulfonylamidines.

IN Structure Inhibition % IN  Structure Inhibition %
1uM | 10pMm 1ugM | 10uM
IN2 /b 6.5+14.4 100+ 0 IN3O <« 0.3+23.6 85.6+4.0
NMe, OZS\‘N
‘ N
IN25 -21.2+ 84+21.6 [IN31 NTS)M\e 9.2+17.7 1000

18.7 N Me

O

Le remplacement de la  partie 2,6-diméthylpipéridine par une N-
isopropylcyclopentylamine (IN32) également hydrophobe préserve bien ['activité anti-
ostéoclastogenique (Tableau 6), mais de maniére curieuse le passage a une 2,6-

diméthylpyrrolidine (IN33) rend la molécule cytotoxique a 10 uM et pro-ostéoclastogenique a 1
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UM. Le passage a un azépane (IN34) a un effet délétére, mais le passage a un azocane (IN35) est
mieux toléré. Le dérivé tétrahydropyranique IN36 est moins actif que son isostere soufré plus
volumineux et moins polaire IN37. Les dérivés cycloheptaniques (IN38) présente une activité au

moins égale a celle de I'IN2.

Tableau 6. Inhibition de I'ostéoclastogenese par la cinquieme série de sulfonylamidines.

IN Structure Inhibition % IN Structure Inhibition %
1uMm 10 uM 1uM 10 uMm
NTs NTs
SU Y ‘L
IN32 G 22.4+21.2 100+ 0 IN36 @ 9.5+4.1 52.9%16.5
(6]

IN33 Q\Jb -15.5+21.5 Cytotoxique QL

IN37 @ 23.1+ 99.6 + 0.9

< 126
NTs NTs
IN34 m@ 17.7+36.1 422+99 QLI
IN38 O 0.6+69 98.6+25

NTs
IN35 O\)LO 7.9+29.1 95.5+2.1

Le dérivé cyclooctaniques IN39 présente une activité inférieure a celle de I'IN2 3 1 uM,
mais supérieure a 10 uM (Tableau 7). Le dérivé IN40 qui comporte une partie aminée que |'on
retrouve dans d’autres ligands des PHBs est quant a lui faiblement actif. L'introduction d’un
chlore sur le groupement arylsulfonyle améliore I'activité, surtout en position (IN41).
L'introduction d’un méthoxy ou d’un isopropyle dans cette position augmentent aussi I'activité

anti-ostéoclastogenique (IN44 et IN45).
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Tableau 7. Inhibition de I'ostéoclastogenese par la sixieme série de sulfonylamidines.

IN Structure Inhibition % IN Structure Inhibition %
1ugMm | 1oum 1ugM | 10uM

IN2

O\)Ts Cl
)N\J) 26.6+3.4 73.8+9.5 [IN43 O\O\?i 55.5+25.8 90.4+4.5
i
NTs
L b

IN39 @ 27+59  100+0 ove

N
oy L,
IN4O HN\(/ 19.3+21.6 55+26.6 IN44 56.8 £ 8.8 69.3 +26.6

iPr

(SN
IN41 N)Né -38.9+9.2 100+0  IN45 O\/EN\J) 50.9+19.3 97.8%+3.5

Cl

SN

IN42 % 424+  69.8+45

22.0

L’ensemble de ces variations structurales ont permis de préciser les requis structuraux

pour I'activité anticlastéogenique in vitro (Figure 19) et peut étre résumée comme suit :

-1- 'amidine peut étre sulfonylée par différents groupement sulfonyles hydrophobes avec une

préférence pour un groupement 4-méthoxyphénylsulfonyle ;

-2- la partie aminée peut étre incluse dans un cycle a 7 avec le carbone en a de la fonction

amidine ;

-3- la délétion ou le replacement du carbone en a de la fonction amidine par un azote

suppriment toute activité ;
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-4- le carbone de I'amidine doit étre substitué par une chaine carbonée hydrophobe, avec une

préférence pour un groupement cyclohexylméthyle ;

-5- I'introduction d’une insaturation conjuguée a I'amidine abolit I'activité.

s N

Tests a 10 pM:
Ts = 4-iPrPh = 2-CIPh = CF; =
Ph = 3-Cl-4-MePh = 4-MeO-3-(piperazin-1-yl)Ph =
3-CIPh > 4-CIPh = Ds > N(Me),

Tests a 1 uM:
4-OMePh > 4-iPrPh > 3-CIPh = 4-CIPh = Ts = N(Me),
> 3-Cl-4-MePh = Ph = iPr = Ds > 2-CIPh = Camphor =
2-Py = 3-Py = CF3;

Tests a 10 pM:
Préference pour:

HN™Y N NJ\
SLap

L

O

P

Nécessité d'un
groupement hydrophobe,
préférence pour un
cyclohexyle par rapport a
un cyclopentyle ou un n-
butyle

D=

J

~

L'introduction
d'une insaturation
abolit I'activité

La délétion de ce
méthyléne ou son
remplacement par un
N abolissent I'activité

L'introduction d'un cycle a
6 ou 7 est bien tolérée,
préférence pour un cycle a7

Figure 19. Requis structuraux des sulfonylamidines pour leur activité

anticlastéogenique in vitro.

Les premiers travaux sur le mode d’action de ces composés ont montré que I'IN2
bloque la phosphorylation du facteur de transcription STAT3 induite par la signalisation de
I'interleukine 6 (IL6), ce qui inhibe I'expression de RANKL nécessaire a la différenciation

ostéoclastique (Figures 20 et 21).
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L’activité in vivo de I'IN44 est actuellement examinée sur des souris ovariectomisées.
Ces souris sont opérées a 12 semaines, et traitées 11 jours aprés (jour JO) avec un premier
scanner pour mesurer la densité osseuse. Les souris sont traitées 5 fois par semaine pendant
4 semaines par de I'IN44, du zolédronate (bisphosphonate, molécule anti-ostéoporotique
utilisée controle positif) ou de [I'excipient seul. Les souris subissent un scanner
supplémentaire a J14 et J28 et sont ensuite sacrifiés avant que leur sang, tibia, fémur et

vertébres soient prélevés.
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Figure 21. Effets de I'IN2 sur I'activation de STAT3, P38 et ERK dans des monocytes CD14".
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4. CONCLUSION
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Ce travail s’inscrit dans la continuité des travaux antérieurs du laboratoire sur la
pharmacochimie des ligands des PHBs. Il répond aussi a un besoin médical grandissant. En effet
les traitements actuels de I'ostéoporose ne sont pas satisfaisants et avec le vieillissement de la

population cette affection devient un probleme de santé publique.

Notre objectif consistait a synthétiser des analogues sulfonylamidines décrits comme
ligand des PHBs, pour identifier les requis structuraux pour leur activités anticlastogénique et
développer des outils pharmacologiques pour examiner le réle des prohibitines dans plusieurs

conditions physiologiques et pathophysiologiques.

Nous avons synthétisé une cinquantaine de sulfonylamidines, ce qui nous a permis de
préciser les relations structure-activités d’identifier les requis structuraux pour cette activité
anticlastéogénique in vitro (Figure 18). Nous avons ainsi identifié des composés plus actifs que
les sulfonylamidines décrites dans la littérature. Des études in vivo sont actuellement en cours en

vue d’un dépo6t de brevet.

Nous avons aussi conjugué une sulfonylamidine a de I’Affigel-10 qui sera utilisée par nos
collaborateurs pour caractériser par spectrométrie de masse les complexes multiprotéiques sur

lesquels se fixe cette classe de ligand des PHBs.

Pour préparer I'ensemble de ces composés, nous avons fait appel a des méthodes de
synthése déja établies. Cependant, nous avons été amenés a développer des méthodologies de

synthése originale, notamment pour générer des caprolactames fonctionnalisés.

Cette étude sera poursuivie au laboratoire dont un des objectifs consiste a développer
des ligands des PHBs pour diverses affections. Ces composés seront également examinés dans

d’autres types de tests cellulaires impliquant la signalisation des PHBs. Ainsi des travaux
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antérieurs avaient montré que la sulfonylamidine 17 inhibe I’entrée du virus du Chikungunya
dans les virus en intéressant avec la fonction des PHBs localisés a la surface des cellules.? Il est
hautement probable que nos composés puissent aussi présenter des effets pharmacologiques

dans intéressants dans d’autres types de cellules.
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5. PARTIE EXPERIMENTALE
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General experimental details

All commercial reagents were used without purification. All the anhydrous solvents used are
commercial or are conserved on molecular sieves. All reactions sensitive to moisture or
oxygen were carried out under argon atmosphere and in flasks dried at 110 °C.
Reactions were stirred with a magnetic stirrer. Temperatures for the reactions refer to bath
temperatures. Reactions were monitored by TLC (0.2 mm, Merck DC Platten Kieselgel
60 F254) with detection by UV light (A = 254 nm) and treatment with anisaldehyde and
potassium permanganate-stain. NMR spectra were acquired on a Bruker DRX-400
spectrometer in CDCI3 (referenced to 7.26 ppm for 1H and 77.0 ppm for 13C) as
solvent. Coupling constants (J) are in Hz. Chemical shifts are reported in parts per million
(ppm). The multiplicities of the signals are described using the following abbreviations: s =
singlet, d = doublet, t = triplet, m = multiplet. High resolution mass spectra were recorded on

a Bruker MicroTOF-Q (ESI Q-TOF) spectrometer.

5.1. General protocol for the preparation sulfonylamidines

5.1.1. 1% Method: Condensation of amides with p-toluenesulfonyl isocyanate

5.1.1.1. Preparation of amides

5.1.1.1.1. Amides 18ax-18by

The corresponding carboxylic acid (1eq) was treated with (COCI), (1.2 eq) and DMF
(0.1 ml) in DCM (3 ml/1mmol) and stirred at room temperature for 4 hours under nitrogen

atmosphere. Then, the remained (COCI), and solvent were removed by evaporation. The
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residue acyl chloride was used without further purification. The residue acyl chloride was
diluted with DCM (2ml/1 mmol) for further use. To a stirring solution of amine (1.1 eq), EtsN
(1.2 eq) in DCM (3 ml/1 mmol) was added dropwise the solution of acyl chloride in DCM at 0-
5 °C under nitrogen atmosphere. After the addition, the resulting mixture was warmed to
room temperature and stirred overnight. Then, the solvent was removed by evaporation and
the residue was quenched with water at 0 °C. The resulting solution was washed sequentially
by aqueous HCI (2 ml/1 eq, 1.0 M), saturated aqueous NaHCO3 and brine. The organic phase
was dried over anhydrous Mg,SO; and then evaporated under vacuum. The residue was

purified by column chromatography to afford the corresponding aliphatic amide.
U
N
18ax

2-Cyclohexyl-1-(2,6-dimethylpiperidin-1-yl)ethan-1-one

Purification by column chromatography (Pentane/AcOEt 60:40) afforded the desired
product as a white solid (1.843 g, 77% yield),
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 4.8 (br, 1H), 4.11 (br, 1H), 2.25 — 2.12 (m, 2H), 1.85 — 1.45 (m,
12H), 1.33 - 1.08 (m, 8H), 0.98 — 0.89 (m, 3H) ppm.
3C NMR (400 MHz, CDCls) 6 171.6, 47.4, 43.3, 40.9, 35.2, 33.5, 30.7, 30.03, 26.4, 26.2, 21.86,

20.7,13.9 ppm.
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A
N
18bx

2-Cyclopentyl-1-(2,6-dimethylpiperidin-1-yl)ethan-1-one

Purification by column chromatography (Pentane/AcOEt 60:40) afforded the desired
product as a white solid (3.63 g, 81% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 4.8 (br, 1H), 4.12 (br, 1H), 2.45 — 2.22 (m, 3H), 1.86 — 1.45 (m,
12H), 1.26 — 1.14 (m, 8H) ppm.
B3¢ NMR (400 MHz, CDCl5) 6 171.9, 47.3, 43.4, 39.4, 36.96, 32.8, 30.4, 30.08, 25.04, 21.7,

20.7,13.9 ppm.
SU
N
18ay

2-Cyclohexyl-1-[octahydroquinolin-1(2H)-yl]ethan-1-one
Purification by column chromatography (Pentane/AcOEt 60:40) afforded the desired

product as a white solid (1.092 g, 82% yield).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 3.74 (br, 1H), 3.34 (m, 1H), 3.12 (br, 1H), 2.23 — 2.17 (m, 1H),

2.13-2.04 (m, 2H), 1.82-1.38 (m, 14H), 1.31 —0.89 (m, 9H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl3) 6 175.7, 47.2, 43.6, 42.9, 41.1, 30.9, 30.09, 29.5, 29.04, 26.4,

26.05, 25.8, 25.5, 22.5, 20.9, 14.02 ppm.
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O)‘\N
18cx

Cyclohexyl(2,6-dimethylpiperidin-1-yl)methanone

Purification by column chromatography (Pentane/EtO, 80:20) afforded the desired

product as a white solid (0.497 mg, 73% vyield).

