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Introduction

Aujourd’hui encore le paludisme demeure I'une des maladies tropicales les plus mortelles
et importantes, malgré de réels progres marqués par une nette diminution de la morbidité et de
la mortalité ces derniéres années. Cependant, 1’émergence et le développement de résistances
aux insecticides et aux médicaments antipaludiques est une menace sérieuse pour les efforts
mondiaux de contrdle et d'élimination du paludisme. Il existe, par conséquent, un besoin urgent
de nouveaux médicaments a large potentiel thérapeutique et possédant de nouveaux modes

d'action qui permettraient de surmonter la généralisation des résistances aux antipaludéens.

Dans ce contexte, I’équipe « Chimie Médicinale et Phytopharmaceutique » du Laboratoire
d’Innovation Moléculaire et Applications (UMR CNRS 7042-LIMA | IRJBD) s’est intéressée
a I’exploitation de la « Malaria Box » de Medicines for Malaria Venture (MMV), et a identifié
un cluster prometteur de trois molécules basées sur un squelette de type quinazolinedione
(figure 1). Outre leur simplicité et rapidité de synthése, ces molécules possedent des propriétés
biologiques intéressantes contre plusieurs stades du cycle de vie du parasite du paludisme et
présentent une faible toxicité envers des cellules humaines. Néanmoins, ces molécules souffrent
d’un handicap majeur, eu égard a leur modeste profil pharmacocinétique, avec notamment des
problémes de solubilité ou de stabilité métabolique. Pour pallier ces défauts, nous avons alors
entame une phase d'optimisation de ces « hits », qui consiste a les modifier pour améliorer leurs

propriétés pharmacologiques.
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Figure 1 : molécules d’intérét basées sur un squelette de type quinazolinedione issues de la Malaria Box.
Quatre chapitres constituent ce manuscrit de these :

» Le paludisme

» Développement d’un nouvel agent antipaludéen

> Etude du sous-groupe 1 (analogues de MMV665916 et MMV019006)
> Etude du sous-groupe 2 (analogues de MMV665878)
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I- Généralites sur le paludisme
I-1. Les populations a risque

Le paludisme (du latin paludis, « marais »), aussi appelé malaria (de l'italien mal‘aria,
« mauvais air »), est I’une des plus importantes maladies parasitaires chez I’Homme. En 2019,
’OMS estime que cette infection est responsable de 229 millions de cas et 409 000 décés.! Les
zones a risque se situent principalement en Afrique subsaharienne, en Asie du Sud-Est, dans les
régions de la Méditerranée orientale, du Pacifique occidental et des Amériques (figure 2).2 En
2019, 94 % de cas de paludisme et de déces dus a cette maladie sont survenus dans les régions
africaines. En 2018, plus de la moitié des cas dans le monde a été enregistré dans seulement six
pays : Nigéria (23 %), République démocratique du Congo (11 %), République-Unie de
Tanzanie (5 %), Burkina Faso (4%), Mozambique (4 %) et Niger (4 %).

Zones affecties par le

PALUDISME
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Figure 2 : carte du monde représentant les zones ol la population a des risques de contracter la malaria (en rouge
la zone la plus a risque).?

Les populations a risques d’étre gravement atteintes par le paludisme sont : les nourrissons,
les enfants de moins de cing ans, les femmes enceintes, les personnes vivant avec le VIH/sida,
les migrants non immunisés et les voyageurs. En effet, le groupe le plus exposeé est celui des
enfants de moins de cinq ans, en 2018, ils ont représenté 67 % de 1’ensemble des déces dus a

cette maladie.



I-2. Transmission

Le paludisme est di a un parasite du genre
Plasmodium. Il existe plus de 100 especes de Plasmodium
qui peuvent infecter de nombreuses especes animales
telles que les reptiles, les oiseaux et divers mammiferes.?

Ces parasites sont vehiculés et transmis par

I’intermédiaire d’un moustique femelle du genre

Anopheles (figure 3). Figure 3 : moustique du genre Anopheles.

Il existe plus de 400 especes d’Anopheles et seulement 30 & 40 especes sont considérées
comme des vecteurs potentiels du paludisme humain. Les plus importants vecteurs sont A.

arabiensis, A. gambiae et A. Funestus, et sont retrouvés en Afrique (figure 4).*
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Figure 4 : répartition globale des especes d’Anophéles dominantes.
Toutes les espéces considérées comme vecteurs du paludisme piquent entre le crépuscule
et I’aube. L’intensité de la transmission dépend de facteurs liés au parasite, au vecteur, a 1’hote

humain et & I’environnement.!



La transmission dépend entre autres des conditions climatiques qui peuvent influer sur
I’abondance et la survie des moustiques. Pour se développer et se reproduire, les Anopheles ont
besoin de chaleur et de surfaces d’eau peu profondes (les flaques, les rizicres et les empreintes
laissées par les sabots d’animaux). La raison pour laquelle ce sont les moustiques femelles qui
piquent vient du fait qu’elles recherchent un repas de sang pour nourrir leurs ceufs. De plus les
Anopheles pondent leurs ceufs dans 1’eau. C’est pourquoi le paludisme est essentiellement
concentreé vers les tropiques et que la transmission se déroule principalement lors de la saison
des pluies. Des épidémies de paludisme peuvent également apparaitre lorsque le climat et
d’autres conditions changent et favorisent soudainement la transmission dans des régions ou les
populations sont peu ou pas du tout immunisées. Elles peuvent aussi survenir lorsque des

personnes faiblement immunisées se déplacent.

L’immunité humaine est un autre facteur important >, en particulier chez les adultes dans
les zones de transmission modérée a intense. Une immunité partielle se développe apres des
années d’exposition, elle ne confére jamais une protection totale, mais elle réduit le risque que
la maladie cause des troubles sévéres. C’est la raison pour laquelle la plupart des décés dus a
cette maladie en Afrique surviennent chez de jeunes enfants. C’est également la raison pour
laguelle dans les zones de faible transmission, ou la population est peu immunisée, toutes les
tranches d’age prennent des risques lors de voyage dans les pays endémiques. Cette immunité

fait encore I’objet d’étude afin de mieux la comprendre.®

Le seul cas de contamination inter-humaine directe a lieu lorsqu’une femme enceinte

infectée contamine son enfant par voie transplacentaire.
I1-1. Les différentes espéces de Plasmodium

Le paludisme est di au parasite Plasmodium. Les Plasmodium appartiennent au sous-ordre
des Haemosporina qui sont des parasites qui vivent tous dans le sang des vertébrés. La
taxonomie des Plasmodium est décrite dans le tableau 1. Les Haemosporina ont deux hotes :
un héte vertébré chez lequel a lieu la reproduction asexuée (hote intermédiaire) et un insecte

piqueur chez lequel a lieu la reproduction sexuee (hote definitif).

Le genre Plasmodium a été subdivisé en 10 sous-genres, dans ce tableau sont enuméres les

trois sous genres infectant les mammifeéres.



Eucaryote

Protiste

Apicomplexa

Sporozoea

Coccidia

Euccoccida

Haemosporina

Plasmodidae
Plasmodium
Plasmodium Laverania Vinckeia
P. vivax P. falciparum P. berghei
P. simium P. reichenowi P. yoelii
P. cynomolgi P. chabaudi
P. fragile P. vinckei
P. knowlesi
P. rodhaini
P. ovale
P. coatneyi
P. malariae

P. brasilianum

P. simiovale

Tableau 1 : taxonomie du parasite Plasmodium.®




On répertorie cing espéces de Plasmodium qui infectent les humains® :

e P. falciparum, que I'on trouve dans le monde entier, en particulier dans les régions
tropicales et subtropicales, et surtout en Afrique. P. falciparum se multiplie rapidement
dans le sang et ainsi provoque un « paludisme sévere » qui peut entrainer une anémie
sévére. De plus, lors de I’infection par cette espéce, des petits vaisseaux sanguins
peuvent s’obstruer et lorsque cela se produit dans le cerveau il en résulte un paludisme
cerébral qui peut étre fatal.

e P.vivax, que I'on trouve principalement en Asie, en Amerique latine et dans certaines
parties de I'Afrique. En raison des densités de population importantes, dans ces zones,
il s'agit probablement du parasite du paludisme humain le plus répandu. P. vivax (ainsi
que P. ovale) ont des stades hépatiques dormants qui peuvent s’activer et envahir le sang
plusieurs mois ou années apres la pigdre du moustique infectant ; ce phénomene
s’appelle une « rechute ».

e P.ovale que I’on trouve principalement en Afrique (en particulier en Afrique de I'Ouest)
et dans les iles du Pacifique occidental. 1l est biologiquement et morphologiquement
tres similaire a P. vivax.

e P. malariae, que I’on trouve dans le monde entier. S'il n'est pas traité, P. malariae
provoque une infection chronique de longue durée qui, dans certains cas, peut durer
toute une vie et parfois entrainer de graves complications.

e P. knowlesi, que I’on trouve dans toute 1'Asie du Sud-Est en tant que pathogéne naturel
des macaques. Il s'est réccemment avéré une cause importante de paludisme zoonotique
dans cette région, en particulier en Malaisie. P. knowlesi a un cycle de réplication de 24
heures et peut ainsi rapidement passer d'une infection simple a une infection grave

parfois mortelle.

P. falciparum et P. vivax sont les plus dangereuses especes de Plasmodium qui infectent
I’Homme. En 2018, on estime que P. falciparum a été a 1’origine de 99,7 % de cas dans la
région africaine, de 50 % de cas dans la région de I’ Asie du Sud-Est, de 71 % dans la région de
la Méditerranée orientale et de 65 % dans la région du Pacifique occidental. P. vivax est le

parasite prédominant en Amérique, ou il est a I’origine de 75 % de cas.!



I-3. Symptdmes

Pour un sujet non immunisé, les symptdmes apparaissent généralement 10 a 15 jours apres
la piqdre de moustique infectante®. En ce qui concerne P. falciparum, s’il n’est pas traité dans

les 24 heures, il peut évoluer vers une affection sévere souvent mortelle.

Pour les cas de « paludisme simple » ¥, les symptdmes sont : la fiévre, les frissons, la
transpiration, les courbatures, les maux de téte, la nausée, les vomissements et un malaise
général. Les premiers symptomes sont la fievre, les maux de tétes, et les frissons qui peuvent
étre moderés et difficiles a attribuer au paludisme. Une hypoglycémie peut également survenir

chez les femmes enceintes atteintes de paludisme non compliqué.
Pour les cas de « paludisme sévére » 19, les symptdmes sont les suivants :

e Paludisme cérébral accompagné d’un comportement anormal, troubles de la conscience,
convulsions, coma ou autres anomalies neurologiques. Ce type de paludisme est di a
I’obstruction des vaisseaux sanguins irriguant le cerveau par les globules rouges
infectés.

e Anémie sévere due a I'némolyse (destruction des globules rouges)

e Hémoglobinurie (hémoglobine dans l'urine) due a I'némolyse

e Syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA). Ce syndrome est une réaction
inflammatoire dans les poumons qui inhibe I'échange d'oxygene, qui peut se produire
méme apres que le nombre de parasites ait diminué en réponse au traitement

e Anomalies de la coagulation sanguine

e Hypotension artérielle

e Lésion rénale aigué

e Hyperparasitémie, ou plus de 5% des globules rouges sont infectés

e Acidose métabolique (acidité excessive dans le sang et les liquides tissulaires), souvent
associee a une hypoglycémie

e Hypoglycémie.