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 4.78 (br, 1H), 4.12 (br, 1H), 2.43 (m, 1H), 2.04 — 1.1 (m, 22H)

13C NMR (400 MHz, CDCl5) § 171.9, 61.3, 41.4, 38.50, 35.4, 33.5, 33.4, 33.1, 31.1, 26.4, 26.39,

26.01, 25.5,23.2 ppm.
QX
N
18by

2-Cyclopentyl-1-[octahydroquinolin-1(2H)-yl]ethan-1-one

Purification by column chromatography (Pentane/AcOEt 60:40) afforded the desired

product as a white solid (0.977 g, 78% yield).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 3.71 (br, 1H), 3.34 —3.31 (t, J = 10.8 Hz, 1H), 3.16 — 3.11 (m, 1H),

2.39-2.32 (m, 1H), 2.29 — 2.22 (m, 2H), 2.08 — 2.05 (m, 1H), 1.86 — 1.01 (m, 20H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl3) 6 172.2, 61.3, 39.9, 38.4, 37.09, 33.1, 32.7, 31.1, 26.4, 26.0, 25.56,

25.1, 23.2 ppm.
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5.1.1.1.2. Preparation of amide 25

Diethyl [2-[(2R,6S)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl]-2-oxoethyl]phosphonate
1%step

Ethyl (diethoxyphosphoryl)acetate (2.2 ml, 11.5 mmol) was added dropwise to 1 M
NaOH (22.5 ml). After stirring for 3 h at room temperature, the medium was concentrated
and treated with 2 N HCI (until pH 1). The aqueous layer was extracted with CH,Cl,. The
combined organic layers were washed with brine and dried over MgSQ,, concentrated in
vacuo to yield (diethoxyphosphoryl)acetic that was engaged in the next step without further
purification. The resulting (diethoxyphosphoryl)acetic acid (2.00 g, 10.20 mmol) was added
dropwise to thionyl chloride (3.20 ml, 43.63 mmol). After stirring for 4 h at room
temperature, the excess thionyl chloride was evaporated to give 1.45 g of diethyl (2-chloro-
2-oxoethyl)phosphonate (56%).
'H-NMR (400 MHz, CDCl3) § 4.23 (m, 4 H), 3.50 (d, J = 21.2, 2 H), 1.38 (t,J = 7.1, 6 H) ppm.
2" step

A solution of the residue acyl chloride (1.3 g, 6 mmol) in DCM (20ml) was added
dropwise to a stirring solution of amine (0.747 g, 6.6 mmol), EtsN (0.971 ml, 7.2 mmol) in
DCM (30 ml) at 0-5 °C under nitrogen atmosphere. The resulting mixture was stirred
overnight at room temperature. Then, the medium was concentrated in vacuo, quenched
with water at 0 °C, washed sequentially by agueous HCl (20 ml, 1.0 M), saturated aqueous

NaHCOs (20 ml) and brine (20 ml). The organic phase was dried over anhydrous MgSO, and
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then evaporated under vacuum. The residue was purified by column chromatography to
afford the desired compound 23 (0.5 g, 28%).
H NMR (400 MHz) 6 4.79 (br, 1H), 4.27—-4.16 (m, 5H), 3.48 (d, J = 21.3, 1H), 2.97 (dd, J = 21.6,
10.5 Hz, 1H), 1.85 — 1.59 (m, 6H), 1.34 — 1.21 (m, 12H) ppm.
(R
N N
25

2-Cyclohexylidene-1-((2R,6S5)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl)ethan-1-one

To a solution of 23 (0.45 g, 1.5 mmol) in anhydrous THF (10 ml) was added a 60%
dispersion of sodium hydride in mineral oil (0.126 g, 1.8 mmol) at 0 °C for 1 hour. Then
cyclohexanone (0.238 ml, 2.3 mmol) was added to the reaction mixture dropwise. The
mixture was allowed to stir overnight. The reaction was quenched with H,O and extracted
with CH,Cl,. The organic layer was collected, dried over anhydrous sodium sulfate, filtered
and concentrated. Column chromatography purification afforded the parent compound 25
(0.091 g, 22% vield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 5.71 (s, 2H), 5.2 — 3.8 (br, 2H), 2.32 — 2.14 (m, 4H), 1.82 — 1.45
(m, 12H), 1.22 (d, J = 7.2 Hz, 6H) ppm.
B3¢ NMR (400 MHz, CDCl5) 6 168.3, 150.03, 116.4, 65.9, 42.2, 36.8, 30.8, 30.3, 28.4, 27.7,
27.1,26.4,25.1,15.4,14.2 ppm.
5.1.1.1.3. Preparation of amides 20a, 20b
1* protocol:

Amide (50 mmol) was dissolved in DMSO (25 ml). KOH (3.7 g, 65 mmol) was added,

followed by 2-iodopropane (6.55ml, 65mmol) and the mixture was stirred for 4 days. The
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reaction was quenched by addition water and extracted with EtOAc twice. The combined
extracts were washed with brine, dried, filtered and evaporated. The desired product was
isolated by silica gel chromatography.
2" protocol:

To a solution of amide (50 mmol) was dissolved in DMF (30 ml) and NaH (2.22 g, 65
mmol) at 0 °C, (6.55 ml, 55mmol) of 2-iodopropane was added. The mixture was stirred for 4
st

days at room temperature. The work up has been done with the same manner in the 1

protocol.

O
dN/,-pr
20a
1-Isopropylpiperidin-2-one
Purification by column chromatography (20% EtOH in EtOAc) afforded the desired
product as yellow oil (1 protocol: 0,335 g, 4% yield, 2" protocol: 0.350 g, 5% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 4.93 —4.90 (m, 1H), 3.16 —3.13 (m, 2H), 2.39 — 2.36 (m, 2H),
1.78 —1.73 (m, 4H), 1.09 (d, J = 6.8Hz, 6H) ppm.
13C NMR (400 MHz, CDCl3) § 169.3, 43.5, 40.3, 32.5, 23.3, 21.0, 19.1 ppm.

(0]
N/IPI'

20b

1-Isopropylazepan-2-one
Purification by column chromatography (10% EtOH in AcOEt) afforded the desired
product as yellow oil (1 protocol: 0,335 g, 4% yield, 2" protocol: 0.425 g, 5% yield).
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'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 4.87 — 4.84 (m, 1H), 3.21 —3.19 (m, 2H), 2.49 — 2.52 (m, 2H), 1.70
—1.56(m, 6H), 1.05 (d, J = 6.8Hz, 6H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl5) 6 175.2, 44.1, 42.0, 37.6, 30.04, 29.7, 23.5, 20.03 ppm.

5.1.1.1.4. Preparation of amides 29

Me_ Me

>

o 0
) O

27

5-Cyclohexyl-2,2-dimethyl-1,3-dioxane-4,6-dione

To formic acid 8 ml was added dropwise trimethylamine 2 ml. Then, 4-
methylbenzaldehyde (1.2 g, 10 mmol) and Meldrum's acid (1.4 g, 10 mmol) were added
under ice-cooling, and the mixture was stirred at room temperature for 3 days. The reaction
mixture was poured into a mixture of ice 10 ml and 10 ml hydrochloric acid (1 M), and the
precipitate was collected by filtration. The title compound 27 was obtained as a white

powder (3.47 g, 64% yield).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 3.31 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 2.43 — 2.34 (m, 1H), 1.8 — 1.76 (m, 2H),

1.73 (s, 6H), 1.34 — 1.14 (m, 3H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl3) § 165.4, 104.9, 51.6, 39.8, 29.6, 28.4, 27.9, 26.7, 25.7 ppm.
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28

5-Cyclohexyl-5-[4-(isopropylamino)butyl]-2,2-dimethyl-1,3-dioxane-4,6-dione

To a stirred solution of 28 (0.452 g, 2 mmol) in DMF (5 ml), Cs,C0O5(0.651 g, 2 mmol),
K,CO3(0.276 g, 2 mmol) was added and the solution stirred during 30 min. 1,4-Diodobutane
(1.239 g, 2 mmol) was subsequently added and the reaction stirred at room
temperature for 4 days. The reaction was quenched with H,O (50 ml), and the aqueous
phase extracted with ethyl acetate (3 x 15 ml). The combined organic phases were
dried and concentrated in vacuo. The residue was dissolved in CH3CN, and treated with
isopropylamine (0.685 ml, 8 mmol) for 12 hours to give the desired compound 28 (0.278 g,
41% vyield).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.41 (br,2H) , & 3.58 — 3.52 (m, 1H), 3.00 — 2.98 (m, 2H), 2.08 —
2.02 (m, 4H), 1.98-1.92 (m, 1), 1.82 - 1.77 (m, 3H), 1.72 (d, J = 4.8, 6H), 1.66 — 1.62 (m, 2H),

1.55 (d, J = 6.7Hz, 6H) 1.4 — 132 (m, 2H), 1.28 — 1.04 (m, 5H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCls) 6 176.2, 59.5, 44.1, 40.6, 38.4, 32.1, 29.6, 29.1, 27.6, 26.8, 26.7,

26.6, 25.8, 20.3, 20.2 ppm.

_IPr

30

3-Cyclohexyl-1-isopropylazepan-2-one
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The solution of 28 (0.169 g, 0.5 mmol) in 2.5 ml of DMF was placed in an ampoule.
The ampoule was heated in Microwave at 230 'C. The thermolysis was continued for 25 min.
After cooling the ampoule to room temperature, the residue was dissolved in H,O (25 ml)
extracted by AcOEt (3 x 15ml), the organic layer was washed with brine dried over MgSQy,,

concentrated to afford the titled compound 30 as white solid (0.075 g, 62% vyield).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 4.96 — 4.89 (m, 1H), 3.23 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 2.30 — 2.25 (m,1H),
1.92 —=1.60 (m, 8H), 1.56 — 1.23 (m, 5H), 1.17 — 1.17 (m, 1H), 1.07 (d, J = 6.8Hz, 3H), 1.05 (d, J

= 6.8Hz, 3H), 0.98 — 0.87 (m, 1H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl;) § 168.7, 106.03, 59.09, 51.4, 48.5, 44.06, 33.05, 31.8, 31.06, 28.8,

26.7,25.9, 25.8, 23.8, 21.2, 19.7 ppm.

5.1.1.2. Preparation of sulfonylamidines IN2, IN13, IN11, IN12, IN18, IN7, INS8, IN9,

IN10, IN14, IN15

p-Tolylsulfonyl isocyanate (1.0 eq) was slowly added dropwise to a solution of the
amide (1.0 eq) in tetrahydrofuran at 0 °C. The mixture was warmed to room temperature,
stirred for 18 h. Evaporation of the organic solvent and purification by silica gel column

chromatography gave the desired product IN.
N
IN2

N-[(E)-2-Cyclohexyl-1-[(2R,6S)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl]ethylidene]-4

methylbenzenesulfonamide
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Purification by column chromatography (Pentane/AcOEt 80:20) afforded the desired
product as a white solid (1.118 g, 40% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 7.83 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.25 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 4.90 (m, 1H), 4.25
(m, 1H), 3.45 — 3.40 (dd, J = 14.7, 6.4 Hz, 1H), 2.49 — 2.43 (dd, J = 13.9, 8.3 Hz, 1H), 2.40 (s,
3H), 1.89 — 1.51 (m, 12H), 1.31 - 1.11 (m, 11H) ppm.
3C NMR (400 MHz, CDCl3) & 166.6, 142.3, 141.2, 128.9, 125.9, 48.9, 47.3, 38.001, 37.1, 33.4,
32.6,30.4,30.01, 26.5, 26.4, 26.1, 21.8, 21.4, 19.7, 13.6.

HR-MS calculated for C,H34N,0,S: 390.2341, found 413.2231 (M + Na)".
Uk
N
IN11

N-((E)-2-cyclopentyl-1-((2R,65)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl)ethylidene)-4-

methylbenzenesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/EtO, 50:50) afforded the desired
product as a white solid (2.225 g, 60% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 7.83 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.25 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.87 (br, 1H), 4.29
(br, 1H), 3.60 — 3.55 (dd, J = 13.9, 6.7 Hz, 1H), 2.61 — 2.56 (m, 1H), 2.40 (s, 3H), 2.33 = 2.25
(m, 1H), 1.94 - 1.14 (m, 20H) ppm.
13C NMR (400 MHz, CDCl5) 6 167.2, 142.3, 141.2, 128.9, 125.9, 48.8, 47.3, 39.8, 34.9, 32.5,
32.3,30.4,29.9,24.38,24.3,21.8,21.4,19.7, 13.6 ppm.

HR-MS calculated for Cy1H3,N,0,S: 376.2223, found 377.2257 (M + H)".
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NTs

op
IN12

N-[Cyclohexyl[(2R,6S)-2,6-dimethylpiperidin-1-ylmethylene]-4-
methylbenzenesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/EtO, 50:50) afforded the desired
product as a white solid (0.225 g, 60% vyield).
E isomer: *H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.82 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.25 (d, ] = 8.0 Hz, 2H), 4.79 (br,
1H), 4.69 (br, 1H), 3.83 (br, 1H), 2.40 (s, 3H), 2.33 —1.14 (m, 22H) ppm.
Zisomer: *H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.94 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.79 (br,

1H), 4.69 (br, 1H), 3.83 (br, 1H), 2.44 (s, 3H), 2.33 —1.14 (m, 22H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl5) 6 157.8, 143.7, 139.2, 129.8, 129.1, 126.6, 126.09, 49.07, 47.2,
43.5, 41.08, 30.9, 30.2, 30.07, 29.5, 28.9, 28.8, 26.4, 26.03, 22.5, 21.6, 21.5, 20.9, 14.1,
14.002 ppm.

HR-MS calculated for C3;:H3,N,0,S: 376.2225, found 377.2257 (M + H)".
N
IN13
(E)-N-[2-Cyclohexyl-1-[octahydroquinolin-1(2H)-yl]ethylidene]-4-
methylbenzenesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/EtO, 50:50) afforded the desired

product as a white solid (0.125 g, 30% yield).
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'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.81 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 3.68 — 3.54 (m,
2H), 3.26 — 3.23 (br, 1H), 3.04-2.99 (br, 1H), 2.77 — 2.74 (m, 1H), 2.38 (s, 3H), 2.09 — 2.06 (m,
1H), 1.82 — 1.56 (m, 13H), 1.27 — 1.01 (m, 10H) ppm.

3C NMR (100 MHz, CDCl5) 6 165.5, 142.1, 141.1, 128.7, 125.8, 63.2, 40.01, 38.2, 37.8, 37.28,
33.01, 32.6, 32.5,30.7, 29.3, 26.2, 26.01, 25.9, 25.1, 24.8, 22.8, 21.2 ppm.

HR-MS calculated for Cy4H36N,0,S: 416.2496, found, 417.2570 (M + H)".
N
IN18

(E)-N-[2-Cyclopentyl-1-[octahydroquinolin-1(2H)-yl]ethylidene]-4-

methylbenzenesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/EtO, 50:50) afforded the desired

product as a white solid (0.724 g, 90% yield).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 7.81 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 3.70 — 3.54 (m,
2H), 3.26 — 3.14 (m, 2H), 2.88 (br, 1H), 2.38 (s, 3H), 2.24 — 2.05 (m, 2H), 1.82 = 1.51 (m, 13H),
1.38-1.03 (m, 7H) ppm.

B3¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 166.3, 142.4, 141.3, 128.9, 126.04, 63.3, 40.1, 39.3, 38.4, 35.9,
32.8,32.4,29.7,26.2,25.4,25.1, 24.8, 24.7, 23.05, 21.5 ppm.