Le « paludisme sévére » survient lorsque les infections sont compliquées par de graves

défaillances d'organes, des anomalies dans le sang ou le métabolisme de I’Homme.

Dans les zones d’endémie, I’immunité humaine peut conduire a des infections
asymptomatiques. On constate, en effet, que suite a de nombreuses années d’infection
chronique par le parasite, certains individus tolérent sa présence et développent une immunité

naturelle.



I1- Le parasite Plasmodium

I1-2. Cycle de vie du parasite

Plasmodium posséde un cycle évolutif assez complexe!!? (figure 5) qui nécessite deux
hotes : I'Homme (ou un autre mammifére) et la femelle hématophage d'un moustique
Anopheles. Ce cycle comporte deux étapes essentielles : une phase asexuée chez I’Homme et

une phase sexuée chez le moustique Anopheles.
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Figure 5: cycle évolutif de Plasmodium 3




Lors de la piqlre du moustique, I'Homme est infecté par des sporozoites présents dans les
glandes salivaires du moustique : c'est le début de la phase exo-érythrocytaire. Les sporozoites
sont transportés par le sang jusqu'au foie (phase hépatique) pour produire des schizontes qui
vont alors pénétrer dans les globules rouges. Dans le cas particulier de P.vivax (ou P.ovale) les
sporozoites peuvent produire des formes dormantes appelées hypnozoites qui pourront générer
des shizontes lors de rechutes.'® Durant la phase exo-érythrocytaire, les schizontes vont devenir
a terme des mérozoites qui seront libérés dans le sang. Ces mérozoites vont par la suite pénétrer
dans les globules rouges ou ils vont sy multiplier : c’est le début de la phase érythrocitaire
(figure 6A). Cette partie du cycle peut se répéter plusieurs fois, infectant ainsi plusieurs milliers
de globules rouges. Au cours de la phase érythrocitaire, le parasite passe par différents stade
sanguins (figure 6B) : anneaux ou trophozoites immatures, trophozoites matures, schizontes et
rosaces. La rosace est le stade de maturation ultime qui correspond a un schizonte sur le point
d’éclater pour libérer de nouveaux mérozoites. Certains mérozoites se transforment en anneau
puis en gamétocytes par gamétogenese et seront ingérés avec les globules rouges par une autre

femelle moustique lors de son repas de sang.
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Figure 6: A/ cycle érythrocytaire (5 : mérozoites qui correspond a phase 5 de la figure. B/ différents stades

sanguins de P. falciparum (clichés microscope de frottis sanguins).3



Un repas de sang sur un héte humain est nécessaire a 1’Anophéles femelle pour ingérer le
parasite sous forme de gamétocytes males (microgamétocytes) et femelles (macrogamétocytes)
produits par I’Homme. Le moustique est alors infecté et la phase sexuée de reproduction du
parasite commence. C’est lors de cette phase que la fertilisation entre gamétocytes a lieu dans
I'intestin du moustique pour produire a terme des sporozoites (figure 7). Cette fertilisation
débute par la pénétration des microgametes dans les macrogametes qui genere des zygotes. Ces
derniers deviennent mobiles et s’allongent pour devenir des ookinétes puis envahissent la paroi
du tube digestif ou ils se développent en oocystes. Chaque oocyste formé se divise et se
multiplie afin de libérer plusieurs milliers de sporozoites qui iront coloniser les glandes
salivaires du moustique. C’est a partir de ce moment que le moustique est infectieux pour
I’Homme. Tout nouveau repas sanguin chez I’h6te humain sera accompagné d’une libération

de sécreétions salivaires contenant les sporozoites.

PPR

Figure 7 : structure du sporozoite des parasites du genre Plasmodium. PRR : anneau polaire proximal, Mito :
mitochondrie, PM : membrane plasmique (en bleu), ER : réticulum endoplasmique, IMC : complexe
membranaire interne (en jaune), NPC : complexes des pores nucléaires, Ap : apicoplaste, MT : microtubules (en
vert), DG : granules denses, Rho : rhoptries, Mic : micronémes (en bleu), APR : anneau polaire apical.**

La destruction des globules rouges lors de la phase érythrocytaire est responsable des
principaux symptdmes du paludisme : la fiévre et I'anémie pouvant conduire au déces de I'nbte
humain. C'est également lors de cette phase que la charge parasitaire est la plus importante?®
(figure 8). Lors de cette phase la charge parasitaire est effectivement multipliée par 1 milliard

par rapport a la charge initiale lors de la pigQre.
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Figure 8 : évolution de la charge parasitaire au cours du cycle de vie de Plasmodium.®
I1-3. Biochimie de Plasmodium

Plasmodium présente un taux de croissance et de multiplication rapide au cours des
nombreuses étapes de son cycle de vie. Cela nécessite que le parasite, comme tous les autres
organismes, acquiere des nutriments et métabolise ces diverses molécules biologiques (le
catabolisme) afin de survivre et de se reproduire (I’anabolisme).'® De toute évidence, le
métabolisme du parasite est étroitement lié a celui de I'h6te en raison de la relation intime entre

I'hdte et le parasite. A ce jour cette relation n’est pas encore bien comprise.

Le parasite du paludisme a besoin d'acides aminés pour la synthése de ses protéines.
L'hémoglobine est une protéine extrémement abondante dans le cytoplasme érythrocytaire et
sert de principale source d'acides aminés pour le parasite (tableau 2). L'hémoglobine est
décomposée en peptides et acides aminés dans un compartiment vacuolaire connu sous le nom

de vacuole digestive.'®’

e 95% de la protéine érythrocytaire totale est constitué de Hb

¢ la concentration intracellulaire de Hb est de 5 mM (> 300 mg / ml)

e 60 a80% de I'Hb est dégradée par le parasite

e a20% de parasitémie (quantité d'un parasite présent dans le sang humain),

110 g d'Hb sont consommeés pendant 48 h

Tableau 2 : les statistiques de I’hémoglobine Hb lors du cycle de Plasmodium.*6
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L’ingestion du cytoplasme de I'hGte conduit a un déversement d’hémoglobine. Au stade
anneau jeune, le parasite subit une transformation morphologique profonde qui lui permet d’«
engloutir » une part importante du cytoplasme du globule rouge résultant en des vesicules a
double membrane. C’est la premiére étape de formation du compartiment de digestion du
parasite appelée vacuole digestive. La seconde étape a lieu au stade trophozoite : au fur et a
mesure que le parasite mdrit, il développe un organite spécial, appelé cytostome, au niveau de
la surface du parasite. Finalement les vésicules et les cytostomes fusionnent pour former la

vacuole alimentaire afin de déverser I’hémoglobine.

La vacuole digestive est une organelle centrale dans le métabolisme du parasite : c’est le
site de digestion de I’hémoglobine et de détoxification de I’héme. Elle est caractérisée par un

pH acide de 4,5-5,5 et par la présence de diverses enzymes protéolytiques.

L hémoglobine (figure 9) est constituée de quatre chaines de globine identiques deux a deux
(chaines a.avec 141 acides aminés et chaines § avec 146 acides aminés). Chacune de ces chaines
est associée a un groupement prosthétique appelé héme. L’héme est constitué de fer au centre

d’un dérivé tetrapyrrolique cyclique appelé la porphyrine.

Le catabolisme de I’hémoglobine, c’est-a-dire la digestion des chaines de globine, est en
cours d’étude. Un scénario probable (figure 10) consiste en des actions concertées des
plasmepsines, des falcipaines et de la falcilysine conduisant a la production de petits peptides.
Les petits peptides sont ensuite convertis en acides aminés. Certains petits peptides, dipeptides
et acides aminés sont convertis dans le cytoplasme parasitaire en utilisant un gradient de protons
électrochimique. D’autres peptides et di-peptides sont convertis en acides aminés dans le
cytoplasme par action d’amino-peptidases (PfAPP, PfDPAP1, PfM1AAP, PfM17LAP, et
PfM18AAP).Y

La digestion de 1’hémoglobine (Hb) libére de I’héme (structure figure 9).18 Le role de la
dégradation de I’héme chez Plasmodium est encore actuellement sujet a controverse.'® L'héme
libre est toxique en raison de sa capacité a déstabiliser et & lyser les membranes, et parce qu’il

inhibe I'activité de plusieurs enzymes.
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Structure RX de ’hémoglobine Héme
Structure en T de (sphére rouge : molécule de dioxygéne)
I’hémoglobine (PDB: 1BBB)

Structure de ’hémozoine

La structure est stabilisée par des liaisons hydrogéne
( en jaune : la p-Hématine)

Trophozoite mature de P.falciparum avec présencede
I’hémozoine dans la vacuole digestive ( fv : vacuole
digestive, h : hémozoine, er : réticulum endoplasmique)

Figure 9 : structure de I’hémoglobine, I’héme, la B-hématine et I’hémozoine. Image d’un tropophozoite de

P.falciparum dans la vacuole digestive.
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Quatre mécanismes par lesquels I'néme est détoxifié ont été identifiés (figure 10). Le
premier mécanisme consiste en la formation de I’hémozoine. Les autres mécanismes consistent

en la dégradation de ’héme libre en métabolites non toxiques.
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Figure 10 : le catabolisme de I’hémoglobine (a gauche) et détoxification de I’héme (a droite). *6 La dégradation
de I'némoglobine implique le clivage initial par les plasmepsines et les falcipains en gros fragments puis en plus
petits par la falcilysine. La dipeptidyl aminopeptidase 1 (PfDPAP1) peut libérer des dipeptides a partir de ces
oligopeptides. Certains des petits peptides générés peuvent étre transportés hors de la vacuole digestive vers le
cytosol du parasite par un transporteur inconnu. Le clivage en acides aminés peut se produire dans la vacuole
digestive par I'aminopeptidase acide P (PfAPP) et dans le cytosol par les aminopeptidases PIM1AAP
(aminopeptidases M1 alanyl aminopeptidase), PIM17LAP (M17 leucine aminopeptidase) et PIM18AAP
(aminopeptidases M18 alanyl aminopeptidase).

e Meécanisme . :

Formation d’hémozoine.?° La cristallographie aux rayons X et l'analyse spectroscopique
indiquent que I'némozoine a la méme structure que la B-hématine (figure 9).2! La B-hématine
est un dimere d'héme formé par des liaisons covalentes réciproques entre les groupes d'acide
carboxylique sur le cycle de la porphyrine et les atomes de fer de deux molécules d'héme (figure
9). Ces dimeres interagissent par le biais de liaisons hydrogene pour former des cristaux
d'hémozoine (figure 9). L’hémozoine est aussi appelé pigment paludéen car sa couleur brune-
noire caractérise le sang des patients infectés par Plasmodium. Le mécanisme de la formation
d'’hémozoine n'est pas connu. La formation des pigments est décrite comme un processus de

biocristallisation.?>23

15



e Mécanisme . :

Dégradation facilitée par le peroxyde d'hydrogene présent dans la vacuole alimentaire. La
présence de peroxyde d'hydrogéne dans la vacuole alimentaire s’explique par la libération de
I’héme. Le fer lié a I'némoglobine qui est principalement a I'état ferreux (Fe?*) va étre oxydé a
I'état ferrique (Fe®") lors de la libération de I’héme. Les électrons libérés par cette oxydation du
fer favorisent la formation de radicaux oxygeénés tels que les radicaux anions superoxydes et le
peroxyde d'hydrogéne. La superoxyde dismutase (SOD) et la catalase sont des enzymes
cellulaires qui fonctionnent pour prévenir le stress oxydatif en détoxifiant respectivement le
superoxyde et le peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene. Ces deux activiteés se retrouvent
dans la vacuole alimentaire. Le peroxyde d'’hydrogéne peut également étre exporté dans le
cytoplasme parasitaire ou il est détoxifié par la catalase et la glutathion peroxydase. Une partie
du peroxyde d'hydrogéne produit & la suite de la conversion Fe?* en Fe*" peut également étre

utilisée lors de la dégradation de I'neme.

e Mécanisme . :

Dégradation dépendante du glutathion (GSH : forme réduite ou GSSH : forme oxydée) qui
se produit dans le cytoplasme du parasite. Une partie de I'héme se déplace a travers la membrane
de la vacuole alimentaire dans le cytoplasme de I'h6te ou elle est oxydée par du glutathion réduit
(GSH).1

e Mécanisme . :

L’heme oxygénase qui a été trouvée chez P. berghei et P. knowlesi mais pas chez P.

falciparum. Le role de I’héme oxygénase dans la dégradation de I'néme n'est pas connu.®

La voie de formation de I'némozoine et les voies de dégradation fonctionnent probablement
simultanément, 25 a 50% de I'néme libre étant converti en hémozoine et le reste étant dégrade.
Certaines études suggerent également que jusqu'a 95% du fer libre libéré lors de la digestion

par I'némoglobine se trouvent dans I'hémozoine.®

La présence du pigment paludéen dans la vacuole digestive marque la transition entre les
stades anneau et trophozoite. Ce pigment est visible au stade trophozoite et persiste jusqu’a la
rupture des schizontes qui relarguent des mérozoites fils, I’hémozoine accumulée et les autres

produits de dégradation.*®
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I1-4. Pathogenese de P.falciparum

P.falciparum est, comme expliqué précédemment, 1’une des plus dangereuses espéces de
Plasmodium qui infectent I’ Homme. Il est donc important d’étudier sa pathogenése (processus

responsable du déclenchement et du développement d'une maladie).

L’hémozoine et d’autres déchets parasitaires sont continuellement libérés lors de la
digestion de I’hémoglobine (voir I1-3). Ce phénomeéne active le systéme immunitaire de 1’hote

24,25

et provoque des réponses pro- et anti-inflammatoires<*<°, causant fievre et autres effets

pathologiques.

Le systeme immunitaire est donc mis a rude épreuve ce qui explique que les enfants et toutes
personnes n’ayant pas I’habitude d’étre face a ces épreuves (voyageurs, expatriés,...)

constituent les populations les plus a risque de contracter la maladie.

La cytoadhésion du parasite et la variation antigénique jouent également un réle important
en ce qui concerne la pathogenése de P.falciparum.?®?” PfEMP1 (P. falciparum Erythrocyte
Membrane Protein 1) 2627 semble étre le principal ligand adhésif des globules rouges infectés.
Cette protéine d’adhésion permet la cytoadhésion qui correspond a I’adhérence des globules
rouges infectés par des parasites Plasmodium matures sur des cellules endothéliales. Les
érythrocytes infectés adherent a la paroi des vaisseaux sanguins ou a des érythrocytes non-
infectés. Les globules rouges infectés par P. falciparum peuvent étre sequestrés dans les petits
vaisseaux sanguins grace a une combinaison d'adhésion directe aux cellules endothéliales afin
de former des rosettes ou des agglutinats comprenant globules rouges infectés et non infectés.
La séquestration qui en résulte peut obstruer la circulation sanguine dans les vaisseaux

déclenchant des réponses inflammatoires et des perturbations métaboliques (figure 11).

Obstruction vasculaire Meédiateurs de I inﬂammaﬁun
s e e t’c:_ — i )
A @
-« . . —’ Il\'poxle cytokine, oxyde nitrique

b s _
AT K — — :_ ==

Rosettes, agglutinats adhérence spécifique au récepteur

globules rouges "® globules rouges parasitées

Figure 11 : modele proposé du mécanisme impliquant la pathogenése des syndromes paludéens séveres.?®
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PfEMP1 est codé par les génes var. 27 1l existe environ 60 génes var dont un seul s'exprime
dans la plupart des cas. Ce gene contribue a I'évolution génétique du parasite et conduit a une
variation antigénique constante qui permet au parasite d’échapper au systéme immunitaire de

I'ndte et donne le temps au parasite de se développer jusqu’au stade sexué.

Pour resumer, la cytoadhésion favorise la séquestration des globules rouges infectés par les
parasites matures dans les organes vitaux (le foie, la rate et en particulier le cerveau)?®*

induisant le paludisme séveére®!, ou chez la femme enceinte le paludisme gestationnel.

Les femmes enceintes sont toutefois plus susceptibles de contracter des formes graves de
paludisme. Il semble donc important d’expliquer 1’origine du paludisme gestationnel (figure
12).%2

Le paludisme gestationnel est une forme particuliére de paludisme de la femme enceinte
rencontré uniquement dans les zones endémiques. On constate, en effet, que la grossesse induit
la perte de I’'immunité acquise d’une femme vivant dans une zone endémique. Les globules
rouges infectés sont retenus par le placenta, ce qui explique les complications que peuvent

rencontrer les femmes enceintes.
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Figure 12 : chronologie de la séquestration A/ d’un cycle normale de P.falciparum B/ d’un de P.falciparum chez

une femme enceinte. GRP : globules rouges parasités. CSA : chondroitine sulfate A.%
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I11- Lutte antipaludique et problémes de résistances
I11-1. Vaccin

Jusqu’a cette année, il n’existait malheureusement aucun vaccin recommandé. Récemment,
un événement historique parait trés encourageant: depuis le 6 octobre 2021 I’OMS
recommande le déploiement du premier vaccin antipaludique chez les enfants vivant dans les
zones endémique du paludisme.3*3* La complexité du cycle de vie du parasite et le niveau élevé
de la diversité génétique de Plasmodium induisent une difficulté de développement d’un vaccin.
En effet de nombreux génes codent pour les protéines produites par les différentes especes de
Plasmodium. Les génes se présentent sous diverses formes, ou alleles et différentes souches du
parasite expriment différentes formes de protéines. Un vaccin efficace doit pouvoir avoir une
réponse contre un maximum de variants polymorphiques ce qui explique la difficulté de
concevoir un vaccin contre le paludisme. De plus, a ce jour, 1’étude de Plasmodium n’a pas
encore permis de bien comprendre la corrélation immunologique de protection contre cette

maladie et les infections qu’elle induit.®®

Il existe plusieurs types de vaccins en cours d’étude (figure 13) %% : les vaccins pré-
érythrocytaires, les vaccins érythrocytaires, les vaccins bloguant la transmission, les vaccins
contre le paludisme associé a la grossesse, les vaccins multi-étapes ou multi-antigénes et les

vaccins pour I’organisme entier.

| Casser le cycle avec un vaccin

,/;/‘ \;

- ~
Sporozoites

Vaccins pré-érythrocytaire
(anti-infections)

humain

Vaccins érythrocytaire
(anti-morbité et anti-mortalité)

érythrocytaire

Vaccins contre les stades « moustique »
(blocages de la ion)

W Mérozoites @

moustique humain

7S

lles générations : ins multi-étapes ou multi-
antigénes et vaccins pour 'organisme entier

Figure 13 : les différents types de vaccins. %36
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e Les vaccins pré-érythrocytaires :

Un vaccin pre-érythrocytaire trés efficace contre P. falciparum permettrait d’arréter
I’invasion des hépatocytes par les sporozoites infectieux. L'immunité induite par le vaccin
devrait idéalement agir rapidement et efficacement pour contrecarrer les sporozoites, juste aprés
leurs injections dans le derme (pendant le repas de sang), soit avant le passage au foie soit apres
afin d’empécher la maturation et la multiplication de parasite dans le foie (pour ainsi arréter
I’infection). La prévention de l'invasion des hépatocytes est complexe et partiellement
comprise. Une activité pré-érythrocytaire efficace peut étre obtenue via des cellules spécifiques
de Plasmodium qui ciblent les antigenes (glossaire p 238) du stade hépatique afin de procurer

une immunité.

Le vaccin candidat le plus avancé est RTS,S/AS01 (Mosquirix).3” Aprés des essais cliniques
de phase 3, il a été établi que ce vaccin avait une efficacité contre P. falciparum et présentait
un niveau de risque plutot acceptable. On constate que son efficacité est modeste mais qu’il
offre des avantages importants pour la santé publique.®® C’est ce vaccin qui le 6 octobre 2021
est devenu le premier vaccin recommandé par I’OMS pour la prévention de P. falciparum chez

les enfants vivant dans les régions les plus a risques de contracter la maladie. 3334
e Les vaccins érythrocytaires :

Ce type de vaccins cible le parasite a son stade le plus destructeur. En effet ces vaccins ne
bloquent pas I’infection mais ont pour but de diminuer la quantité de parasites dans le sang et
donc de réduire la sévérité de la maladie. 1l est prouvé que les personnes qui ont survécu a une
exposition réguliere au paludisme développent une immunité naturelle avec le temps. Le but
d’un tel vaccin est de cibler des antigénes ou des protéines présentes a la surface des mérozoites
ou des globules rouges infectés afin de permettre au corps de développer une immunité naturelle

avec beaucoup moins de risque de contracter la maladie.