HR-MS calculated for C23H34N,0,S: 402.2303, found 425.22 (M + Na)".
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(E)-N-[1-Isopropylpiperidin-2-ylidene]-4-methylbenzenesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/EtO, 55:45) afforded the desired
product as a white solid (0.932 g, 79% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 7.81 (d, J = 7.9, 2H), 7.24 (d, J = 7.9, 2H), 5.05 — 5.01 (m, 1H),
3.22 - 3.20 (m, 2H), 3.10 — 3.07 (m, 2H), 2.39 (s, 3H), 1.74 — 1.58 (m, 4H), 1.1 (d, J = 6.8Hz,
6H) ppm.
B¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 165.3, 141.6, 141.5, 129.05, 126.1, 47.3, 41.1, 28.9, 22.2, 21.44,
19.2,18.7 ppm.

HR-MS calculated for C15H,2N,0,S: 294.1422, found 317.1294 (M + Na)".

NTs

~iP
N

IN9

(E)-N-[1-Isopropylazepan-2-ylidene]-4-methylbenzenesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/AcOEt 70:30) afforded the desired
product as a white solid (0.756 g, 81% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.81 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.23 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 5.09 — 5.06 (m,
1H), 3.36 — 3.33 (m, 2H), 3.11 - 3.08 (m, 2H), 2.40 (s, 3H), 1.69 — 1.56 (m, 6H), 1.1 (d, J = 6.8
Hz, 6H) ppm.
B3¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 170.6, 141.8, 141.5, 129.08, 126.2, 47.4, 43.01, 31.9, 29.1, 28.4,
23.09, 21.4, 19.5 ppm.

HR-MS calculated for C1¢H24N,0,S: 308.1431, found, 309.1631 (M + H)".

5.1.1.3. Preparation of IN8, IN10
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To a solution of lithium diisopropylamide in THF (6 ml) at -78 °C, (0.5 mmol) of
amidine in THF (1 ml) was added dropwise. The mixture was stirred at -78°C for 30mn and
the electrophile (1mmol) was added. The resulting solution gets 0°C and has been stirred for
2 hours until the complete consumption of the starting material. Water was added to the
reaction at -78 °C and the resulting slurry warmed to room temperature. The solution was
extracted with EtO, 3 times and the combined extracts were washed with brine and dried
with Mg,S0,. The desired product obtained by chromatography.

NTs
nBu\ij\l/iPr

IN8
(E)-N-[3-Butyl-1-isopropylpiperidin-2-ylidene]-4-methylbenzenesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/AcOEt 50:50) afforded the desired
product as a white solid (0.097 g, 57% vyield).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.81 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 4.99 — 4.92 (m,
1H), 3.72 —3.69 (m, 1H), 3.23 - 3.20 (m, 2H), 2.38 (s, 3H), 2.01 — 185 (m, 2H), 1.75 - 1.65 (m,
3H), 1.50 — 1.25 (m, 5H), 1.09 — 1.05 (dd, J = 7.9, 6.9Hz, 6H), 0.91 — 0.88 (t, J = 6.8 Hz, 3H)
ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl3) 6 169.3, 142.4, 141.2, 128.9, 125.9, 47.5, 40.4, 37.4, 32.57, 29.2,
22.5,22.2,21.4,19.2,18.9, 18.5, 14.04 ppm.

HR-MS calculated for C19H30N>0,S: 350.2025, found 373.1920 (M + Na)".

TsN
nBu N/iPr

IN10
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(E)-N-(3-Butyl-1-isopropylazepan-2-ylidene)-4-methylbenzenesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/EtOAc 50:50) afforded the desired
product as a white solid (0,04 g, 21% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.80 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.23 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 5.09 — 5.02 (m,
1H), 4.08 — 4.06 (m, 1H), 3.33 - 3.3 (m, 2H), 2.38 (s, 3H), 1.81 - 1.61 (m, 7H), 1.42 — 1.02 (m,
11H), 0.90-0.85 (t, J = 7.2 Hz, 3H) ppm.
13C NMR (400 MHz, CDCl5) & 172.36, 142.31, 141.38, 129.01, 126.13, 48.67, 42.36, 41.92,
29.41, 28.58, 28.31, 26.30, 22.89, 22,79, 21.41, 19.30, 13.97 ppm.

HR-MS calculated for CyoH32N,0,S: 364.2226, found 387.2077 (M + Na)".

Ts,
N
I _iPr

IN15
N-(3-Cyclohexyl-1-isopropylazepan-2-ylidene)-4-methylbenzenesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/EtOAc 50:50) afforded the desired product

as a white solid (0,045 g, 27% vield).

E isomer: "H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.79 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.23 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 5.13 —

5.01(m, 1H), 3.85 —-3.81(m, 1H), 3.37 - 3.25 (m, 2H), 2.38 (s, 3H), 1.81 - 0.81 (m, 23H) ppm.

Z isomer: ‘"H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.92 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.31 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 5.13 -

5.01(m, 1H), 3.85—-3.81(m, 12H), 3.37 - 3.25 (m, 2H), 2.42 (s, 3H), 1.81 - 0.81 (m, 23H) ppm.
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3C NMR (400 MHz, CDCls) & 171.6, 142.3, 141.4, 129.6, 129.1, 128.5, 126.3, 48.6, 48.05,
44.2,42.04, 35.5, 34.8, 32.9, 31.25, 30.04, 29.6, 28.6, 26.8, 26.5, 26.1, 26.01, 24.7, 22.9, 21.8,

21.5,19.5, 19.3 ppm.

HR-MS calculated for C,H34N>0,S: 390.23, found 413.2233 (M + Na)".

5.1.1.4. Preparation of IN14

X N
IN14
N-[(E)-2-Cyclohexylidene-1-[(2R,6S)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl]ethylidene]-4-
methylbenzenesulfonamide
Purification by column chromatography (Pentane/EtOAc 80:20) afforded the desired
product as a white solid (0. 082 g, 60% vyield).
'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 7.8 (d, J = 8.3, 2H), 7.3 (d, J = 8.0, 2H), 5.71 (s, 2H), 5.2 (br, 2H),
2.42 (s, 3H), 2.31—=2.27 (m, 2H), 2.16 —2.14 (m, 2H), 1.82 — 1.45 (m, 12H), 1.21 (d, J = 7.2 Hz,
6H) ppm.
3C NMR (400 MHz, CDCl;) & 168.3, 150.03, 143.6, 139.3, 129.8, 126.5, 116.4, 36.8, 31.0,
30.8,30.3, 28.3,27.7,26.4, 21.6, 21.3, 14.4 ppm.

HR-MS calculated for C,H3,N,0,S: 388.2225, found 389.2257 (M + H)".

5.1.1.5. Preparation of IN17
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NTs Q
A 025
+ - :
Ao N
C
TCCA

IN2 IN17

(22%)

Sulfonylamidine IN2 (0.1 g, 0.25 mmol), TCCA (0.041 g, 0.17 mmol) and APTS (0.011
g, 0.06 mmol) were introduced into a mortar. The admixture was subsequently milled at an
appropriate frequency for 8 hours at room temperature. The solid residue was purified by
column chromatographic to afford 0.024 g (22%) of IN17.
'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.91 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.69 (dd, J= 6.0, 2.0 Hz, 2H), 7.28 (d, J =
8.0 Hz, 2H), 4.86 (m, 1H), 4.23 (m, 1H), 3.42 (dd, ) = 14.7, 6.4 Hz, 1H), 2.46 (dd, J = 13.9, 8.3
Hz, 1H), 2.40 (s, 3H), 1.86 — 1.51 (m, 12H), 1.31 - 0.87 (m, 11H) ppm.
B3¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 166.7, 144.1, 139.2, 134.2, 130.8, 126.7, 124.08, 49.09, 47.5,
38.04,37.2,33.4,32.6,30.4, 29.9, 26.5, 26.4, 26.1, 21.8, 20.09, 19.8, 13.5 ppm.

HR-MS calculated for Cy,H3,N,0,S: 424.20, found 425.2235 (M + H)".

5.1.2. 2" Method: multicomponent reaction

5.1.2.1. Preparation of azides

To a solution of sulfonyl chloride (1 eq) in acetone(2 ml/1 mmol) and water (2
ml/1 mmol) at 0 °C, NaNs (1 eq) was added. The reaction was stirred for 2 hours. Then
acetone was removed under vacuum and the remaining water layer was extracted
with EtOAc, the EtOAc layer was washed with brine, dried on Na,SO,, filtered and

concentrated. The sulfonyl azide was obtained for future use without purification.
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SO,N;
32a

Benzenesulfonyl azide
The compound was obtained as white solid (0.692 g, 94% yield).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 7.98 — 7.95 (m, 2H), 7.76 — 7.71 (m, 2H), 7.65 — 7.60 (m, 2H)
ppm.
3¢ NMR (400 MHz, CDCls) 6 138.70, 134.92, 129.83, 127.63 ppm.

| X
N~

SO,N;
32b

Pyridine-3-sulfonyl azide
The compound was obtained as white solid (0.274 g, 55%).
'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 8.78 (d, J = 4.7 Hz, 1H), 8.03 — 7.98 (m, 2H), 7.65 — 7.61 (m, 1H)
ppm.
13C NMR (400 MHz, CDCl3) § 157.16, 150.74, 138.69, 128.4, 122.14 ppm.

N~ X

I/

SO,N3
32¢c

Pyridine-2-sulfonyl azide

The compound was obtained as a white solid (0.474 g, 83% yield).
'"H NMR (400 MHz, CDCl3), 6 9.17 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 8.95 (d, J = 3.7Hz, 1H), 8.22 —8.25 (dt, J =
8.1, 1.8 Hz, 1H), 7.59 — 7.55 (dd, J = 8.2, 4.2 Hz, 1H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl3) § 155.28, 148.28, 135.66, 135.22, 124.31 ppm.
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I\Ille
SO5N3

32d
Methanesulfonyl azide
The compound was obtained as white solid (0.220 g, 48% yield).

'H NMR (400 MHz, CDCl3), & 3.26 (s, 3H) ppm.
{'Pr
SO,N;

32e
Propane-2-sulfonyl azide

The compound was obtained as white solid (0.06 g, 10% yield).

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 3.49 — 3.46 (m, 1H), 1.50 (d, J = 6.8 Hz, 2H) ppm.

NMGQ
SO,N;
32f
N,N-Dimethylsulfamoyl azide
The compound was obtained as white solid (1 g, 66% vyield).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 2.94 (s, 6H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl;) & 38.86 ppm.

Me
Me

SO,N3
329

[(1R)-7,7-Dimethyl-2-oxobicyclo[2.2.1]heptan-1-yllmethanesulfonyl azide

The compound was obtained as white solid (0.278 g, 50% vield).
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'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 3.81 (d, J = 14.9 Hz, 1H), 3.21 (d, J = 14.9 Hz, 1H), 2.44 — 2.31 (m,
2H), 2.17 — 2.15 (t, J = 4.4 Hz, 1H), 2.12 — 2.03 (m, 1H), 1.98 (d, J = 18.96 Hz, 1H), 1.83 - 1.76
(m, 1H), 1.52 — 1.48 (m, 1H), 1.08 (s, 3H), 0.89 (s, 3H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCls) & 214.174, 58.65, 53.63, 48.61, 42.91, 42.63, 27.11, 25.15, 19.85,

19.77 ppm.

NMez

SO,N;
32h

5-(Dimethylamino)naphthalene-1-sulfonyl azide
The compound was obtained as white solid (0.488 g, 88% vield).
'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 8.66 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.34 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 8.21 (d, J = 8.7 Hz,
1H), 7.65 — 7.56 (m, J = 8.5 Hz, 2H), 7.24 (d, ) = 7.5 Hz, 1H), 2.91 (s, 1H) ppm.
3C NMR (400 MHz, CDCl3) § 152.24, 133.86, 132.79, 130.24, 130.20, 129.78, 129.37, 123.09,

118.95, 115.99, 45.56 ppm.

Me

SO,N;
32i

4-Methylbenzenesulfonyl azide
The compound was obtained as colorless oil (1.77 g, 90% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.84 (d, ) =8.4 Hz, 2H), 7.4 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 2.84 (s, 3H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl5) 6 146.3, 135.4, 130.3, 127.4, 21.7 ppm.
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cl
SO,N;

32j
2-Chlorobenzenesulfonyl azide
The compound was obtained as yellow oil (0.692 g, 94% vyield).
'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 8.12 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.61 (d, J = 3.4 Hz, 2H), 7.51 — 7.46 (m,
1H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl3) 6 136.8, 135.52, 132.98, 132.42, 131.63, 127.52 ppm.

Cl

SO,N;
32k

4-Chlorobenzenesulfonyl azide

The compound was obtained as yellow oil (0.352 g, 80% vyield).
'H NMR (400 MHz, CDCls), & 7.9 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 7.6 (d, J = 8.7 Hz, 2H) ppm.
13C NMR (400 MHz, CDCl3) § 141.86, 137.05, 130.21, 129.07 ppm.

Cl

SO,5N;
32|

3-Chlorobenzenesulfonyl azide

The compound was obtained as yellow oil (0.380 g, 87% vield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.95 (s, 1H), 7.85 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.7 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.57 (t,
J=7.9 Hz, 1H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl3) § 140.18, 136.18, 135.08, 130.1, 127.65, 125.68 ppm.
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OMe

SO,N3
32m

4-Methoxybenzenesulfonyl azide

The compound was obtained as yellow oil (0.550 g, 85% vyield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.9 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 7.05 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 3.91 (s, 3H) ppm.
13C NMR (400 MHz, CDCl3) 6 164.75, 130.04, 129.97, 114.95, 56.008 ppm.

iPr

SO,N;
32n

4-Isopropylbenzenesulfonyl azide

The compound was obtained as colorless oil (0.652 g, 97% vield).

'H NMR (400 MHz, CDCl3), 6 7.87 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.45 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 3.04 — 3.01 (m,
1H), 1.29 (d, J = 6.9 Hz, 6H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl3) § 156.90, 135.96, 127.93, 127.86, 34.56, 23.69 ppm.

4-Methoxy-3-[4-(2,2,2-trifluoroacetyl)piperazin-1-yl]lbenzenesulfonyl azide

The compound was obtained as yellow oil (0.85 g, 83% vyield).
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'H NMR (400 MHz, CDCl3), & 7.68 (dd, J = 8.7, 2.4 Hz, 1H), 7.38 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.02 (d, J =
8.7 Hz, 1H), 3.99 (br, 7H), 3.2 (t, J = 5.0 Hz, 4H) ppm.
13C NMR (400 MHz, CDCl3) & 159.58, 157.45, 141.51, 130.46, 124.19, 117.47, 111.46, 93.01,

56.40, 50.07 ppm.
5.1.2.2. Preparation of amines

Procedure A

Over a solution of the ketone (1eq) in dry THF (0.33 M) and 3 A molecular
sieves under a Njatmosphere, acetic acid (2eq), the corresponding amine (2
eq) and sodium triacetoxyborohydride (1.4 eq) were successively added. The
resulting suspension was then stirred for 15 h at 20°C. The mixture was after wards
guenched with NaOH 1M (5 ml/1 mmol) and extracted with EtOAc. The organic layers
were combined, dried over anhydrous MgSO, and the solvent evaporated under
reduced pressure.
Procedure B

To a stirred solution of the ketone (1.0 eq) and the amine (1.0 eq) in DCM (0.33 M)
were added sodium triacetoxyborohydride (1.4 eq) and AcOH (1.0 eg). Upon
reaction completion (24-48 h) 1 N aqueous NaOH was addedand the mixture was extracted

with Et,0.The combined organic layers were dried upon Na,SO,4 concentrated in vacuo.

Y
O

34a

N-Isopropylcyclopentanamine
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Following the procedure A, we obtained the desired compound as brown oil isolated
(0.13 g, 10% yield).
'HNMR (400 MHz, CDCl3) 6 3.5 -3.45 (m, 1H), 3.33 —3.29 (m, 1H), 2.1 - 1.42 (m, 14H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl;) 6 56.09, 48.36, 30.33, 23.96, 20.14 ppm.

L

34b

N-Isopropylcycloheptanamine

Following the procedure B, we obtained the desired compound as yellow oil isolated
(0.626 g, 67% vyield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 2.91 — 2.82 (m, 1H), 2.73 — 2.64 (m, 1H), 1.83 — 1.25 (m, 13H),
1.01 (d, J = 6.3 Hz, 6H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl3) & 55.76, 45.31, 35.54, 28.38, 24.66, 23.59 ppm.

ol

34c
N-Isopropylcyclooctanamine
Following the procedure B, we obtained the desired compound as colorless oil (0.466
g, 45% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 2.95 - 2.86 (m, 1H), 2.77 (br, 1H), 1.78 — 1.42 (m, 14H), 1.05 (d, J
= 6.3 Hz, 6H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCls) 6 54.32, 45.22, 33.2, 27.5, 26.06, 24.35, 23.53 ppm.
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ol
®

34e
N-Isopropyltetrahydro-2H-pyran-4-amine
Following the procedure A, we obtained the desired compound as colorless oil (0.337
g, 78% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 3.94 (ddd, J = 12.0, 4.3, 2.5 Hz, 2H), 3.37 (td, J = 11.8, 2.2 Hz, 2H),
3.01 (m, 1H), 2.75 (tt, ) = 10.8, 4.1 Hz, 1H), 1.8 (ddd, J = 12.9, 4.2, 2.2 Hz, 2H), 1.66 — 1.22 (m,
4H), 1.05 (d, J = 6.2 Hz, 6H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl) 6 67.22, 50.92, 44.43, 34.4, 23.4 ppm.

ol
®

34f
N-Isopropyltetrahydro-2H-thiopyran-4-amine
Following the procedure A, we obtained the desired compound as colorless oil (0.445
g, 93% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 2.97 (m, 1H), 2.65 (dd, J = 7.5, 3.5 Hz, 4H), 2.50 (tt, J = 10.3, 3.5
Hz, 1H), 2.19 — 2.11 (m, 2H), 1.51 — 1.38 (m, 3H), 1.03 (d, J = 6.3 Hz, 6H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl5) 6 52.8, 44.6, 35.3, 27.9, 23.5 ppm.
5.1.2.3. Preparation of IN19, IN21-IN51

To a stirred mixture of alkyne (0.5 mmol, 1.0 eq), azide (0.6 mmol, 1.2 eq), and Cul

(0.05 mmol, 10 mol %) in THF (1 ml) was slowly added amine nucleophile (0.6 mmol, 1.2 eq)
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at room temperature under an N, atmosphere. After the reaction was completed, which was
monitored with TLC, the reaction mixture was diluted by adding CH,Cl, (2 ml) and aqueous
NH4Cl solution (3 ml). The mixture was stirred for an additional 30 min and two layers were
separated. After the aqueous layer was extracted with CH,Cl, (3 ml x 3), the combined
organic layers were dried over Mg,SQ,, filtered, and concentrated in vacuo. The crude
residue was purified by flash column chromatograph with an appropriate eluting solvent

system.

OZS\N
|
N
IN21

N-[(E)-2-Cyclohexyl-1-[(2R,6S)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl]ethylidene]benzenesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,O 80:20) afforded the desired
product as a white solid (0.163 g, 86% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 7.94 — 7.91 (m, 2H), 7.45 — 7.40 (m, 2H), 4.90 — 4.86 (m, 1H), 4.24
—4.21(m, 1H), 3.43-3.38 (dd, J = 14.7, 6.4 Hz, 1H), 2.47 — 2.41 (dd, J = 13.9, 8.3 Hz, 1H),
1.87 —1.48(m, 12H), 1.29 — 1.07 (m, 11H) ppm.
B3¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 166.8, 145.25, 131.07, 128.4, 126.04, 49.1, 47.5, 38.1, 37.3,
33.5,32.7,30.5,30.1, 26.6, 26.5, 26.2, 21.9, 19.9, 13.7 ppm.

HR-MS calculated for C;:H3,N>0,S: 376.2096, found 399.2077 (M + Na)".
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N-[(E)-2-Cyclohexyl-1-[(2R,6S5)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl]ethylidene]pyridine-2-

sulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 65:45) afforded the desired
product as a white solid (0.09 g, 47% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.63 (dd, J = 4.8, 0.9 Hz, 1H), 8.04 (dt, J = 7.9, 1Hz, 1H), 7.82 (td, J
=7.8, 1.4 Hz, 1H), 7.35 (ddd, J = 7.7, 4.8, 1.1 Hz, 1H), 4.90 — 4.86 (m, 1H), 4.24 — 4.21 (m, 1H),
3.53(dd, J =13.7, 6.3 Hz, 1H), 2.46 (dd, J = 13.7, 8.3 Hz, 1H), 1.91 — 1.46 (m, 12H), 1.29 - 0.98
(m, 11H) ppm.
B3¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 168.3, 161.1, 149.34, 137.5, 125.3, 120.6, 49.3, 47.6, 38.5, 37.5,
33.4,32.8, 30.6, 30.1, 26.1, 26.5, 26.2, 21.8, 19.7, 13.6 ppm.
HR-MS calculated for CyoH31N30,S: 377.2207, found 378.2207 (M + H)".
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N-[(E)-2-Cyclohexyl-1-[(2R,6S5)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl]ethylidene]pyridine-3-

sulfonamide
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Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 50:0) afforded the desired
product as a white solid (0.163 g, 86%).
'H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 9.15 (d, J = 2.1Hz, 2H), 8.68 (dd, J = 4.8, 1.6 Hz, 2H), 8.2 (dt, J =
8.1, 1.9 Hz, 1H), 7.37 (dd, J = 8.1, 4.9 Hz, 1H), 4.85 (br, 1H), 4.24 (br, 1H), 3.41 (dd, J = 13.8,
6.3 Hz, 1H), 2.47 - 2.41 (dd, J = 13.9, 8.3 Hz, 1H), 1.93 — 1.07 (m, 23H) ppm.
B3¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 167.1, 151.6, 147.4, 141.4, 133.5, 123.2, 49.3, 47.8, 38.1, 37.7,
33.5,32.7,30.5, 30.1, 26.6, 26.5, 26.1, 21.9, 19.9, 13.6 ppm.

HR-MS calculated for CyoH31N30,S: 377.2210, found 378.2210 (M + H)".
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N-[(E)-2-Cyclohexyl-1-[(2R,6S5)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl]ethylidene]methanesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,O 80:20) afforded the desired
product as a white solid (0.178 g, 60% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 4.88 — 4.84 (m, 1H), 4.22 —4.17 (m, 1H), 3.43 - 3.38 (dd, J = 13.9,
6.4 Hz, 1H), 2.98 (s, 3H), 2.47 — 2.41 (dd, J = 13.9, 8.3 Hz, 1H), 1.87 — 1.48 (m, 12H), 1.29 —
1.07(m, 11H) ppm.
3¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 166.5, 48.7, 47.1, 44.04, 37.8, 37.2, 33.3, 32.6, 30.4, 30.1, 26.47,
26.4,26.1,21.7,19.4, 13.6 ppm.

HR-MS calculated for C3H30N,0,S: 314.2071, found 315.2101 (M + H)".
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N-[(E)-2-Cyclohexyl-1-[(2R,6S)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl]ethylidene]-1,1,1-

trifluoromethanesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 65:35) afforded the desired

product as a brown solid (0.018 g, 5% yield).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 4.5 — 4.97 (br, 1H), 4.3 — 4.25 (br, 1H), 3.22 (dd, J = 13.8, 6.2 Hz,
1H), 2.74 (s, 6H), 2.47 (dd, J = 13.8, 8.5 Hz, 1H), 2.04 — 1.04 (m, 23H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl3) 6 169.01, 120.9, 50.1, 48.8, 38.5, 38.4, 33.4, 32.7, 30.5, 29.9, 26.3,
26.3,26.03, 21.8, 19.9, 13.3 ppm.

HR-MS calculated for Ci6H,7F3N20,S: 390.1614, found 391.1638 (M + H)".
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N-[(E)-2-Cyclohexyl-1-[(2R,65)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl]ethylidene]dimethyl-1-

sulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 50:50) afforded the desired

product as a white solid (0.045 g, 26% yield).
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'H NMR (400 MHz, CDCls) & 4.93 (br, 1H), 4.20 (br, 1H), 3.28 —3.22 (dd, J = 14.7, 6.4 Hz, 1H),
2.74 (s, 6H), 2.42 — 2.37 (dd, J = 13.9, 8.3 Hz, 1H), 1.81 — 1.1 (m, 13H), 1.29 — 1.09 (m, 10H)
ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCls) & 167.5, 48.9, 46.8, 39.3, 37.8, 37.08, 33.4, 32.8, 30.5, 30.1, 26.6,
26.5,26.1,21.8,19.6, 13.7 ppm.

HR-MS calculated for C17H33N30,S: 342.2411, found 343.2411 (M + H)".
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N-[(E)-2-Cyclohexyl-1-[(2R,6S5)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl]ethylidene]propane-2-

sulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 50:50) afforded the desired
product as a white solid (0.077 g, 64% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 4.90 - 4.86 (m, 1H), 4.22 —4.19 (m, 1H), 3.43 -3.38 (dd, J = 13.8,
6.4 Hz, 1H), 3.11 (m, 3H), 2.47 — 2.41 (dd, J = 13.8, 8.3 Hz, 1H), 1.89 — 1.5 (m, 12H), 1.29 —
1.07 (m, 11H), 1.37 (d, J = 6.8Hz, 6H), 1.28 — 1.03 (m, 11H) ppm.
3¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 167.3, 54.9, 48.8, 47.1, 38.001, 37.6, 33.5, 32.8, 30.6, 30.2, 26.6,
26.5, 26.2,21.8,19.8,17.3, 16.9, 13.7 ppm.

HR-MS calculated for C1gH34N,0,S: 365.2166, found 366.2186 (M + H)".
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N-[(E)-2-Cyclohexyl-1-[(2R,6S5)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl]ethylidene]-1-[(1R)-7,7-dimethyl-

2-oxobicyclo[2.2.1]heptan-1-yllmethanesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 40:60) afforded the desired
product as a white solid (0.11 g, 48% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 4.9 (br, 1H), 4.2 (br, 1H), 3.65(t, J = 15.6, 1H), 3.343 — 3.22 (m,
1H), 2.98 (t, 1H), 2.78 = 2.68 (m, 1H), 2.49 — 2.31 (m, 2H), 2.08 — 1.07 (m, 31H), 0.865 (s, 3H)
ppm.
13C NMR (400 MHz, CDCl5) § 215.8, 166.6, 58.6, 51.6, 48.9, 48.1, 47.2, 42.9, 42.6, 37.9, 37.4,
37.2,33.5,32.7,30.6, 30.2, 27.1, 26.6, 26.1, 24.4, 21.8, 20.2, 19.9, 19.7, 16.9, 13.7 ppm.

HR-MS calculated for CpsH4,N,05S: 450.2973, found 451.2989 (M + H)".
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N-[(E)-2-Cyclohexyl-1-[(2R,6S5)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl]ethylidene]-5-

[dimethylamino]naphthalene-1-sulfonamide
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Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 40:60) afforded the desired
product as a white solid (0.488 g, 88% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.52 (d, J = 8.7Hz, 1H), 8.43 (d, J = 8.5Hz, 1H), 8.28 (dd, J = 7.3,
1.2Hz), 7.47 (dd, J = 16.3, 7.5, 2H), 7.11 (d, J = 7.5Hz, 1H), 4.85 — 4.82 (m, 1H), 4.22 — 4.20 (m,
1H), 3.4 (dd, J = 13.8, 6.2 Hz, 1H), 2.47 — 2.86 (s, 6H), 2.49 (dd, J = 13.6, 8.4 Hz, 1H), 1.83 -
1.44 (m, 12H), 1.25-0.95 (m, 11H) ppm.
13C NMR (400 MHz, CDCl3) & 166.6, 151.2, 140.4, 130.1, 129.9, 128.7, 126.9, 126.3, 123.3,
121.4,49.1, 47.4,45.5, 38.01, 37.3, 33.4, 32.7, 30.5, 30.08, 26.6, 26.5, 26.1, 21.9, 20.1, 13.6

ppm.