Plusieurs cibles antigeniques ou protéiniques sont de bons candidats pour le developpement
de ce type de vaccin % : I'homologue 5 de la protéine de liaison aux réticulocytes RH5, une
partie d'une protéine exportée par les trophozoites P27A, les protéines de surface des mérozoites
1, 2 et 3 (MSP1, MSP2 et MSP3), I’antigéne a répétition sérine SERA, 1’antigene de liaison
aux érythrocytes EBA, 1’antigene de surface érythrocytaire infecté par un anneau RESA, la

protéine riche en glutamate GLURP et I’antigéne membranaire apicale 1 AMAL.
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e Les vaccins bloquant la transmission :

Ces vaccins cherchent a interrompre le cycle de vie du parasite en empéchant le parasite de
miurir dans le moustique aprés la prise d’un repas sanguin chez une personne vaccinée. Ils visent
les gamétocytes produits chez I’'Homme et ingérés par le moustique ainsi que différents
antigenes presents au stade sexué du moustique. Ce type de vaccin n’a pas d’effets directs et
immédiats sur la personne vaccinée mais a un effet a long terme ce qui est d’une trés grande

importance pour atteindre le but ultime de cette lutte : 1’éradication du paludisme.

Plusieurs antigénes sont des cibles candidats au vaccin bloquant la transmission de P.
falciparum : les protéines de pré-fertilisation Pfs48 / 45 et Pfs230 exprimées a la surface du
parasite au stade gamétocytes chez I'Homme et les protéines de post-fertilisation Pfs25 et Pfs28

exprimées dans l'intestin des moustiques a la surface des zygotes et des ookinétes.*®
e Les vaccins contre le paludisme associé a la grossesse :

Pour rappel, PfEMP1 est la principale protéine qui permet la cytoadhésion : phénoméne
engendrant la séquestration des globules rouges infectés par les parasites matures dans des
organes vitaux induisant chez la femme enceinte le paludisme gestationnel. PFEMP1 est codé
chez la femme enceinte par le géne VAR2CSA. Deux vaccins candidats ciblant VAR2CSA

sont en cours d'essais cliniques.3>3°
e Les vaccins multi-étapes ou multi-antigénes :

Le concept d'un vaccin antipaludique multivalent est de cibler différentes protéines
parasitaires et des stades du cycle de vie potentiellement différents. L'avantage d'un tel vaccin
est que les réponses immunitaires a différents stades seraient actives pour garantir que les
parasites, qui ne sont pas complétement arrétés a un stade seraient ciblés a un stade ultérieur.
Certains vaccins candidats contre le paludisme en cours de développement ciblent deux
antigenes du méme stade du cycle de vie ce qui permet de mieux lutter contre la diversité du

parasite mais peu de vaccin ciblent plusieurs stades dans une méme formulation.

Le vaccin le plus avancé de ce type est GMZ24%4, il a été développé dans le but de cibler
deux antigenes au stade sanguin : MSP3 et GLURP. Ce vaccin a démontré un profil de sécurité
acceptable et une immunogénicité significative chez les adultes et les enfants exposés au

paludisme.
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e Les vaccins a partir d’organisme entier appelés également vaccins vivants atténues :

Cette approche est I’approche conventionnelle du développement de vaccins pour les
maladies infectieuses qui repose sur l'inactivation ou l'atténuation de 1’organisme entier du
parasite. Pour le paludisme, cependant, des vaccins contre I’organisme entier ont longtemps été
considérés comme inconcevables en raison du cycle de vie complexe du parasite ainsi que des
problemes logistiques liés a la fabrication. En effet les premiéres tentatives de mise au point
d'un vaccin antipaludique efficace remontent aux années 1930. Lors des premiéres tentatives
de mise au point d’un vaccin antipaludique, les chercheurs s’intéressaient a des parasites
inactivés ou tués afin de les utiliser en présence d’adjuvants et ainsi conférer une immunité. Ce

type de vaccin considéré comme inconcevable pendant des années est en cours de résurgence.

Il a été démontré que I’utilisation des sporozoites atténués par irradiation*?ou génétiquement
atténués*®entrainait une immunité stérile, une certaine immunisation et une diminution de la

parasitémie.

Le candidat le plus avancé de ce type est PfSPZ Vaccing®>#44546 . j| est composé de
sporozoites P. falciparum vivants non réplicatifs irradiés et cryoconservés dans de 1’azote
liquide et administré par injection intraveineuse directe. C’est a ce jour le vaccin le plus
prometteur, le premier vaccin contre le paludisme qui ait démontré une immunité stérilisante

(glossaire p 238).4

Le développement d’un vaccin est 1’un des plus gros enjeux a ce jour pour éradiquer le
paludisme : les vaccins multi-étapes ou multi-antigenes trés difficiles a concevoir restent un
défi majeur. De méme, les vaccins a partir d’organisme entier en cours de résurgence sont trés
prometteurs du fait que les problémes logistiques et les difficultés de fabrication observées par

le passé posent moins de problemes actuellement.
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[11-2. Lutte anti-vectorielle

I11-2.1 Présentation générale

La lutte anti-vectorielle est le principal moyen de prévenir et de réduire la transmission du
paludisme.*® En effet les insecticides peuvent permettre d'interrompre la transmission de la
maladie en supprimant le vecteur Anopheles. Cette lutte repose sur deux mesures : les
moustiquaires a imprégnation durable (MID) et la pulvérisation d’insecticide a effet rémanent

a I’intérieur des habitations (PIH).

Différentes classes d’insecticides peuvent étre utilisées®® par ces deux mesures : les
pyréthrinoides (et des dérivés comme 1’éthofenprox), les organochlorés, les organophosphorés
et les carbamates (figure 14). Plus récemment une autre classe d’insecticides a été identifiée
pour la lutte antipaludique : les néonicotinoides (plus particuliérement la clothianidine).*® %91
Ces 5 classes sont préconisées par ’OMS, les pyréthrinoides ont longtemps été¢ d’avantage
recommandés mais, depuis 1’apparition de moustiques Anopheles résistants, ceux-ci ne sont pas

plus indiqués que les autres.
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Figure 14 : structures des insecticides recommandés par ’OMS en 2018.5?
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Les moustiquaires imprégnées d’insecticides (figure 15) permettent de réduire les contacts
entre le moustique vecteur et I’homme, d’une part grace a 1’obstacle matériel qu’elles
constituent, et d’autre part grace a I’effet de I’insecticide. Cette protection accessible et
répandue permet de tuer un grand nombre de moustiques. En 2018, environ 50 % de la
population exposée au risque de paludisme en Afrique était protégée par des moustiquaires
imprégnées, contre 29 % en 2010. Ces moustiquaires sont généralement imprégnées de

pyréthrinoides et plus particulierement de perméthrine.

Figure 15 : moustiquaires imprégnées d’insecticides.

La pulvérisation a effet rémanent (figure 16) est un autre moyen tres efficace de réduire
rapidement la transmission du paludisme. Elle consiste a pulvériser 1’intérieur des habitations

une ou deux fois par an.

Figure 16 : la pulvérisation d’insecticides a effet rémanent a I’intérieur des habitations
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111-2.2. Les différents modes d’action des insecticides

Les organophosphorés (comme le malathion et le parathion) et les carbamates (comme le
bendiocarbe) bloquent la neurotransmission synaptique du moustique en inhibant 1’action
enzymatique de I’acétylcholinestérase (AChE).>® Cette enzyme n’est alors plus apte a
hydrolyser son substrat naturel, 1’acétylcholine. L’acétylcholine s’accumule dans la jonction
synaptique maintenant une transmission permanente de 1’influx nerveux. Le retour a 1’état dit

de repos est alors perturbé ce qui conduit a la tétanie musculaire du moustique et a sa mort.

Les pyréthrinoides et la majorit¢é des organochlorés (comme la DDT:
dichlorodiphényltrichloroéthane) sont des produits neurotoxiques.®® Ils ciblent les canaux
sodiques voltage-dépendants. En effet les insecticides se fixent dans les canaux sodiques et les
maintiennent dans un état d’ouverture prolongée néfaste. Un effet appelé « knock-down » est
causé par les insecticides, il se définit par la perte de coordination et la paralysie du moustique,

conduisant inévitablement & sa mort.

Les néonicotinoides, récemment mis a contribution dans la lutte anti-vectorielle de la
malaria, ont tout d’abord été étudiés pour contrbler la résistance des pyréthrinoides au vecteur
puis la chlothianidine (une néonicotinoide) a eté commercialisée en combinaison avec la
deltaméthrine (une pyréthrinoide) : Fludora™.%%%! La chlothianidine est également
commercialisée sans combinaison avec d’autres insecticides : SumiShield®*°, et son efficacité
a également été démontrée. Les néonicotinoides ont une action neurotoxique sur le récepteur
nicotinique de [I’acétylcholine (nAChRs). Leurs actions different de celles des
organophosphoreés et des carbamates qui eux inhibent 1’acétylcholinestérase (AchE) mais le
mécanisme qui s’en suit reste le méme : ’acétylcholine s’accumule conduisant a la mort du

moustique.
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[11-3. Les médicaments antipaludéens

111-3.1. Présentations des médicaments antipaludéens actuels

Differents médicaments antipaludéens permettent actuellement de diminuer le taux de

mortalité>*>°

personnes infectées.®® Ils sont classés par famille (figure 17):

anti-folates,

en étant utilisés soit comme traitement préventif soit dans le but de guérir les

les naphtoquinones, certains dérivés d’alcool d’acide aminé et les dérivés

d’artémisinine. Certains antibiotiques ont aussi des propriétés antipaludéennes.
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Figure 17 : principales molécules antipaludéennes.
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Avant toute prescription de traitement tous les patients suspectés de paludisme doivent étre
testés sur la base d’un diagnostic confirmé par examen microscopique ou d’un test TDR (test
diagnostique rapide) d’un échantillon de sang. Un diagnostic correct dans les zones d’endémie
palustre est particulierement important pour les groupes de population les plus vulnérables.
L’OMS préconise fortement une politique de « tester, traiter et suivre» pour améliorer la qualité

des soins et de la surveillance.

Il n’existe pas partout des services de microscopie de grande qualité pour le diagnostic du
paludisme, notamment dans les zones endémiques les plus a risque. En effet dans ces zones
parfois précaires la mise en ceuvre de ce type de services est compliquée. C’est pour cela qu’au
début des années 90 un test immunochromatographique simple (appelé TDR) permettant de
déceler la présence des antigénes plasmodiaux dans un échantillon de sang a constitué un grand
progrés.>® Depuis 2008, plus de 290 produits ont été évalués dans le cadre du programme de
I’OMS visant a concevoir un dépistage type TDR du paludisme. Le test BinaxNOW® (figure
18) est I’'un des tests TDR approuvés et commercialisés actuellement : il permet de détecter
I’infection monospécifique & P. falciparum, I’infection mixte a P. falciparum, P. vivax, P.

malariae et P. ovale ou I’infection mixte a P. vivax, P. malariae et P. ovale.

BinaxNOW Malaria

Figure 18 : le test BinaxNOW®

Le traitement d'un patient atteint de paludisme dépend des directives nationales du pays, qui

prennent généralement en compte les éléments suivants®’ :

e Espéce du parasite infectant

e (Grossesse

e Les problemes de santé et les médicaments pris par le patient

e La zone ou le patient a été infecté et la présence d’une résistance aux antipaludiques

dans cette zone.