HR-MS calculated for C,7H39N30,S: 469.2820, found 470.2836 (M + H)".
Ui
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IN31
N,2-Dicyclohexyl-N-isopropyl-N'-tosylacetimidamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 40:60) afforded the desired
product as a white solid (0.169 g, 80% yield, a mixture of two isomers (Z/E) with a 1:1 ratio.
'H NMR (600 MHz, CDCl3) 6 7.8 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.78 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.23 (d, J = 5.0 Hz,
1H), 7.22 (d, ) = 5.0 Hz, 1H), 4.14 — 4.09 (m,1H), 3.61 — 3.49 (m, 1H), 2.91 — 2.89 (m, 4H), 2.44
—2.38 (m, 8H), 1.87 - 0.74 (m, 54H) ppm.

B3¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 165.08, 142.16, 142.13, 141.3, 59.6, 57.6, 50.4, 49.3, 49.3, 39.1,

39.01, 37.5, 37.3, 32.8, 32.7, 31.4, 29.1, 26.67, 26.62, 26.6, 26.1, 25.9, 25.2, 21.5, 20.8, 20.2

ppm.
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HR-MS calculated for C4H3sN>0,S: 418.2728, found 441.2546 (M + Na)".
SIS
&
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2-Cyclohexyl-N-cyclopentyl-N-isopropyl-N'-tosylacetimidamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 40:60) afforded the desired
product as a white solid (0.064 g, 31% vyield, a mixture of two isomers (Z/E) with a ratio
1:2).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.8 — 7.74 (m, 2H), 7.24 — 7.2 (m, 2H), 4.19 — 4.08 (m, 1H), 3.59 —
3.32 (m, 1H), 2.93 (d, 2H), 2.38 (s, 3H), 2.21 —1.19 (m, 25H) ppm.

B3¢ NMR (400 MHz, CDCl3) & 165.5, 142.1, 141.989, 141.989, 141.4, 141.3, 129.06, 128.9,
126.1, 60.6, 56.8, 50.1, 49.5, 39.1, 38.8, 37.4, 37.3, 32.8, 32.7, 29.4, 29.1, 26.6, 26.1, 25.7,
243,215, 21.2,20.3 ppm.

HR-MS calculated for C3H36N>0,S: 404.2569, found 427.2369 (M + Na)".
N
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N-[2-Cyclohexyl-1-[(2R,55)-2,5-dimethylpyrrolidin-1-yl]ethylidene]-4-

methylbenzenesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 60:40) afforded the desired

product as a white solid (0.034 g, 18% yield).
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'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.8 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.21 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 4.2 — 4.13 (m, 2H),
3.27 (dd, J = 13.4, 5.4 Hz, 1H), 2.4 — 2.43 (m, 14H), 2.15 — 2.08 (m, 2H), 1.91 — 1.58 (m, 2H),
1.73-1.63 (m, 6H), 1.42 — 0.96 (m, 11H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl5) 6 164.8, 142.2, 141.3, 129.02, 126.08, 55.8, 55.7, 39.1, 37.8, 33.9,
32.7,31.4,30.9, 26.49, 26.42, 26.3, 21.8, 21.7, 21.5 ppm.

HR-MS calculated for Cy1H3,N,0,S: 376.2236, found 377.2257 (M + H)".
i@
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N-[1-(Azepan-1-yl)-2-cyclohexylethylidene]-4-methylbenzenesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 40:60) afforded the desired
product as a white solid (0.049 g, 24% yield, a mixture of two isomers (Z/E) with a ratio
1:2).

[somer E

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.79 (d, J = 8.2 Hz, 2H),7.21 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 3.60 (t, ) = 6.2 Hz,
2H), 3.53 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.88 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 2.38 (s, 3H), 1.96 — 1.05 (m, 19H) ppm.
[somer Z

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.81 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.39 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 3.60 (t, J = 6.2 Hz,
2H), 3.53 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.88 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 2.42 (s, 3H), 1.96 — 1.05 (m, 19H) ppm.

B3¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 167.1, 142.5, 141.5, 129.9, 129.1, 126.7, 126.1, 50.2, 50.03,
37.7,37.4,33.3,29.5, 27.2, 26.5, 26.2, 26.1, 21.6 ppm.

HR-MS calculated for Cy;1H3,N,0,S: 376.2247, found 377.2257 (M + H)".
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N-[1-(Azocan-1-yl)-2-cyclohexylethylidene]-4-methylbenzenesulfonamide

IN35

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 60:40) afforded the desired
product as a white solid (0.056 g, 28% vyield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.78 (d, J = 8.2 Hz, 2H),7.21 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 3.52 (t, ) = 6.2 Hz,
2H), 3.46 (t, ) = 5.7 Hz, 2H), 2.9 (d, ) = 7.5 Hz, 2H), 2.37 (s, 3H), 1.91 — 1.55 (m, 12H), 1.46 —
1.22 (m, 9H) ppm.
B3¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 166.8, 142.3, 141.4, 129.04, 126.07, 51.3, 50.01, 37.7, 37.6,
33.2, 26.96, 26.92, 26.5, 26.1, 25.9, 25.7, 23.7, 21.5 ppm.

HR-MS calculated for C,H34N>0,S: 390.2438, found 391.2414 (M + H)".
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2-Cyclohexyl-N-isopropyl-N-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-N'-tosylacetimidamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 60:40) afforded the desired
product as a white solid (0.128 g, 60% yield, a mixture of two isomers (Z/E) with a ratio 1:1).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.70 (dd, J = 20.5, 8.2 Hz, 4H),7.23 (m, 4H), 4.23 — 4.12 (m, 1H),
4.05 (dd, J= 11.6, 4.4 Hz, 2H), 3.94 — 3.78 (m, 3H), 3.59 — 3.45 (m, 1H), 3.42 — 3.24 (m, 5H),

3.03-2.76 (m, 5H), 2.38 (s, 6H), 2.02 — 1.05 (m, 41H) ppm.
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3C NMR (400 MHz, CDCl3) & 165.3, 165.1, 141.8, 141.6, 141.5, 141.4 ,129.1, 129.06, 126.2,
126.1, 67.9, 67.3, 56.5, 54.5, 50.4, 49.4, 38.8, 38.6, 37.6, 37.3, 32.8, 32.7, 31.04, 29.5, 26.5,
26.03, 25.9, 21.5, 20.9, 20.1 ppm.

HR-MS calculated for Cy3H3sN,0,S: 420.2360, found 443.2339 (M + Na)+.
O\)’T\TSJ\
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2-Cyclohexyl-N-isopropyl-N-(tetrahydro-2H-thiopyran-4-yl)-N'-tosylacetimidamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 60:40) afforded the desired
product as a yellow solid (0.445 g, 93% yield, a mixture of two isomers (Z/E) with a ratio 1:1).
'H NMR (400 MHz, CDCl;) 6 7.89 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.79 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.31 — 7.22(m,
4H), 4.16 — 4.13 (m, 1H), 3.62 — 3.42 (m, 2H), 3.06 — 2.51 (m, 14H), 2.32 (s, 6H), 2.09 — 1.04
(m, 41H) ppm.
3¢ NMR (400 MHz, CDCl5) &6 164.9, 141.8, 141.5, 141.5, 129.7, 129.1, 129,09, 126.5, 126.4,
126.1, 59.04, 56.8, 50.4, 49.8, 38.8, 38.5, 37.6, 37.3, 32.8, 32.7, 31.08, 29.5, 28.9, 26.6, 26.5,
26.06, 26.01, 21.5, 20.8, 20.3 ppm.

HR-MS calculated for Cy3H36N,0,S,: 436.2289, found 459.2110 (M + Na)".
O\)’T\TSJ\
N
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N-Cycloheptyl-2-cyclohexyl-N-isopropyl-N'-tosylacetimidamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 60:40) afforded the desired product

as a white solid (0.139 g, 64% yield, a mixture of two isomers (Z/E) with a ratio 1:2).

[somer E

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.78 (d, ) = 8.2 Hz, 2H), 7.23 (d, J= 8.2, 2H), 4.18 — 4.07 (m, 1H),
3.17 = 3.03 (m, 1H), 2.88 (d, J = 7.4Hz, 2H), 2.37 (s, 3H), 2.35 - 2.19 (m, 2H) 1.94 — 0.94 (m,
29H) ppm.

[somer Z

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.78 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.23 (d, J= 8.2, 2H), 3.82 — 3.62 (m, 1H),
3.5-3.37 (m, 1H), 2.88 (d, J = 7.4Hz, 2H), 2.36 (s, 3H), 2.35 = 2.19 (m, 1H) 1.94 — 0.94 (m,
29H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCls) & 164.4, 164.1, 142.1, 141.2, 128.9, 128.8, 126.1, 126.09, 61.5,
58.6, 50.2, 50.06, 38.8, 38.5, 37.5, 37.3, 33.1, 32.9, 32.7, 32.2, 28.2, 27.2, 26.7, 26.6, 26.5,
26.06, 25.4, 21.5, 20.9, 20.5 ppm.

HR-MS calculated for CysHaoN>0,S: 422.2718, found 455.2703 (M + Na)".
O\)’T\TSJ\
N
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2-Cyclohexyl-N-cyclooctyl-N-isopropyl-N'-tosylacetimidamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 60:40) afforded the desired

product as a white solid (0.191 g, 85% yield, a mixture of two isomers (Z/E) with a ratio 1:2).
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Isomer E

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.78 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.22 (d, J= 8.2, 2H), 4.18 — 4.07 (m, 1H),
3.29 —3.17 (m, 1H), 2.88 (d, J = 7.4Hz, 2H), 2.38 (s, 3H), 2.35 — 2.19 (m, 1H) 1.94 — 0.94 (m,
30H) ppm.

Isomer Z

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7.78 (d, ) = 8.3 Hz, 2H), 7.23 (d, J= 8.2, 2H), 3.99 — 3.87 (m, 1H),
3.5 - 3.33 (m, 1H), 2.88 (d, J = 7.4Hz, 2H), 2.36 (s, 3H), 2.35 — 2.19 (m, 1H) 1.94 — 0.94 (m,
29H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl3) 6 164.2, 1643.7, 142.1, 141.2, 128.9, 128.8, 126.1, 126.06, 59.8,
57.4, 50.1, 50.06, 38.89, 38.3, 37.54, 37.3, 32.9, 32.7, 32.6, 32.5, 26.6, 26.55, 26.52, 26.3,

26.03, 25.9, 25.8, 24.9, 21.4, 21.1, 20.6 ppm.

HR-MS calculated for Cy6H42N,0,S: 446.3178, found 485.2599 (M + K)".
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[E]-N-[tert-Butyl]-1-[2-cyclohexyl-1-(tosylimino)ethyl]decahydroquinoline-2-carboxamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 80:20) afforded the desired

product as a white solid (0.034 g, 18% yield).
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'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.76 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 5.9 (s, 1H), 5.06 (t,
J = 5.7 Hz, 1H), 3.75 - 3.59 (m, 1H), 3.29 (t, J = 11.9 Hz, 1H), 3.07 (dd, J = 13.4, 6.7 Hz, 1H), 2.8
(dd, J = 13.6, 8.3 Hz, 1H), 2.38 (s, 3H), 2.23 — 2.16 (m, 1H), 1.9 — 1.17 (m, 31H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl) 6 169.17, 167.8, 142.05, 141.62, 129.2, 126.2, 56.06, 51.3, 46.6,
37.8,37.1,34.9,33.2, 32.9, 31.6, 28.9, 28.7, 28.6, 27.8, 26.4, 26.04, 24.3, 22.5, 21.5 ppm.

HR-MS calculated for CogHasN305S: 538.3058, found 538.3074 (M + Na)".

Cl
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2-Chloro-N-[(E)-2-cyclohexyl-1-[(2R,6S5)-2,6-dimethylpiperidin-1-

yllethylidene]benzenesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 60:40) afforded the desired
product as a white solid (0.16 g, 65% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 8.19 — 8.17 (dd, J = 8.5Hz, 2H), 7.44 — 7.31 (m, 2H), 4.92 — 4.88
(m, 1H), 4.27 — 4.23 (m, 1H), 3.54 (dd, J = 14.7, 6.4 Hz, 1H), 2.46 (dd, J = 13.9, 8.3 Hz, 1H),
1.85-1.05 (m, 23H) ppm.
B3¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 167.4, 132.07, 131.8, 131.3, 129.1, 126.7, 49.1, 47.5, 38.3, 37.1,
33.4, 32.9, 30.6, 30.1, 26.6, 26.5, 26.2, 21.9, 20.06, 13.6 ppm.

HR-MS calculated for Cy;H31CIN,0,S: 433.1700, found 433.1687 (M + Na)".
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4-Chloro-N-[(E)-2-cyclohexyl-1-[(2R,65)-2,6-dimethylpiperidin-1-

yl]ethylidene]benzenesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 60:40) afforded the desired

product as a yellow solid (0.158 g, 77% yield).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.85 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.38 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 4.88 — 4.8 (m,
1H), 4.23 — 4.21 (m, 1H), 3.38 — 3.33 (dd, J = 14.7, 6.4 Hz, 1H), 2.47 — 2.41 (dd, J = 13.9, 8.3
Hz, 1H), 1.85 —1.05 (m, 23H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl;) 6 166.8, 143.7, 137.1, 128.6, 127.4, 49.2, 47.6, 38.1, 37.3, 33.5,
32.7,30.5, 30.05, 26.5, 26.4, 26.1, 21.9, 19.8, 13.6 ppm.

HR-MS calculated for Cy;H31CIN,0,S: 411.1883, found 411.1868 (M + H)".

r ’
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N

IN43

3-Chloro-N-[(E)-2-cyclohexyl-1-[(2R,6S)-2,6-dimethylpiperidin-1-

yl]ethylidene]benzenesulfonamide
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Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 60:40) afforded the desired

product as yellow oil (0.172 g, 83% vyield).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 7.92 (br, 1H), 7.8 (d, ) = 7.6 Hz, 1H), 7.43 — 7.4 (m, 1H), 7.38 (t, ] =
7.9 Hz, 1H), 4.88 — 4.84 (m, 1H), 4.25 — 4.22 (m, 1H), 3.36 (dd, J = 14.7, 6.4 Hz, 1H), 2.46 (dd,
J=13.9, 8.3 Hz, 1H), 1.88 — 1.08 (m, 23H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl5) 6 166.9, 146.8, 134.4, 131.1, 129.4, 126.4, 124.1, 49.2, 47.7, 38.1,
33.5,32.7,30.5, 30.08, 26.5, 26.5, 26.1, 21.9, 19.9, 13.6 ppm.