Les patients atteints de paludisme «simple » ne sont pas obligatoirement hospitalisés

contrairement aux patients atteints de paludisme « sévere » qui eux le sont.
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L’OMS préconise différents traitements par pays et par région d’infection, le programme
mondial de lutte antipaludique tient une liste des médicaments antipaludiques qui ont été
adoptés comme traitement de premiere intention dans les pays d'endémie palustre. Cette liste

exhaustive est mise a jour régulierement.*®

La plupart des médicaments recommandés pour le traitement des cas de paludisme non
compliqués est actif contre les formes parasitaires dans le sang.>” La liste des médicaments les
plus couramment recommandés pour les cas de paludisme simple approuvés par I’OMS est la

suivante :

e Différentes CTA (Combinaisons Thérapeutiques a bases d’Artémisinine), les plus

courantes : Artéméther-luméfantrine, artésunate-amodiaquine

e Chloroquine dans les zones non confrontées aux résistances

e Doxycycline

e Meéfloquine dans les zones non confrontées aux résistances

e Quinine

e Primaquine (pour P. vivax et P. ovale)

Les patients atteints par P. falciparum «sévere » ou qui ne peuvent pas prendre de
médicaments par voie orale doivent recevoir un traitement par perfusion continue a I'hopital
pendant au moins 24h °%: ’OMS recommande l'artésunate ou si elle n’est pas disponible
I’artéméther. Ces deux dérivés d’artémisinine ne doivent pas étre utilisés en monothérapie mais
en CTA avec un autre antipaludique. Les traitements intraveineux doivent étre suivis d'une cure
de médicaments antipaludiques oraux: généralement une thérapie combinée a base
d'artémisinine (CTA) est utilisée ou, s’il y a des problémes de disponibilité, des combinaisons

quinine/doxycycline ou quinine/clindamycine peuvent étre utilisées.
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Il existe également différents types de traitement de prévention pour voyager dans les zones
endémiques du paludisme®! (tableau 3) mais les voyageurs doivent savoir que la protection
contre les piqlres de moustiques (moustiquaires imprégnees d'insecticide, les sprays

d’insecticides, ...) est leur premiére ligne de défense et doivent donc se procurer le matériel pour

se protéger durant le voyage.

Adultes : un comprimé a 100 mg/jour A commencer le jour de
Chloroguine (ou un départ puis pris tous les jours
comprimé a 300 mg deux fois par pendant le séjour et pendant 4
semaine) semaines
Enfants : 1,5 mg/kg/jour apres le retour
Pour les personnes m > 45 kg : un 1% prise 10 jours avant le
comprimé a 250 mg par semaine départ
Pour les enfants : (pour tester la tolérance) puis
5-14 kg : 5 mg/kg/semaine (1/8 tout au long du séjour et
Méfloquine comprimé) 15-19Kkg : _ pendant
62,5 mg/semaine (1/4 comprimé) 3 semaines apres le retour
20-29 kg : 125 mg/semaine (1/2
comprime)
30a45kg:
187,5 mg/semaine (3/4 comprimé)
Pour les personnes m>40 kg : 1 A commencer le jour de
comprimé pour adultes/jour départ puis prendre tous les
Atovaguone/ Pour les enfants : jours pendant le séjour et
: 5a7 kg : 1/2 comprimé pour les pendant 7 jours apres retour
progu_anlll X enfants
comprime a 8-10 kg : 3/4 comprimé pour les
250/100 mg
(adultes) enfants_ .
7 11-20 kg : 1 comprime pour les
Comprime
62,5/25 mg enfants
(enfant) 21-30kg: 2 comprimés pour enfants
31-40 kg : 3 comprimés pour les
enfants
100 mg/jour (adultes, enfants > 40 kg) A commencer le jour de
50 mg/jour (enfants < 40 kg, > 8 ans) | depart puis pris tous les jours
Doxycycline pendant le sejour et pendant 4
semaines
apres le retour

Tableau 3 : les différents types de traitement de prévention pour voyager dans les zones endémiques.
Les traitements préventifs ou non doivent étre choisis selon la zone endémique ou le

voyageur va se rendre ou alors ou la personne a été infectée pour tenir compte des résistances

que le parasite possede dans ces régions. Les phénomeénes de résistances sont détaillés dans la
partie IV de ce chapitre.
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111-3.2 Les différents modes d’action des médicaments antipaludéens actuels

Les antipaludéens peuvent entrer dans diverses catégories selon leur mode d’action vis-a-
vis des différents stades du cycle de vie du parasite (figure 19). Ainsi 4 catégories ont été
différenciées :

e Les schizonticides tissulaires (appelés également schizonticides hépatiques) : agissent
pendant la phase hépatique pour étre utilises en prophylaxie (glossaire p 238) afin de
prévenir I’invasion sanguine des parasites.

e Les schizonticides sanguins (appelés également schizonticides érythrocytaires)
attaquent directement les schizontes lors du stade érythrocytaire empéchant ainsi
I’infection des nouveaux globules rouges.

e Les gamétocytocides : détruisent les formes sexuées des parasites, capables d’assurer la
transmission de I’infection au moustique, permettant ainsi son interruption.

e Les sporonticides : bloquent le cycle sporogonique chez le moustique
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Figure 19 : stades du parasite ciblés par les antipaludéens actuels.
Les antipaludiques actuels sont tous des schizonticides et certains sont également des

gamétocytocides et/ou des sporonticides. Les antipaludéens empéchant la rechute chez P. vivax
et P. ovale entrent également dans la catégorie des hypnozoicides.

La primaquine®?%® dont le mode d’action est sujet a controverse, tout comme son nouvel
analogue commercialisé la tafénoquine, sont considérés comme schizonticides et

gamétocytocides ; de plus ce sont des hypnozoicides.®+5°
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Les différents antipaludéens actuels sont également classés selon leur mode d’action dans
les catégories suivantes® : les inhibiteurs de la cristallisation de 1’héme, les inhibiteurs de la
DHFR, les inhibiteurs de la DHPS, les inhibiteurs du transport d'électrons dans les

mitochondries parasitées, les producteurs de radicaux libres, et les antibiotiques.
e Les inhibiteurs de la cristallisation de I’héme :

Les composes de cette catégorie possédent soit un cycle 4-aminoquinoléine soit sont des
dérivés d’alcool d’acides aminés. On retrouve dans cette catégorie les composés 4-
aminoquinoléines  suivant: la  pipéraquine, I’amodiaquine, la  chloroquine,
I’hydroxychloroquine, la mépracine et la pyronaridine. On retrouve également les dérivés
d’alcool d’acides aminés : la luméfantrine et I’halofantrine. La méfloquine et la quinine font
aussi partie de cette catégorie : elles sont non seulement des dérivés d’alcool d’acides aminé

mais possedent également un cycle 4-aminoquinoléine.

Ces composés sont des schizonticides sanguins. Ils agissent en inhibant la cristallisation de
I’héme en hémozoine dans les globules rouges infectés lors de la phase érythrocytaire
(figure 20).226667 Ce phénomeéne conduit & I'accumulation de I'néme libre, toxique pour le
parasite.®® Ce type d’antipaludéen pénétre dans la vacuole digestive pour se lier a la
ferriprotoporphyrine IX (dernier intermédiaire lors du processus de détoxification de I’héme)
ou a I’heme afin de former un complexe. Ce phénomene conduit a I'accumulation de I'héme

libre et des complexes formés toxiques pour le parasite.
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infectée

Hb

Ferriprotoporphyrine IX ‘
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~y

Hémozoine (Hz)

Figure 20 : mécanisme d’action des inhibiteurs de la cristallisation de I’héme en hémozoine.??
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e Les inhibiteurs DHFR et les inhibiteurs DHPS :

Les inhibiteurs de la dihydrofolate réductase (DHFR) et les inhibiteurs de la dihydropteroate
synthase (DHPS) sont des antimétabolites®® " (glossaire p 238) : ils agissent au niveau de la
voie de synthése des folates intervenant dans la synthése de I’ADN (figure 21). Ce sont des
schizonticides et des sporonticides. Les anti-folates sont des inhibiteurs de la DHFR
(pyriméthamine, cycloguanil) ou des inhibiteurs de la DHPS (sulfadoxine). L’antibiotique,

Dapsone, est également un inhibiteur de la DHPS.

La DHFR est une enzyme dont le réle est de régénérer 1’acide folique sous forme réduite
nécessaire a la fois a Plasmodium et aux cellules humaines normales. Les antipaludiques
inhibiteurs de la DHFR inhibent sélectivement la DHFR de Plasmodium pour ne pas avoir
d’effets indésirable chez I’homme. Ils se fixent sur le site de I’enzyme et bloquent la synthéese
des bases pyrimidiques puis de ’ADN d’ou un arrét de la croissance du parasite.”>’>"® La
proguanil et la chlorproguanil sont des prodrogues qui se métabolisent en cycloguanil, un

inhibiteur de la DHFR tout comme la pyriméthamine.”

Les inhibiteurs de la DHPS sont des analogues structuraux de 1’acide p-aminobenzoique
(PABA) : ils entrent en compétitions avec celui-ci et inhibent I’action de la DHPS de

Plasmodium.5°73
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Figure 21 : roles de la DHPS et de la DHPR dans la synthése de I’ADN.
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e Les inhibiteurs du transport d'électrons dans les mitochondries parasitées :

Les antipaludiques de ce type sont des schizonticides. Ce type d’inhibiteur est actuellement

seulement représenté par I’atovaquone. C’est un analogue structural de 1’ubiquinone (ou

coenzyme Q) : acteur essentiel du transport d’électrons dans la chaine respiratoire (figure 22).

L’antipaludique va entrer en compétition avec la coenzyme Q et provoquer I’inhibition du

transport d’électrons jusqu’au complexe III (appelé également le complexe Cytochrome

bci).”>® Cette inhibition provoque 1’effondrement du potentiel de membrane de la

mitochondrie, qui entraine le blocage de la chaine respiratoire du parasite ainsi que 1’inhibition

d’enzymes liées au transport d’électrons dans la mitochondrie. La sélectivité toxique de

I’atovaquone pour la chaine respiratoire du parasite est basée sur les différences de structure

entre le coenzyme Q humain et parasitaire.
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Figure 22 : le transport d’électrons dans les mitochondries.
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e Les producteurs de radicaux libres :

Ce type d’antipaludiques concerne ’artémisinine et ses dérivés : ce sont des puissants

schizonticides sanguins et des gamétocytocides.’’""787

Le mécanisme d’action de I’artémisinine et de ses dérivés fait toujours débat (récapitulatif
des mécanismes d’action proposés figure 24) mais plusieurs éléments prouvent que les
médicaments a base d’artémisinine exercent leur action antipaludique par formation d’espéces
radicalaires via la rupture homolytique du pont endoperoxyde qui caractérise leur structure
(figure 23).2° Ces radicaux vont engendrer la formation d’espéces réactives de I’oxygéne (ROS)
et I’alkylation de protéines induisant finalement la mort cellulaire du parasite. Les ions ferreux

permettent la rupture homolytique mais la provenance de ces ions est sujette a débat.
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Figure 23 : activation des dérivés d’artémisinines par les ions ferreux (forme activée en violet).