HR-MS calculated for C;H3;CIN,0,S: 449.1418, found 449.1426 (M + K)™.

OMe

IN44

0,S.

N-[(E)-2-Cyclohexyl-1-[(2R,6S5)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl]ethylidene]-4-

methoxybenzenesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 50:50) afforded the desired

product as a yellow solid (0.12 g, 59% vyield).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 7.86 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.9 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.85 (br, 1H), 4.22
—4.21 (m, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.39 (dd, J = 14.7, 6.4 Hz, 1H), 2.44 (dd, J = 13.9, 8.3 Hz, 1H), 1.87
—1.08 (m, 23H) ppm.

B¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 166.55, 146.65, 137.59, 127.96, 113.59, 55.58, 49.04, 47.45,

38.11, 37.15, 33.54, 32.77, 30.58, 30.13, 26.63, 26.55, 26.22, 21.95, 19.90, 13.73 ppm.
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HR-MS calculated for Cp;H34N,05S: 429.2193, found 429.2182 (M + Na)".

i-Pr

0,S.

IN45

N-[(E)-2-Cyclohexyl-1-[(2R,6S5)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl]ethylidene]-4-

isopropylbenzenesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 50:50) afforded the desired

product as yellow oil (0.094 g, 45% vyield).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.84 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.27 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 4.93 — 4.89 (m,
1H), 4.24 — 4.21 (m, 1H), 3.4 (dd, J = 14.7, 6.4 Hz, 1H), 2.97 — 2.9 (m, 1H), 2.44 (dd, J = 13.9,
8.3 Hz, 1H), 1.87 — 1.03 (m, 28H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl3) & 166.7, 152.2, 142.6, 126.5, 126.1, 49.07, 47.4, 38.05, 37.2, 34.2,
33.5,32.7,30.5, 30.1, 26.6, 26.5, 26.1, 23.9, 21.9, 19.9, 13.6 ppm.

HR-MS calculated for Cy4H3gN,0,S: 419.2729, found 419.2727 (M + H)".

OMe
0,5-,
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IN46

2-cyclohexyl-N-cyclopentyl-N-isopropyl-N'-[(4-methoxyphenyl)sulfonyl]acetimidamide
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Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 50:50) afforded the desired
product as yellow oil (0.031 g, 15% vyield, a mixture of isomers).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8.06 — 7.76 (m, 2H), 7.07 — 6.86 (m, 2H), 4.24 — 4.05 (m, 1H), 3.92
—3.80 (m, 3H), 3.63 - 3.29(m, 1H), 2.93 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 2.29 - 1.03 (m, 25H) ppm.
3¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 165.3, 164.104, 164.103, 161.6, 137.3, 137.1, 130.8, 130.8,
128.09, 114.17, 113.5, 113.5, 60.67, 56.8, 55.6, 55.5, 55.5, 50.1, 49.5, 39.06, 38.8, 37.4, 37.3,
32.8,32.7,29.4,29.1, 26.6, 26.1, 25.8, 24.3, 21.2, 20.4 ppm.

HR-MS calculated C,3H3¢N,05S: 420.2465, found 459.2078 (M + K)".

OMe

IN47

N-[1-(azocan-1-yl)-2-cyclohexylethylidene]-4-methoxybenzenesulfonamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 40:60) afforded the desired
product as yellow oil (0.06 g, 30 % yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.84 (d, J = 8.9 Hz, 2H),6.9 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 3.86 (s, 3H), 3.52 (t,
J=6.2 Hz, 2H), 3.46 (t, ) = 5.7 Hz, 2H), 2.9 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 2.04 —1.05 (m, 21H) ppm.
3¢ NMR (400 MHz, CDCl5) 6 166.7, 161.6, 137.3, 127.9, 113.5, 55.5, 51.3, 49.9, 37.6, 37.5,
33.2, 26.9, 26.8, 26.5, 26.1, 25.9, 25.7, 23.7 ppm.

HR-MS calculated C,,H34N,05S: 406.2305, found 459.2078 (M + K)".
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(E)-2-cyclohexyl-N-isopropyl-N'-((4-methoxyphenyl)sulfonyl)-N-(tetrahydro-2H-pyran-4-
yl)acetimidamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 40:60) afforded the desired
product as yellow oil (0.076 g, 35% vyield, a mixture of tow isomers (Z/E) with a ratio of (1:1)).
'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 7.86 (dd, J = 21.6, 9.0 Hz, 4H),7.23 (dd, J = 8.8, 6.6 Hz, 4H), 4.23 —
4.12 (m, 1H), 4.05 (dd, J= 11.6, 4.5 Hz, 2H), 3.95 — 3.77 (m, 9H), 3.45 — 3.35 (td, J = 11.9, 1.5,
2 H), 3.35-3.23 (td, J = 12.3, 1.6, 3 H), 3.02 - 2.08 (m, 5H), 2.01 — 1.5 (m, 19H), 1.34 - 1.1
(m, 22H) ppm.
3¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 165.08, 161.79, 161.71, 136.9, 136.7, 128.2, 128.1, 113.69,
113.61, 67.9, 67.3, 56.5, 55.59, 54.53, 49.4, 38.5, 37.6, 37.4, 32.9, 32.8, 31.1, 29.5, 26.6, 26.6,
26.08, 26.04, 21.01, 20.2 ppm.

HR-MS calculated Co3H3N,04S: 436.24, found 475.2027 (M + K)*.

OMe
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(E)-2-cyclohexyl-N-isopropyl-N'-((4-methoxyphenyl)sulfonyl)-N-(tetrahydro-2H-thiopyran-
4-yl)acetimidamide

Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 40:60) afforded the desired product
as yellow oil (0.072 g, 32% yield, a mixture of tow isomers (Z/E) with a ratio of (1:1)).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.96 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.85 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.95 (dd, J = 10.7,
8.8 Hz, 2H), 4.23 - 4.1 (m, 1H), 3.87 (s, 3H), 3.86 (s, 3H), 3.61 — 3.51 (m, 2H), 3.12 — 2.51 (m,
14H), 2.13-1.04 (m, 41H) ppm.

3¢ NMR (400 MHz, CDCl5) 6 164.7, 161.7, 161.6, 136.9, 136.6, 128.4, 128.1, 113.6, 113.6,
59.02, 56.8, 55.65, 55.63, 55.5, 50.3, 49.838, 49.837, 38.8, 38.5, 37.648, 37.647, 37.3,
32.933,32.932, 32.8, 32.7, 31.09, 29.6, 29.001, 26.66, 26.60, 26.08, 26.04 ppm.

HR-MS calculated C,3H36N,05S,: 452.2223, found 453.2240 (M + H)".

¢
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N-cycloheptyl-2-cyclohexyl-N-isopropyl-N'-((4-methoxyphenyl)sulfonyl)acetimidamide
Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 40:60) afforded the desired product

as yellow Solid (0.138 g, 60% yield, a mixture of two isomers (Z/E) with a ratio 1:2).

Isomer E
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.78 (dd, J = 8.9, 3.0 Hz, 2H), 6.96 — 6.86 (m, 2H), 4.18 — 4.07 (m,
1H), 3.84 (s, 3H), 3.17 —3.03 (m, 1H), 2.89 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 2.45 - 2.23 (m, 1H) 1.94 - 0.94

(m, 28H) ppm.
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Isomer Z

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.78 (dd, J = 8.9, 3.0 Hz, 2H), 6.96 — 6.86 (m, 2H), 3.81 (s, 3H),
3.82 —3.69 (m, 1H), 3.5-3.37 (m, 1H), 2.88 (d, J = 7.4Hz, 2H), 2.35 - 2.19 (m, 1H) 1.94 — 0.94
(m, 29H) ppm.

B3¢ NMR (400 MHz, CDCl5) 6 164.3, 164.05, 161.6, 161.5, 137.4, 128.1, 128.06, 113.5, 113.4,
61.6, 58.6, 55.63, 55.5, 50.2, 55.08, 38.8, 38.5, 37.6, 37.3, 33.2, 33.003, 32.8, 32.3, 28.3, 27.3,
26.8, 26.7, 26.6, 26.1, 25.4, 21.04, 20.6 ppm.

HR-MS calculated CosHaoN,05S: 448.2822, found 449.2832 (M + H)".

OMe

IN51
(E)-2-cyclohexyl-N-cyclooctyl-N-isopropyl-N'-((4-methoxyphenyl)sulfonyl)acetimidamide
Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 40:60) afforded the desired product
as yellow oil (0.104 g, 54% yield, a mixture of two isomers (Z/E) with a ratio 1:2.5).

[somer E

'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 7.86 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.91 (d, J= 8.9, 2H), 4.18 — 4.03 (m, 1H),
3.84 (s, 3H), 3.29-3.17 (m, 1H), 2.89 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 2.35 —1.08 (m, 30H) ppm.

[somer Z

'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 7.86 (d, J = 8.9 Hz, 2H), 6.91 (d, J= 8.9, 2H), 3.97 — 3.97 (m, 1H),

3.83 (s, 3H), 3.47 —3.34 (m, 1H), 2.89 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 22.35 — 1.08 (m, 30H) ppm.
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3C NMR (400 MHz, CDCl3) § 164.2, 163.7, 161.5, 161.54, 137.4, 128.1, 128.07, 113.5, 113.47,
59.9, 57.45, 57.44, 55.6, 55.5, 50.5, 50.1, 39.03, 38.4, 37.5, 37.4, 33.002, 32.8, 32.7, 32.6,
26.7, 26.69, 26.63, 26.4, 26.1, 26.06, 25.9, 25.06, 21.2, 20.08 ppm.

HR-MS calculated CpH4,N,05S: 462.2921, found 463.2989 (M + H)™.

O

X
OMe N~ "CF
e

N-[(E)-2-Cyclohexyl-1-[(2R,6S5)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl]ethylidene]-4-methoxy-3-[4-
[2,2,2-trifluoroacetyl]piperazin-1-yl]benzenesulfonamide
Purification by column chromatography (Pentane/Et,0 55:45) afforded the desired

product as yellow oil (0.13 g, 43% yield).

'H NMR (400 MHz, CDCls), § 7.62 (dd, J = 8.7, 2.4 Hz, 1H), 7.45 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 6.88 (d, J =
8.7 Hz, 1H), 6.23 (s, 1H), 4.85 (br, 1H), 4.21 (br, 1H), 3.91 — 3.79 (m, 7H), 3.35 (dd, J = 13.7,
6.1 Hz, 1H), 3.15 - 3.07 (m, 4H), 2.42 (dd, J = 13.7, 8.3 Hz, 1H), 1.84 — 1.07 (m, 23H) ppm.

3¢ NMR (400 MHz, CDCl5) 6 166.7, 162.2, 154.3, 140.1, 137.8, 122.03, 116.7, 110.6, 65.8,
55.9, 50.3, 49.09, 47.4, 46.7, 43.4, 38.08, 37.2, 33.7, 32.7, 30.5, 30.1, 26.5, 26.5, 26.1, 21.9,

20.008, 13.6 ppm.
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N-[(E)-2-Cyclohexyl-1-[(2R,6S)-2,6-dimethylpiperidin-1-yl]ethylidene]-4-methoxy-3-

[piperazin-1-yl]lbenzenesulfonamide

To a solution of KOH (0.1 mmol) in MeOH (2 ml), the compound 38 (0.06 g, 0.1 mmol)
was added. The reaction stirred for 1 night at room temperature, then the solvent was
removed and the crude was purified by flash column chromatograph to give the desired

compound IN 19 as a withe solid (0.027 g, 57% vyield).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 7.61 (dd, J = 8.5, 2.3 Hz, 1H), 7.45 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.88 (d, J =
8.7 Hz, 1H), 4.87 (br, 1H), 4.51 (br, 2H), 4.21 (br, 1H), 3.88 (s, 3H), 3.35 (dd, J = 13.7, 6.1 Hz,
1H), 3.21 (br, 7H), 2.42 (dd, J = 13.7, 8.3 Hz, 1H), 1.84 — 1.48 (m, 12H), 1.34 — 1.03 (m, 11H)
ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl3) 6 166.54, 154.31, 140.38, 137.73, 121.76, 116.62, 110.57, 55.93,
49.74, 49.09, 47.52, 45.72, 38.11, 37.19, 33.53, 32.76, 30.56, 30.12, 26.61, 26.54, 26.20,
21.97, 20.06, 13.72 ppm.

HR-MS calculated for Cy6H42N405S: 491.3021, found 491.3015 (M + H)".
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5.2. Preparation of sulfonylguanidine

5.2.1. Preparation of IN16

IN16
(2R, 6S,E)-N-cyclohexyl-2,6-dimethyl-N'-tosylpiperidine-1-carboximidamide

To a solution of cis-2,6-Dimethylpiperidine (22) (0.552 g, 4.00 mmol) in CH3CN
(2.4 ml) was added dropwise to a stirred solution of cyclohexyl isothiocyanate (42) (0.62 mg,
4.4 mmol) in CH3CN (8 ml, anhydrous puresolve™) under cooling in an ice-bath to keep the
reaction temperature below 10 °C. The ice-bath was removed and stirring was continued at
room temperature for 2 h to furnish a yellow-colored solution of the intermediate. The
nitrogen flow was stopped (to prevent evaporation of volatile CHsl in the subsequent
reaction), a CHsl (0.496 ml, 8.0 mmol) was added in one portion. Stirring was continued at
room temperature for 18 h after which TLC (Hexane/EtOAc 50:50) showed full conversion of
42 into 43. The solvent and excess CHsl were removed in vacuo and CHsCN (10 ml) was
added in order to dissolve the resulting dark-yellow solid. KHCO; (0.56 g, 5.6 mmol) and p-
Toluenesulfonamide (0.719 g, 4.2 mmol) were added successively and the resulting mixture
was stirred at reflux temperature for 4 h. After cooling to room temperature, 20 ml of NaOH
(2N) was added and the mixture was extracted with EtOAc (3 x 20 ml). The combined organic
layers were washed with brine (20 ml), dried with Na,SO4, and evaporated in vacuo to give
pale brown oil. The crude was purified by flash chromatography to furnish the desired

compound IN16 as a white solid (0.175 g, 10% yield).
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'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.78 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.22(d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.78 (br, 1H), 3.78

(br, 2H), 3.46 (br, 1H), 2.38 (s, 3H), 1.82 = 1.11 (m, 22H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl3) § 161.25, 141.67, 141.27, 129.01, 126.12, 54.34, 51.75, 33.72,

31.22,30.91, 25.27, 24.97, 21.43, 20.71, 16.9 ppm.
HR-MS calculated for Cy;1H33N30,S: 392.2343, found 392.236 (M + H)".