La premiére hypothése proposée est que ce soit le fer de I’héme qui joue le role d’activateur
de la rupture homolytique.2>®2 En effet au stade ou le parasite est situé a I'intérieur des globules
rouges, lors du processus de détoxification de I’héme, des ions ferreux sont libérés. Ces ions
catalysent le clivage du fragment peroxy pour former des radicaux. Une seconde hypothése
propose que cette activation soit engendrée par les ions ferreux libres du cytosol du parasite®8*,
Tres certainement, le fer libre et le fer de I’héme agissent tous les deux dans I’activation de
I’artémisinine. Un autre mécanisme propose que le fer contenu dans la mitochondrie ait comme
role d’activer les dérivés d’artémisinine causant la production de ROS, entrainant la

dépolarisation de la membrane mitochondriale et le dysfonctionnement de la mitochondrie. 88

Des études suggerent également que I’artémisinine inhibe la pompe a calcium PfATP6 du

réticulum endoplasmique. Cette protéine est une ATPase, et est impliquée dans la régulation de
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I'homéostasie du calcium dans le parasite, essentielle a la survie de Plasmodium.8”8 Les

ATPases sont des cibles actuellement trés étudiées (chapitre 2).

Globules rouges infectés
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Vacuole digestive Mort
cellulaire

Inhibition de
PIATPO

Figure 24 : récapitulatifs des différents modes d’action de ’artémisinine (en violet, Art = Artémésinine,

Art-activée = forme de I’artémisinine radicalaire activée par le fer) proposés. &>
e Les antibiotiques :

La Tétracycline, la Doxycycline et la Clindamycine sont des schizonticides sanguins a

action lente sur toutes les espéces de Plasmodium.

Les tétracyclines (Tétracycline et Doxycycline) sont des antibiotiques a large spectre avec
une activité significative contre les protozoaires dont Plasmodium. Il a été démontré récemment
que ces antibiotiques agissent via divers mécanismes d'action, notamment l'inhibition de la
synthése protéique des mitochondries parasitées et le ciblage du métabolisme de 1’apicoplaste

du parasite.3%°

La Clindamycine est un antibiotique de la famille des lincosamides dont le mode d’action

chez Plasmodium n’est pas encore élucidé.®
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Méme s’il existe encore de nombreux débats et que la communauté scientifique poursuit
ses investigations sur les médicaments antipaludéens actuels, une meilleure comprehension de
leurs modes d’actions permettrait I’élaboration de nouveaux candidat-médicaments tout comme
la compréhension des phénomeénes de résistances qui deviennent le probleme majeur dans la

lutte contre le paludisme.
V- Les phénomeénes de résistances

Les phénomenes de résistances ne concernent pas seulement les antipaludéens mais aussi
les insecticides. En effet, que ce soit Plasmodium ou le vecteur Anopheles, ils se sont adaptés a
tous nos moyens de lutte. Pour poursuivre efficacement la lutte contre paludisme il nous faut
comprendre I’apparition et le développement de ces phénomenes de résistances afin de les

éviter.
IV-1. Phénomenes de résistances aux insecticides

Chronologiquement les insecticides ont été ajoutés a la liste de vecteur-contréle de la
malaria dans I’ordre suivant: les organochlorés et les organophosporés suivis par les
carbamates puis les pyréthrinoides et pour finir les néonicotinoides. Les résistances sont

apparues suivant la méme chronologie (figure 25).

L’efficacité anti-vectorielle est effectivement menacée par le développement de résistances
aux insecticides qui concerne toutes les principales espéces de vecteurs et toutes les classes
d’insecticides notamment les pyréthrinoides (longtemps préconisés par I’OMS).

Selon ’OMS, 73 pays ont signalé une résistance a au moins une des classes d’insecticides
(hormis les néonicotinoides) généralement utilisées entre 2010 et 2018, et 27 pays ont notifié
une résistance a toutes les classes d’insecticides. La résistance aux néonicotinoides n’a pas

encore eté évaluée, leur utilisation est encore trop récente.

Les moustiques Anopheles ont une importante biodiversité et il a été montré que tous les
moustiques s’adaptaient aux insecticides car aucune zone endémique ou proliférent ces
moustigques ne semble épargnée (figure 17). Les mécanismes de résistance aux insecticides sont

les moyens par lequel les insectes surmontent I'exposition a un insecticide.
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Figure 25 : géolocalisation (par périodes) des résistances aux 4 classes d’insecticides utilisées contre le
paludisme : les pyréthrinoides, les organochlorés, les organophosphorés et les carbamates.®?
Les différents types de résistances les plus observés a ce jour peuvent étre classés selon
leurs mécanismes (figure 26) : les résistances métaboliques, les résistances « target-site », les
résistances cuticulaires et les résistances comportementales. Ces mécanismes peuvent conférer

une résistance a une ou plusieurs classes d'insecticides.®
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Mécanismes d’action des résistances aux insecticides

Les résistances « target-site »
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Figure 26 : les différents phénomeénes de résistances aux insecticides.%*
e Les résistances métaboliques

Elles surviennent lorsque des enzymes internes des moustiques décomposent ou sequestrent
les molécules d'insecticide avant qu'elles ne puissent avoir un effet toxique.*® Ces enzymes font
parties des familles suivantes : les monooxygenase P450, les estérases et les gluthation-S-
transférases (GSTs). Ce type de résistances est observé avec toutes les classes d’insecticides
mais les monooxygenase P450 conferent plus particulierement des résistances aux
pyréthrinoides et carbamates ; les estérases plus particulierement aux organophoshates (et pas
aux DDT) ; et les gluthation-S-transférases (GSTs) seulement au DDT (I’organochloré utilisé

pour la lutte anti-vectorielle du paludisme).
e Les résistances « target-site »

La résistance au site cible se produit lorsqu'une mutation génetique a modifie le récepteur
protéique dans le moustique qu'un insecticide ciblait.%® En effet le moustique s’adapte en créant
des mutations génétiques ce qui bloque ou réduit 1’effet toxique de 1’insecticide. Des mutations
au sein du géne kdr réduisent la sensibilité de fixation des pyréthrinoides et du DDT aux canaux
sodiques. Les mutations  du géne  de I'acétylcholinestérase (appelée
Ace-1R-acétylcholinestérase insensible) conférent une résistance aux organophosphates et

carbamates.
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e Les résistances cuticulaires

La résistance cuticulaire, appelée également pénétration réduite, se produit lorsque
I'absorption d'insecticide dans un moustique est réduite en raison de changements dans la
cuticule externe de I'insecte : la couche de revétement externe d'épiderme est de ce fait plus
dure®®, Ce type de résistance peut réduire I'efficacité de divers insecticides et se produit

souvent en présence d'autres mécanismes de résistance.
e Les résistances comportementales

La résistance comportementale est définie par un changement dans lactivité des
moustiques : évitement des surfaces traitées a l'insecticide, changements dans les modes
d'alimentation, ... On sait relativement peu de choses sur I’étendue et I’impact de ce type de
résistance car aucune méthode n'a été établie pour détecter et signaler de tels changements.®®
L’apparition des résistances aux pyréthrinoides, longtemps préconisés par I’OMS dans la lutte
anti-vectorielle, a poussé les chercheurs a comprendre ces phénoménes de résistances
comportementales. Récemment Ingham et al. ont découvert une surexpression des genes chez
les moustique A.gambiae qui codent pour une famille de protéines chimiosensorielles, appelées

sensorielles protéines annexes (SAP), lorsqu’ils résistent aux pyréthrinoides.®*
IV-2. Phénomenes de chimiorésistances aux antipaludeens

Le concept de combinaison thérapeutique est basé sur 1’action potentielle synergique ou
additive de deux médicaments ou plus, dans le but d’améliorer ’efficacité et de retarder
’apparition de résistance aux antipaludeens utilises. Les CTA sont les combinaisons les plus
préconisées par I’OMS. Les dérivées d’artémisinine réduisent rapidement la charge parasitaire
mais ont une durée de vie courte dans I’organisme évitant ainsi 1’apparition de résistance. Ils
sont donc utilisés en combinaison avec des antipaludéens moins actifs mais ayant une durée de

vie plus longue afin d’éradiquer complétement la charge parasitaire.

Néanmoins, ces CTA sont déja confrontés a des phénomeénes de chimiorésistances, en effet,
les études de 2014 réalisé par WWARN (WorldWide Antimalarial Resistance Network)
concernant les résistances aux dérivés d’artémisinine montrent que celles-ci sont déja répandues

en Asie et plus particulierement en Asie du Sud-Est (figure 27).
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Figure 27 : localisation des résistances aux dérivées d’artémisinine.®

Avec le temps le parasite s’adapte aux médicaments les rendant moins efficaces. En
conséquence, 1’utilisation de certains antipaludéens a cessé ou est limitée a des situations
particulieres. Le parasite ayant développé des résistances a tous les antipaludiques et en
attendant de nouveaux médicaments plus efficaces, il faut lutter contre cette maladie via des
traitements congus avec notre arsenal thérapeutique actuel. Les traitements prescrits sont donc
adapteés selon la localisation géographique des résistances aux antipaludéens actuels. WWARN
est une plateforme collaborative générant des ressources innovantes et des preuves fiables pour
informer la communauté scientifique sur les facteurs affectant I'efficacité des médicaments
antipaludéens et propose des outils permettant de cartographier via WWARN explorer®” les

résistances a tous les antipaludéens actuels afin de les suivre.

Depuis I'isolement en 1820 de la quinine, la premiére molécule isolée pour un traitement
contre le paludisme, un certain nombre d'autres composés naturels et synthétiques a été
développé. La quinine isolée pour la premiére fois de I'écorce du quinquina (figure 28), a été
I'un des traitements les plus efficaces contre le paludisme a travers le temps. La résistance a été
signalée pour la premiére fois dans les années 80. A partir de 2006, la quinine n'est plus utilisée
comme traitement de premiere ligne contre le paludisme mais figure toujours sur la liste modele

des médicaments essentiels (MLEM) dans la lutte antipaludique de I’OMS.

Figure 28 : ’arbuste quinquina (Cinchona officinalis) et son écorce.
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La mépacrine (ou quinacrine), a été principalement utilisée tout au long de la Seconde
Guerre mondiale (figure 29) comme prophylaxie. Ce composé est un dérivé quinoléine et est
également un dérivé du bleu de méthylene, une autre molécule qui a été identifié¢e comme
antipaludéen en 1891. Le bleu de méthylene s'est révélé étre un traitement efficace contre le
paludisme par le passé mais son utilisation a diminué au cours du temps, a cause de certains de
ces effets secondaires. Néanmoins son intérét a été relancé : ce composé et ses dérivés font
I'objet d'un intérét actuel croissant. La mépacrine elle-méme n'est plus utilisée aujourd'hui en
raison du risque élevé d'effets secondaires indésirables comme la psychose toxique. Les
phénomenes de résistances n’ont pas été évalués sur cet antipaludéen car il a été utilisé en temps

de guerre et ces effets secondaires 1’ont éliminé de la liste des antipaludéens commercialisés.

€. \wyie SN DIDN'T
%ﬂ »n_ ol TAKE THER
QY B ATABRINE

Figure 29 : images de propagandes américaines durant la seconde guerre mondiale montrant que la lutte
contre la malaria est aussi un combat.

Au cours des années 40, la chloroquine a été utilisée pour traiter toutes les formes de
paludisme avec peu d'effets secondaires. Des les années 50 de nombreuses souches de parasites
ont développé une résistance a cet antipaludéen. La chloroquine figure encore aujourd’hui dans
la liste modéle des médicaments essentiels (MLEM) et elle est utilisée pour le traitement de P.
vivax dans les régions ou la résistance ne s'est pas encore développée. Un de ces analogues
I’hydroxychloroquine est apparue sur le marché (sous forme de sel de sulfate) aprés les
premieres résistances a la chloroquine. Elle aussi est dans la liste MLEM de ’OMS, et est

utilisée dans les régions ou la résistance ne s'est pas développée.
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Les tétracyclines (tétracycline et doxycycline) ont été découvertes au début des années
1940%. La Clindamycine a été utilisée a partir des années 60 d’abord pour le traitement
d’infections a bactéries anaérobies puis pour des maladies dues a des protozoaires.*® Ces trois
molécules sont des antibiotiques utilisés en combinaison thérapeutique ou en prophylaxie pour

limiter les phénomeénes de résistances dans les zones de multi-résistances.

L'amodiaquine a été synthétisée pour la premiere fois en 1948. Elle est principalement
utilisée pour le traitement du paludisme «simple » de P.falciparum en combinaison avec

d’autres antipaludéens.

La pipéraquine a été développée dans les années 1960 dans le Programme national chinois
d'élimination du paludisme. Initialement utilisé dans toute la Chine pour remplacer la
chloroquine, I’apparition de résistances a entrainé une diminution de son utilisation en
monothérapie. La pipéraquine est utilisée en combinaison avec notamment des deérives

d’arthémisinine en tant que CTA.

La pyronaridine a été synthétisée pour la premiére fois a 1’Institut des maladies parasitaires
chinoises. Elle a montré une efficacité contre les souches de Plasmodium résistantes a la
chloroquine et est utilisée depuis plus de 40 ans en combinaison avec des dérivés

d’arthémisinine en tant que CTA.

La méfloquine a été développée dans les années 70 par I’« Armée de Terre des Etats-Unis
» et fait encore partie des antipaludiques de la liste MLEM. Initialement introduite pour le
traitement du paludisme résistant a la chloroquine, elle a été utilisée a la fois comme
médicament curatif et prophylactique. La résistance a la méfloquine a été signalée pour la

premiére fois en 1986.

La proguanil est I’'un des premiers médicaments antipaludiques antifoliques découvert en
1945 mais c’est dans les années 2000 qu’elle s’est avérée tres efficace en combinaison avec

’atovaquone (médicament découvert en 1991 pour le traitement d’infections protozoaires).1%
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La primaquine a été synthétisée pour la premiére fois aux Etats-Unis pendant la guerre du
Pacifique (1941-1945)%. Active contre les formes hypnozoites, elle est encore actuellement
utilisée comme traitement de P.vivax et P.ovale notamment pour lutter contre les rechutes
induites par ces deux especes. La primaquine ne doit pas étre administrée aux femmes enceintes
et aux personnes déficientes en G6PD (glucose-6-phosphate déshydrogénase) pour éviter une
anémie hémolytique.

La pyriméthamine a été développée au début des années 1950, par G.Elion et G.Hitchings,
son développement leurs a permis d’obtenir le prix Nobel de médecine et physiologie en 1988.
Quant a la sulfadoxine, elle a été développée au début des années 1960 mais n’est plus utilisée
actuellement. La combinaison de pyriméthamine et de sulfadoxine a été approuvée pour une

utilisation pour le traitement du paludisme en 1981 et est encore couramment vendue.

L’halofantrine a été développée entre les années 1960 et 1970 et a été initialement utilisee
contre toutes les formes de Plasmodium. Son utilisation a diminué au fil du temps en raison
d’un certain nombre d'effets secondaires indésirables notamment des problémes de
cardiotoxicité. L'halofantrine est toujours utilisée aujourd'hui mais uniquement dans les cas ou
les patients sont exempts de maladie cardiaque et ou I'infection est due & des formes séveres de

paludisme difficile a traiter.

L'artémisinine a été isolée pour la premiere fois en 1971 d’Artemisia Annua. En 2015, le
prix Nobel de médecine et physiologie a notamment mis a I’honneur la Chinoise Youyou Tu
(figure 30), pour sa découverte de l'artémisinine.l%192 Justement, depuis 2005, I'OMS
recommande 1’utilisation de CTA comme traitement de premiére ligne contre les cas de
paludisme, et de retirer du marché les monothérapies a base uniquement de dérivés
d’artémisinine pour limiter les phénoménes de résistance. A ce jour il s’agit du meilleur

traitement disponible, en particulier pour le paludisme a P. falciparum.?

Figure 30 : Youyou Tu (prix Nobel de médecine et physiologie 2015) et Artemisia Annua (plante a 1’origine

de la découverte de I’artémisinine).
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La luméfantrine a d'abord été synthétisée en 1976 dans le cadre de la recherche
antipaludique chinoise pour le projet «Projet 523» qui a également abouti a la découverte de
I’artémisinine. Elle est actuellement utilisée en CTA et fait I’objet d’un projet pour une
la Ganaplacide (KAF156,

imidazolopiperazine en cours de développement par Novartis).1%

combinaison avec un potentiel nouveau antipaludéen,

Découverte pour la premiere fois en 1978, la tafénoquine est la derniere molécule a avoir
été approuvée'®, elle a été commercialisée en 2018.5>%* C’est un analogue de la primaquine
plus puissant et moins toxique. Cette molécule a été congue pour la prévention de rechute

induite par P.vivax.

L'idée de combiner le chlorproguanil avec la dapsone (un antibiotique) pour aboutir a la
combinaison appelée LapDap a émergé a I’issue d'études réalisées en Afrique de I'Est dans les
années 80.1% Malheureusement des résistances sont apparues rapidement aprés sa
commercialisation dans les années 2000. De plus des problémes de pharmacogénétiques

(glossaire p 238) ont été montrés depuis sa commercialisation, il a donc été retiré du marché.1%

Ce petit historique nous montre que notre arsenal thérapeutique est certes tres imposant
mais a des failles... Comme le résume la figure 311%, I’apparition de résistances tend a se

produire quelques années apres la commercialisation du médicament.

Quinine
Q
Artémisinine Halofantrine
HF ATV/PRG LapDap :
Proguanil Chlorproguanil et
PRG dapsone
‘ LD
19‘45 19’&0 19L5 1960 19|65 1970 19L5 19‘80 19‘85 1990 1995 2000 20‘0
LD-R
PRG-R
HF-R
ATV/PRG-R
Quinine
Q-R

Figure 31 : historique des introductions des antipaludiques (X) et des apparitions des résistances (X-R) de

P.falciparum.107

Les résistances aux antipaludéens sont importantes a comprendre afin de les éviter dans les
régions ou certains parasites ne les ont pas développées ou afin d’éviter de concevoir des

antipaludeens qui développeraient le méme type de résistances.
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Le phénotype de chimiorésistance est déterminé in vitro par la culture du parasite en
présence de médicament. 1l ne prédit pas nécessairement un échec thérapeutique
(particulierement chez les sujets ayant acquis une immunité) et inversement la chimiorésistance

n’est qu’une des causes possibles d’échec thérapeutique.'®

La résistance a un médicament se définit par un décalage vers la droite de la courbe

concentration-effet (figure 32).19%110 || existe différents schémas de résistance :

e Décalage de la courbe (B)
e Modification de I’effet maximum atteignable (C)

e Modification de la pente (D)

A
Emax

Emax réduit

Effet

Pente modifiée

Log concentration

Figure 32 : courbe concentration-effet pour différentes populations de parasite (A : parasites sensibles au
médicament ; B, C, D parasites résistants). Emax est I'effet maximum produit par le médicament et ECs est la

concentration qui produit 50% de I'effet maximum.
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Les parasites ont une grande variabilité génétique, source d’échappement immunitaire et de

chimiorésistance. L’émergence de résistances peut étre considérée en deux temps :
e FEtape 1:1’événement génétique qui produit le parasite mutant résistant.

Le nombre élevé de parasites infectant les humains fait que des mutations finissent par
apparaitre et par étre sélectionnées par la pression médicamenteuse. En supposant une
distribution égale des probabilités au cours du cycle de vie du parasite 1’événement génétique
a probablement lieu dans un seul parasite au moment du pic de I’infection. La probabilité de
sélection du parasite résistant dépend : du nombre de parasites exposés au médicament, de la
concentration en medicament a laquelle les parasites sont exposés, des propriétés
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques du médicament, du degré de résistance qui résulte
des modifications génétiques, du niveau de défense de 1’hdte (immunité spécifique ou non-
specifique) et de la présence simultanée d’un autre médicament antipaludéen auquel le parasite

n’est pas résistant (d’ou I’importance des combinaisons thérapeutiques).
e FEtape 2 : le processus qui conduit & la transmission et & la propagation de la résistance.

La résistance aux antipaludiques se propage chez les parasites du paludisme car elle confére
un avantage de survie en présence des antipaludiques et se traduit donc par une plus grande
probabilité de transmission pour les parasites résistants que pour les parasites sensibles aux

médicaments.

Les marqueurs génétiques de Plasmodium situés sur les sites cibles d’un antipaludique sont
importants pour le suivi de la résistance aux antipaludiques. En effet des études ont permis

d’associer des perturbations génétiques aux résistances aux antipaludiques.
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Les marqueurs génétiques connus et associes a la résistance aux antipaludiques actuels chez
P.falciparum et P.vivax sont!'112: PfCRT, PFMDR1 et PvMDR1,PfPLM2, PfMRP1, PIDHFR
et PvDHFR, PfDHPS et PvDHPS, PICYTB, PfNHE, et PfK13. Le tableau 4 résume les diverses

associations de ces marqueurs avec les antipaludiques.