5.2.2. Preparation of IN20

NO,
G
H

45
N-Cyclohexyl-4-nitrobenzenesulfonamide

To a solution of p-nitrosulphonyl chloride (2.216 g, 10 mmol) in CH,Cl, (50 ml) was
added cyclohexylamine (44) (1.14 ml, 10 mmol) and triethylamine (2.78 ml, 20 mmol). The
resulting solution was stirred for 1hour at room temperature, and was then quenched with
water (20 ml). The mixture was extracted with CH,Cl, (2 x 10 ml), dried over Na,SO,, filtered

and concentrated to give the crude sulfonamide as a white solid (2.576 g, 90% yield).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) § 8.37 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 8.07 (d, ) = 8.9 Hz, 2H), 4.87 (d, J = 7.8 Hz,

1H), 3.22 = 3.17 (m, 1H), 1.77 = 1.61 (m, 4H), 1.55 — 1.51 (m, 1H), 1.27 — 1.09 (m, 5H) ppm.

13C NMR (400 MHz, CDCl;) & 150.05, 147.6, 128.25, 124.5, 53.26, 34.11, 25.10, 24.72 ppm.
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N-Cyclohexyl-N-[4-(isopropylamino)butyl]-4-nitrobenzenesulfonamide

1* step

To a solution of 45 (2 g, 7mmol) in dry DMF (10 ml), was added NaH (60 % oil
suspension, 1.2 eq.) in three portions at 0 °C under a nitrogen atmosphere. The reaction
mixture was stirred for 1 h at the same temperature. 1,4-Diiodobutane (4 eq.) was then
added at 0 °C, and the mixture was stirred for 24 h. After completion of the reaction as
monitored by TLC, the reaction mixture was quenched with water (100 ml). The mixture was
extracted with AcOEt (3 x 70 ml).The combined organic layer was washed with brine (100 ml)
and dried with anhydrous Na,S0,4. The solvent was evaporated under reduced pressure. The
crude was purified by flash chromatography to furnish the desired primary halide N-

Cyclohexyl-N-(4-iodobutyl)-4-nitrobenzenesulfonamide as a white solid (2.88 g, 88% vyield).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8.32 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.98(d, J = 8.8 Hz, 2H), 4.10 — 3.52 (m,
3H), 3.2 -3.16 (m, 2H), 1.83 = 1.71 (m, 6H), 1.61 — 1.54 (m, 3H), 1.4 — 1.19 (m, 4H), 1.07 -

0.96 (m, 1H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl) 6 149.79, 147.53, 127.99, 124.39, 58.59, 44.43, 43.54, 31.95,

29.76, 29.17, 26.06, 25.19 ppm.

2" step
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To the primary halide (1.9, 4 mmol) dissolved in CH3CN (16 ml) was added isopropyl
amine (4 eq). The mixture was stirred for 3h at room temperature. The solvent was
evaporated under reduced pressure to afford the desired compound 46 (2.36 g, 100%).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8.35 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 8.04 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 3.61 —3.56 (m,
2H), 3.25-3.21 (t, ) = 7.8 Hz, 2H), 3.1 —3.06 (t, J = 7.8 Hz, 2H), 2.11 — 2.03 (m, 2H), 1.84 —
1.72 (m, 4H), 1.61 — 1.48 (m, 9H), 1.4 — 1.17 (m, 5H), 1.07 — 1.01 (m, 1H) ppm.

B3¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 149.79, 147.53, 127.99, 124.39, 58.59, 44.43, 43.54, 31.95,

29.76, 29.17, 26.06, 25.19 ppm.

L

NH 9y
K/\/Nj/
47

N'-Cyclohexyl-N*-isopropylbutane-1,4-diamine

To a solution of 46 (1.191 g, 3 mmol), K,COs (3 eq) in acetonitrile (16 ml) thiophenol
(1.2 eq) was added. The reaction mixture was vigorously stirred for 2 h, after which the
solvent was evaporated under reduced pressure. The crude product was dissolved in diethyl
ether (40 ml), and extracted with 1 M HCI (2 x 15 ml). The combined aqueous layer was
basified with 1 M NaOH followed by extraction with Et,0 (3 x 15 ml). The combined organic
layer was dried over Na,SO,, concentrated under reduced pressure to give pale yellow oil
(0.464 g, 73% yield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 2.79 — 2.75 (m, 1H), 2.63 — 2.57 (m, 4H), 2.43 - 2.34 (tt, ) = 10.4,
3.8 Hz, 1H), 1.88 — 1.83 (m, 2H), 1.73 - 1.69 (m, 2H), 1.62 — 1.48 (m, 6H), 1.29 — 1.02 (m, 12H)
ppm.
13C NMR (400 MHz, CDCl3) 6 56.99, 48.85,47.51, 46.97, 33.79, 28.57, 28.49, 26.34, 25.26,

23.11 ppm.
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Préparation of tosylcarbonimidic dichloride

KOH (45%), 1, 1 h SO,Cl, CHCly
s MeS™ "SMe soec. 121 cI” “cl
2)CHsl, rt, 2 h ,
59% 80% 48

1% step

To a magnetically stirred solution of p-toluenesulfonamide (2.05 g, 12 mmol) in DMF
(12 ml) was added CS, (1.15 eq). KOH (2.24 ml of a 45% aqueous solution) was slowly added
while keeping the temperature < 15 °C. The resulting red solution was stirred for 1 hour and
CHsl was slowly added (2 eq) to give a yellow solution which was stirred for 2 hours. Water
(60 ml) was added and the resulting precipitate was collected by filtration, washed with
pentane to give dimethyl tosylcarbonimidodithioate (1.975 g, 59% vyield).
2" step

A solution of dimethyl tosylcarbonimidodithioate (1.1 g, 4 mmol) and CHsCl (2.66
ml) is heated to 60°C, sulphurylchloride (8 eq) are added dropwise at this temperature. The
mixture is subsequently stirred at 60°C for 1 hour until the evolution of gas has ended. It’s
then concentrated and the residue is triturated with Et,0, filtred off and drided to give 48

(0.803 g, 80% yield).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 7.85 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.37 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 2.46 (s, 3H) ppm.
Ts
S
NS
)

IN20
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N-(1-Cyclohexyl-3-isopropyl-1,3-diazepan-2-ylidene)-4-methylbenzenesulfonamide

In a round-bottom flask were placed (0.359 g, 1.7 mmol) of N-cyclohexyl-N*-
isopropylbutane-1,4-diamine 47 (0.473 ml, 3.4 mmol) of Et3sN, and 12 ml of dry CH,Cl,. The
resulting solution was cooled to 0 'C and then it was treated slowly with a solution of (0.213
g, 0.85 mmol) of tosylcarbonimidic dichloride (48) in 4 ml of CH,Cl,. The reaction mixture
was stirred for 2 h at 0 C” and for 18 h at room temperature, before the addition of 15 ml of
HCI (1 M) The organic layer was washed with 15 ml of brine, dried, and concentrated. The
product was purified by flash chromatography (Pentane/EtOAc, 7:3) yielding a white solid
(0.014 g, 6% vyield).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.81 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.81 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 4.42 — 4.36 (m,
1H), 3.75 = 3.69 (m, 1H), 3.2 (br, 4H), 2.37 (s, 3H), 1.89 — 1.52 (m, 9H), 1.37 — 1.21 (m, 8H),
1.13-0.95 (m, 3H) ppm.
3¢ NMR (400 MHz, CDCl3) 6 160.83, 142.8, 139.7, 127.9, 124.6, 59.2, 51.1, 44.8, 43.9, 30.7,
25.6, 25.5, 24.8, 24.7, 20.4 ppm.

HR-MS calculated for C;H33N30,S: 392.2371, found 392.2366 (M + H)".

5.3. IN52-conjugated affinity matrix

BzO

}

50

Hex-5-yn-1-yl benzoate

To a solution of 5-hexyn-1-ol (1.11 ml, 10 mmol) in DCM (25 ml) was added 4-
Dimethylaminopyridine (0.061 mg, 0.5 mmol) and EtsN (1.66 ml, 12.0 mmol). The solution

was cooled down to 0 °C and benzoyl chloride (1.38 ml, 12 mmol) was added dropwise. The
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resulting solution was stirred at room temperature during 90 min, filtrated trough a short
pad of silica and evaporated in vacuo. The residue was purified by flash chromatography
using (Pentane/Et,0 97:3) to give the desired compound 50 as a colorless oil (1.3 g, 64%

yield).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 8.05 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.56 (tt, J = 6.7, 1.3 Hz, 1H), 7.43 (t, J =
7.7 Hz, 2H), 4.35 (t, ) = 6.4 Hz, 2H), 2.28 (td, J = 7.0, 2.6 Hz, 2H), 1.98—1.86 (m, 3H), 1.75—

1.65 (m, 2H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl5) & 166.75, 133.03, 130.45, 129.65, 128.48, 84.02, 68.92, 64.58,

27.91, 25.2, 18.28 ppm.

(E)-6-[(2R,6S5)-2,6-Dimethylpiperidin-1-yl]-6-(tosylimino)hexyl benzoate

To a stirred mixture of alkyne (50) (0.202 g, 5 mmol), azide (0.197 g, 6 mmol), and Cul
(0.094 g, 0.5 mmol) in THF (10 ml) was slowly added amine nucleophile (0.113 g, 6 mmol) at
room temperature under an N, atmosphere. After the reaction was completed, which was
monitored with TLC, the reaction mixture was diluted by adding CH,Cl, (2 ml) and aqueous
NH4Cl solution (3 ml). The mixture was stirred for an additional 30 min and two layers were
separated. After the aqueous layer was extracted with CH,Cl, (3 ml x 3), the combined
organic layers were dried over Mg,SQ,, filtered, and concentrated in vacuo. The crude
residue was purified by flash column chromatograph with an appropriate eluting solvent

system. The desired compound 51 was obtained as white solid (2.09 g, 86% yield).
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'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.05 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.82 (d, J = 8.3, 2H), 7.56 (tt, ) = 6.7, 1.5
Hz, 1H), 7.43 (t, ) = 7.6 Hz, 2H), 7.23 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 4.84 (br, 1H), 4.35 (m, 2H), 4.09 (br,
1H), 3.41 — 3.31 (m, 1H), 2.55 — 2.39 (m, 4H), 1.98 — 1.47 (m, 12H), 1.31 (d, J = 7.1 Hz, 3H),

1.18 (d, J = 7.1 Hz, 3H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl5) 6 167.64, 166.79, 141.98, 141,69, 133.03, 130.50, 129.71, 129.18,
128.49, 126.16, 126.15, 64.84, 48.58, 47.23, 31.34, 31.10, 30.76, 29.93, 28.47, 27.75, 26.58,

22.03, 21.58, 19.75, 13.62 ppm.

NTs
HO\/\/\)j\j\J)
52

N-[(E)-1-[(2R,6S)-2,6-Dimethylpiperidin-1-yl]-6-hydroxyhexylidene]-4-

methylbenzenesulfonamide

To a solution of 51 (0.484 g, 2.5 mmol) in MeOH (15 ml) was added NaOH (25 mmol).
After the mixture had been stirred for 12h, the solvent was evaporated and the mixture was
extracted with Et,0. The organic layer was washed with brine, dried, and concentrated to
afford crude product, which was purified by flash chromatography to give 52 as colorless oil

(0.9 g, 94% yield).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.81 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.23(d, J = 8.1 Hz, 2H), 4.82 (br, 1H), 4.1
(br, 1H), 3.66 (t, 2H), 3.33 (m, 1H), 2.54 — 2.38 (m, 4H), 1.95 — 1.47 (m, 13H), 1.31 (d, J = 7.1

Hz, 3H), 1.18 (d, J = 7.1 Hz, 3H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl3) & 167.8, 141.94, 141.66, 129.16, 126.11, 62.61, 48.58, 47.21,
32.04, 31.41, 30.76, 29.91, 27.68, 26.2, 22.01, 21.57, 19.75, 13.6 ppm.
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53

Benzyl [3-[2-[2-(3-aminopropoxy)ethoxy]ethoxy]propyl]carbamate

Into a flask were added THF (100 ml), 4,7,10-trioxa-1,13-tridecanediamine (11 ml, 50
mmol), triethylamine (1.38 ml, 10 mmol), and MeOH (35 ml). The flask was maintained
under a nitrogen atmosphere, and cooled in an ice bath. Benzyl chloroformate (1.42 ml, 10
mmol) was dissolved in THF (50 ml) and added dropwise to the reaction mixture. The
reaction was allowed to warm to ambient temperature and stirred for 30 min. Volatiles were
removed under reduced pressure. The crude mixture was diluted with brine (100 ml) and
sodium carbonate (10% aqueous, 40 ml), extracted with ether (75 ml x 3), washed with brine
(50 ml), and dried with sodium sulfate. Volatiles were removed under reduced pressure, to
yield a mixture of monocarbamate and dicarbonate, which was purified by by silica column

chromatography to give 53 as yellow oil (0.759 g, 21% yield).

'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 7.35 — 7.28 (m, 5H), 5.54 (br, 1H), 5.08 (s, 2H), 3.65 — 3.46 (m,

12H), 3.33 -3.27 (m, 2H), 2.84 (t, ) = 6.7 Hz, 2H), 1.80 — 1.66 (m, 4H) ppm.

H/NHCbZ
[O NTs
O/\/O\/\/N\[]/O\/\/\)J\N
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(E)-6-[(2R,6S5)-2,6-Dimethylpiperidin-1-yl]-6-(tosylimino)hexyl(3-oxo-1-phenyl-2,8,11,14-

tetraoxa-4-azaheptadecan-17-yl)carbamate

A solution of 53 (0.095 g, 0.25 mmol) and EtsN (0.034 ml, 0.25 mmol) in dry CH,Cl, (3
ml) was added dropwise to a solution of 4-nitrophenyl chloroformate (0.071 g, 0.35 mmol) in
dry CH,Cl; (25 ml) at O °C. After stirring overnight at room temperature, the solution was
added dropwise to a solution of 52 (0.115 g, 0.32 mmol) and Et3N (0.034 ml, 0.25 mmol) in
dry CH,Cl; (2 ml) at 0 °C cover 1 hour. The stirring was continued for 20 hours at room
temperature. The solution was washed with 1M NaOH solution (3 x 20 ml), dried over
MgSO4, and concentrated to dryness. The residue was purified by silica column

chromatography to get the product as colorless oil (0.168 g, 88% vyield).

'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 8.13 (d, J = 9.1 Hz, 1.4H), 7.81 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.35 — 7.28 (m,
5H), 7.23 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.91 (d, J = 9.2, 1.4H), 5.47 (br, 1H), 5.32 (br, 1H), 5.08 (s, 2H),
4.8 (br, 1H), 4.03 (m, 3H), 3.65 — 3.46 (m, 12H), 3.34 — 3.24 (m, 5H), 2.51 — 2.36 (m, 4H),

1.94-1.16 (m, 27H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl3) & 167.75, 162.6, 157.07, 156.74, 141.83, 136.84, 129.22, 128.61,
128.24, 128.17, 126.27, 126.08, 115.79, 70.65, 70.29, 69.79, 69.57, 66.67, 64.67, 48.63,
47.30, 39.42, 39.1, 31.38, 31.1, 30.76, 29.91, 29.55, 29.47, 28.67, 27.81, 26.5, 22.01, 21.57,

19.75, 13.6 ppm.

HR-MS calculated for C3oHgoN4OoS: 760.41, found 783.40 (M + Na)®.
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(E)-6-[(2R,6S5)-2,6-Dimethylpiperidin-1-yl]-6-(tosylimino)hexyl [3-[2-[2-(3-

minopropoxy)ethoxy]ethoxy]propyl]carbamate

To a mixture of 54 (0.125 g, 0.15 mmol) and 10% Pd/C (0.207 g, 0.195 mmol)
was added MeOH (19.2 ml). The mixture was stirred under a hydrogen atmosphere (1atm) at
room temperature for 4 h. The reaction mixture was filtered through a pad of celite
and the filtrate was concentrated under reduced pressure to afford analytical pure a

pale brown oil (90 mg, 96% yield).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.81 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.23 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 4.81 (br, 1H), 4.03
(m, 3H), 3.65 — 3.46 (m, 11H), 3.34 — 3.24 (m, 3H), 2.95 — 2.81 (m, 5H), 2.51 — 2.36 (m, 4H),

1.95-1.16 (m, 22H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl3) §167.70, 157.21, 157.04, 141.83, 141.69, 129.22, 126.08, 70.60,
70.33, 70.25, 70.15, 70.14, 69.49, 64.56, 48.61, 47.23, 39.76, 38.9, 31.35, 31.08, 30.76,

29.91, 29.55, 29.67, 28.7, 27.81, 26.5, 22.01, 21.57, 19.75, 13.6 ppm.

LR-MS calculated for C31HssN405S: 626.37, found 627.37 (M + Na)".
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IN52—Affigel10

IN52-conjugated affinity matrix

A volume of 2 ml of packed Affigel-10 (Bio-Rad) was washed on a glass filter
with CH3CN and added to a solution of amine IN52 (25 mg, 40 umol) in CHsCN (1.6) and
triethylamine (40 pl). This suspension was gently rotated for 12 h at room
temperature. Ethanolamine (100 pL) was added and after 4 h, the resin was thoroughly

washed with water and ethanol, and conserved in CH3CN.

5.4. Préparation of caprolactams

5.4.1. Préparation of caprolactam 60

Me
56

2,2-Dimethyl-5-(4-methylbenzyl)-1,3-dioxane-4,6-dione

To formic acid 8 ml was added dropwise triethylamine 2 ml. Then, 4-
methylbenzaldehyde (1.2 g, 10 mmol) and Meldrum's acid (1.4 g, 10 mmol) were added
under ice-cooling, and the mixture was stirred at room temperature for 3 days. The reaction

mixture was poured into a mixture of ice 10 ml and 10 ml hydrochloric acid (1 M), and the
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precipitate was collected by filtration. The title compound 56 was obtained as a white

powder (1.02 g, 47% yield).

'H-NMR (400Mz, CDCl5) § 7.2 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.09 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 3.73 (t, J = 4.9 Hz,

1H), 3.44 (d, J = 5.0 Hz, 2H), 2.3 (s, 3H), 1.72 (s, 3H), 1.49 (s, 3H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl3) 6 165.2, 162.8, 136.5, 134.0, 129.4, 129.01, 106.05, 105.02, 47.9,

35.9, 31.4, 28.2, 27.3, 26.9, 20.8 ppm.

5-[2-(Bromomethyl)benzyl]-2,2-dimethyl-5-(4-methylbenzyl)-1,3-dioxane-4,6-dione

To a stirred solution of 56 (1.24 g, 5 mmol) in DMF (10 ml), K,CO3 (1.38 g, 2 mmol)
was added and the solution stirred during 30 min. 1,2-bis(bromomethyl)benzene (57)
(2.635 g, 2 mmol) was subsequently added and the reaction stirred at room
temperature for 2 days. The reaction was quenched with H,O (50 ml), and the aqueous
phase extracted with ethyl acetate (3 x 15 ml), washed with brine, dried and
concentrated. The residue was purified by silica column chromatography to get the product
58 as yellow solid (1.02 g, 47% vyield).
'H-NMR (400Mz, CDCl3) § 7.51 — 7.37 (m, 4H), 7.26 (br, 4H), 4.84 (s, 2H), 3.8 (s, 2H), 3.64 (m,

2H), 2.49 (s, 3H), 0.96 (s, 3H), 0.84 (s, 3H) ppm.
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3C NMR (400 MHz, CDCls) & 168.73, 137.75, 137.3, 134.02, 131.64, 131.45, 130.28, 129.6,

129.22, 128.55, 106.16, 59.38, 45.09, 40.52, 31.8, 28.88, 21.16 ppm.

>

o 0

0] 0]

O 2
Me 59
5-[2-[(Isopropylamino)methyl]benzyl]-2,2-dimethyl-5-(4-methylbenzyl)-1,3-dioxane-4,6-
dione

To a stirred solution of 58 (0.43 g, 1 mmol) in MeCN (10 ml), isopropylamine (0.342

ml, 4 mmol) was subsequently added and the reaction stirred at room temperature for
12 hours. The solvent was removed to give the desired compound 59 as brown oil (0.404 g,
98% yield).
'H NMR (400Mz, CDCl3) 6 7.5 — 7.28 (m, 8H), 3.8 (s, 2H), 3.64 (s, 2H), 3.56 (m, 2H), 2.75 (m, 1
H), 2.49 (s, 3H), 1.52 (d, J = 4.8, 6H), 0.96(s, 3H), 0.84 (s, 3H) ppm.
3C NMR (400 MHz, CDCl3) 6 168.73, 137.75, 137.3, 134.02, 131.64, 131.45, 130.28, 129.6,

129.22, 128.55, 106.16, 46.42, 45.13, 42.39, 37.47, 35.22, 27.02, 21.15, 21.01, 20.29 ppm.

o
—
Me O O
60
2-Isopropyl-4-(4-methylbenzyl)-1,2,4,5-tetrahydro-3H-benzo[c]azepin-3-one
The solution of 59 (0.169 g, 0.5 mmol) in of DMF (2.5 ml) was placed in an ampoule.

The ampoule was heated in Microwave at 230 'C. The thermolysis was continued for 25 min.

After cooling the ampoule to room temperature, the residue was dissolved in H,O (25 ml)
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extracted by AcOEt (3 x 15 ml), the organic layer was washed with brine dried over Mg,SQO,,

concentrated to afford the titled compound 60 as white solide (0.1 g, 65% yield).

'H-NMR (400Mz, CDCl3) & 7.17 — 7.01 (m, 8H), 4.98 — 4.93 (m, 1H), 4.87 (d, J = 16.7 Hz, 1H),
3.97(d, J = 16.7 Hz, 1H), 3.5 — 3.44 (m, 1H), 3.33 (dd, J = 14.1, 5.1 Hz, 1H), 3.03 — 2.87 (m,
2H), 2.66 (dd, J = 14.1, 8.5 Hz, 1H), 2.31 (s, 3H), 1.17 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.94 (d, J = 6.7 Hz, 3H)

3C NMR (400 MHz, CDCl5) & 174.36, 137.52, 137.29, 135.68, 135.56, 130.88, 129.34, 129.18,

128.39, 127.64, 126.003, 45.48, 44.78, 42.40, 37.57, 35.19, 27.04, 21.15, 21.02, 20.29 ppm.

5.4.2. Préparation of caprolactam 65

62

2,2-Dimethyl-5-(2-methylpropylidene)-1,3-dioxane-4,6-dione

A mixture of Meldrum’s acid (26) (1.4 g, 10 mmol) and isobutyraldehyde (61) (1 ml,
11 mmol) in water (20 ml) was stirred at 75 °C for 2 hours. After cooling to room
temperature the solid product was filtered on Buchner and dried under vacuum to furnish
the desired compound 62 (0.67 g, 34% yield).
'H-NMR (400Mz, CDCl3) 6 7.68 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 3.82 —3.73 (m, 1H), 1.73 (s, 6H), 1.15 (d, J

= 6.6 Hz, 6H) ppm.
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64

5-[1-[(2-Amino-4-chlorophenyl)thio]-2-methylpropyl]-2,2-dimethyl-1,3-dioxane-4,6-dione

According to Martin Eberle and al. %0 Crystalline piperidinium acetate (0.1 eq) was
added with stirring to a cooled solution of 62 (0.198 g, 1 mmol), 2-amino-4-
chlorobenzenethiol (63) (0.158 g, 1 mmol) in MeCN (2 ml). After 1 hour, the cooling bath was
removed and stirring was continued for 24 hours. The solvent was removed and the crude
product was purified by silica column chromatography to give the desired compound 64
(0.12 g, 33% yield).

'H-NMR (400Mz, CDCl3) 6 7.03 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.71 (d, ) = 2.2 Hz, 1H), 6.55 (dd, J = 8.2, 2.2
Hz, 1H), 4.5 (br, 2H), 3.43 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 2.03 -1.97 (m, 2H), 1.78 (d, J = 15.3 Hz, 6H), 0.96

(d, J =6.5Hz, 6H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCl3) & 166.06, 149.47, 137.9, 137.67, 118.35, 116.62, 114.78, 104.91,

44.25, 35.39, 28.64, 26.9, 25.97, 22.16 ppm.

0
NH

65

7-Chloro-2-isopropyl-2,3-dihydrobenzo[b][1,4]thiazepin-4(5H)-one
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The solution of 64 (0.12 g, 0.33 mmol) in of DMF (2 ml) was placed in an ampoule.
The ampoule was heated in microwave at 230 'C. The thermolysis was continued for 25 min.
After cooling the ampoule to room temperature, the residue was dissolved in H,O (25ml)
extracted by AcOEt (15 ml x 3), the organic layer was washed with brain, dried over MgSQ,,

concentrated to afford the titled compound 65 as brown oil (0.023 g, 28% vyield).

'H-NMR (400Mz, CDCl3) § 7.22 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.98 (dd, J = 8.2, 2.2 Hz, 1H), 6.92 (d, J =
8.2, 2.0 Hz, 1H), 4.5 (br, 2H), 3.46 (dd, J = 9.5, 6.4 Hz, 1H), 1.89 — 1.8 (m, 1), 1.74 — 1.68 (m,

1H), 1.52 - 1.46 (m, 1H), 1.42 —1.25 (m, 1H), 0.94 (dd, J = 24.1, 6.1 Hz, 6H) ppm.

3C NMR (400 MHz, CDCls) & 168.46, 137.67, 132.64, 129.27, 123.93, 117.12, 116.9, 40.65,

38.31, 25.25, 22.82, 21.52 ppm.
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Résumé

Avec le vieillissement de la population, il y a un besoin urgent d’améliorer le traitement de
'ostéoporose. Les prohibitines (PHBs) sont des protéines d’échafaudage qui contrélent de
nombreuses fonctions biologiques, notamment la production d’ostéoclastes responsables de la
résorption du tissu osseux.

Notre objectif a consisté a déterminer les requis structuraux de sulfonylamidines ligands des PHBs
pour leur action sur la différentiation des ostéoclastes.

Nous avons synthétisé une cinquantaine de sulfonylamidines, ce qui nous a permis de préciser les
relations structure-activités de ces composés et d’identifier des composés plus actifs que les
sulfonylamidines décrites dans la littérature. En plus de cette activité antiostéporotique, ces
nouveaux ligands seront utiles pour caractériser la signalisation des PHBs dans différents types
cellulaires.

Pour préparer ces composés, nous avons été amenés a développer des méthodologies de synthése
originale, notamment pour générer des caprolactames fonctionnalisés.

Mots-clés : chimie médicinale, prohibitines, ostéoporose, caprolactames.

Résumé en anglais

With the aging of the population, there is an urgent need to improve the treatment of osteoporosis.
Prohibitins (PHBs) are scaffold proteins that control many biological functions, including the
production of osteoclasts responsible for bone resorption.

Our goal was to determine the structural requirements of ligands PHBs belonging to the class of
sulfonylamidines for their action on the differentiation of osteoclasts.

We have synthesized about fifty sulfonylamidines, which allowed us to specify the structure-activity
relationships of these compounds and to identify more active compounds than the sulfonylamidines
described in the literature. In addition to this antiosteporotic activity, these novel ligands will be useful
for characterizing the signaling of PHBs in different cell types.

To prepare these compounds, we have been led to develop original synthesis methodologies, in
particular to generate functionalized caprolactams.

Keywords: medicinal chemistry, prohibitine, osteoporosis, caprolactams.