Artémisinine PfK13, PIMDR1 inconnu
Dérivés Artésunate PfK13, PfIMDR1 inconnu
d’artémisinine Artéméther PfK13, PIMDR1 inconnu
Dyhydroartémisinine PfK13, PIMDR1 inconnu
Chloroquine PfCRT, PIMRP1 PVMDR1
4-Aminoquinolines Ar_nqdiaql_Jine PfCRT, PfIMDR1 !nconnu
piperaquine PfCRT, PfPLM2-3 inconnu
pyronaridine PfCRT, PIMRP1 inconnu
Quinine PICRT, PIMDRY1, inconnu

PfMRP1, PINHE
Amino alcool Méfloquine PfMDR1, PfMRP1 PvMDR1
Luméfantrine PICRT, PIMDRI, inconnu

PfMRP

Halofantrine PfCRT, PIMDR1 inconnu
Pyriméthamine PfDHFR PvDHFR
Antifolates Sulfadoxine PfDHPS PvDHPS
Proguanil PfDHFR inconnu
Naphthoquinone Atovaquone PICYTB inconnu

Tableau 4 : les marqueurs connus et associés a la résistance aux antipaludiques.
e Le transporteur de résistance a la chloroquine de P. falciparum (PfCRT) :

La résistance a divers antipaludiques, tous inhibiteurs de la cristallisation de 1’héme, a été
associée a des mutations dans la cavité centrale du transporteur PfCRT. 111112113 pfCRT est un
transporteur membranaire de la vacuole alimentaire (site de la cristallisation de I’héme) membre
de la superfamille de transporteur de médicament/métabolite. Les mutations du géne PfCRT
(codant pour ce transporteur) peuvent influencer les propriétés de sa cavité : le transport du

médicament jusqu’a la vacuole digestive est empéché et le parasite devient alors résistant.
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e Le gene de la protéine multirésistance 1 de P. falciparum ou P. vivax (PfTMDR1 ou
PVMDRL1) :

La résistance a divers antipaludiques, dérivés quinoléiques, dérivés d’alcool d’acides
aminés et dérivés d’artémisinine, a été associée aux marqueurs PfIMDR1 chez P.falciparum ou
PVMDR1 chez P.ivax'**, La protéine MDR1 est une pompe ATP-dépendante
transmembranaire assurant le transport de solutés a travers la membrane de la vacuole digestive.
La mutation et la surexpression du géne Pfmdrl (ou Pvmdrl) codant pour cette protéine ont été
associées a la résistance aux médicaments antipaludiques, en particulier aux médicaments

hydrophobes.
e Les plasmepsines PfPLM2-3 :

Les plasmepsines PfPLM2-3 sont des protéases qui digérent I'hémoglobine. La résistance a
la pipéraquine a été trés fortement associée a la surexpression des génes Pfplm2-3 codant pour

ces protéases.t®
e Les protéines associées a la multirésistance PfIMRP1.:

La protéine MRP1 appartient a la famille des ABC (ATP-binding cassette). Les mutations
du gene Pfmrpl codant pour cette molécule ont montré une diminution de la sensibilité de

certains antipaludiques les rendant moins efficaces.*

e Les genes codant pour la dihydrofolate réductase (DHFR) et la dihydropteroate synthase
(DHPS) :

Différents antipaludiques sont des inhibiteurs de la DHFR et de la DHPS notamment des
antifolates (voir partie 111-3.2.). La résistance du parasite a ce type d’antipaludiques est due aux
mutations des génes dhfr et dhps codant pour ces deux protéines'’ : en effet les antipaludiques

n’arrivent plus a inhiber les protéines mutées.
e Le gene codant pour PfCytB marqueur de la résistance a I’atovaquone :

Situe sur le génome mitochondrial le géne PfCytB code pour le complexe mitochondrial du
cytochrome B, impliqué dans le transport d'électrons dans la mitochondrie et qui est la cible de
I'atovaquone. La mutation de ce géne diminue fortement la sensibilité a I'atovaquone ce qui

confére au parasite une résistance a cet antipaludique.*8
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e Le gene codant pour PfNHE :

Le géne PINHE code la protéine putative d'échangeur sodium-hydrogene PfNHE qui est
impliquée dans I'noméostasie du parasite en augmentant le pH cytosolique et en compensant
I'acidose causée par la glycolyse anaérobie. La quinine est une base faible monoprotique qui
s'accumule dans I'environnement a faible pH dans la vacuole digestive du parasite. Pour résister

a la quinine il a été montré que le parasite peut sous-exprimer Pfnhe.!®

e Le géne codant pour PfK13, principal marqueur de la résistance aux dérives

d’artémisinine :

La protéine PfK13 est essentielle au développement du parasite lors de la phase
érythrocytaire mais sa fonction n'est pas connue'?. Le géne parasite pfkelch13 (K13) codant
pour cette protéine est le principal marqueur de résistance a l'artémisinine.”®121122 Des études
ont montrées que la résistance a I’artémisinine et ses dérivés se caractérise par une clairance

parasitaire ralentie. Cette clairance lente a été associée aux changements génétiques de PfK13.

Actuellement les mutations de K13 ont été surtout recensées en Asie et plus

particulierement en Asie du Sud-Est (figure 33).
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Figure 33 : prévalence des mutations K13 entre 2010 et 2020 établie par WWARN.?
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V- Conclusion du chapitre

Malgré des moyens de lutte anti-vectorielle et un arsenal thérapeutique importants, les
phénomenes de résistance a tous les insecticides et a tous nos antipaludéens actuels menacent

la lutte mondiale contre le paludisme.

Il devient donc urgent de proposer de nouvelles alternatives médicamenteuses aux

modes d’action originaux.
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I- Développer un nouvel antipaludéen
I-1. Généralités

L’OMS et Medicines for Malaria Venture (MMV) jouent un réle important dans la lutte

antipaludéenne.

Le programme mondial de lutte antipaludique de ’OMS coordonne les activités menées au

niveau mondial pour lutter contre le paludisme et 1’¢liminer.

La Medecine for Malaria Venture (MMV) est un partenariat public-privé a but non lucratif
crée en 1999 dans le but d’éradiquer la malaria en accélérant la découverte, le développement
et la délivrance de nouveaux antipaludéens efficaces et abordables pour tous.?* Ce partenariat
a mis a disposition de la communauté scientifique la « Malaria Box » : un trésor de 400
composés ayant une activité antipaludique, disponible jusqu'en décembre 2015. Cette « Malaria
Box » a ensuite fait place a la « Pathogen Box », qui renferme des composés destinés a lutter
contre diverses maladies infectieuses négligés. Récemment en janvier 2019 la « Pandemic
Response Box » et la « COVID Box » ont vu le jour. En effet MMV étend ses activités afin de
favoriser de nouvelles recherches sur de nouveaux traitements pour faire face aux menaces qui
concernent I’ensemble de la population mondiale. L’émergence de nouvelles maladies ces
derniéres annees telles que Ebola, Zika (transmis par le moustique du genre Aedes),
chikungunya (transmis par moustique tigre : Aedes albopictus ou du moustique Aedes aegypti),
coronavirus... a montré comment une maladie pour laquelle les connaissances sont peu
avanceées peut devenir une urgence sanitaire mondiale. C’est pourquoi la MMV, évolue mais
ne perd pas son objectif principal qui est d’éradiquer la malaria. Pour cela elle a également
lancé un nouveau programme open source de découverte de médicaments appelé « Malaria
Libre », ceci afin de susciter la découverte de médicaments antipaludiques en exploitant les
études et I’apport de résultats des participants du monde entier, et en fournissant des données

immédiatement accessibles.
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La Malaria Box rassemble 400 composés possédant une activité contre le stade sanguin de
P. falciparum et n'ayant aucune toxicité notable pour I'Homme. Ces composés ont été
sélectionnés par criblages phénotypiques (glossaire p 238) sur différentes souches de P.
falciparum parmi les bibliothéques de molécules de St. Jude Children's Research Hospital (TN,
USA), Novartis et GlaxoSmithKline. Cette sélection (procédure de sélections figure 34) a éte
réalisée afin d’obtenir une large diversité structurelle, des propriétés physicochimiques pouvant
permettre une absorption par voie orale et une présence minimale de toxicophores (glossaire p
238). Malheureusement, le mode d’action de ces composés n’est pas connu, et un énorme travail

d’identification des cibles thérapeutiques reste encore a fournir.

~ 20,000 hits
d’antipaludéens dans le
domaine public

a
XN
@,

Utilisable pour
ingestion orale ?

Disponible
commercialement ?

chémotypes
« Probe-like »

5000 hits
accessible

chémotypes
« Drug-like »

e-molecules.com

Diversité
chimique

200 chémotypes
« Probe-like »

~ 600
divers
COMpOosés

Ensemble de\ Tests de confirmation
composés
actifs

Sélection finale

200 chémotypes
« Drug-like »

Sélection par des
chimistes médicinaux

expérimentés ECsp <4 uM
cytotoxicité : CCsp HEK-293

Sélectivité : CCsp/EC5p> 10

activité P.falciparum 3D7 :

Figure 34 : procédure de sélection des composés de la « Malaria Box ».1%

Cette Malaria Box a été mise a la disposition de la communauté scientifique mondiale par
Medicine for Malaria Venture (MMV). La communauté scientifique, et plus particulierement
les biologistes, ont acces a ces composeés afin de les étudier et de notamment comprendre leur
mode d’action. Ce trésor de composés est ¢également une source d’inspiration pour les chimistes
médicinaux : ils peuvent étre utilisés comme point de départ pour des études d’optimisation et
sont considérés comme des « hits » trés intéressants. Il est demandé en retour aux utilisateurs
de Malaria Box, que les données résultantes soient publiées et placées dans le domaine public

pour aider a poursuivre la recherche dans les meilleures conditions.
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Selon les recommandations de I’'OMS et MMV, les agents antipaludéens de nouvelle

génération doivent répondre a un cahier des charges trés précist?®127 :
1) étre a action rapide,
2) posséder une activité biologique contre plusieurs stades du cycle de vie du parasite,
2) éliminer la parasitémie du stade sanguin,
3) étre actifs contre les hypnozoites (responsables de « rechutes »),
4) posséder une activité contre les schizontes hépatiques,
5) bloquer la transmission en ciblant les gamétocytes du parasite,
6) bloquer la transmission en ciblant le cycle sporogonique (phase dans 1’anophéle).

Ce cahier des charges évolue afin de proposer le plan d’action le plus adapté pour éradiquer
le paludisme en mettant au point des médicaments administrables par voie orale, sdrs et tolérés
par les populations vulnérables notamment les femmes enceintes et les jeunes enfants. Les
populations exposées a la malaria étant situées dans des zones dites économigquement pauvres,
il est d’autant plus important d’élaborer des traitements peu couteux et trés facilement

administrables par voie orale.
I-2. Etat de ’avancée concernant la recherche d’antipaludéens

Les dernieres avancés et découvertes concernant la recherche d’antipaludéens vont étre
présentées afin de comprendre et situer ou en est la lutte contre le paludisme. Les nouvelles
cibles thérapeutiques impliquées dans ces découvertes seront détaillées et explicitées dans la

partie 1-3.

L’avancement des projets soutenus par la MMV est représenté figure 35. De nouvelles
combinaisons thérapeutiques d’antipaludéens déja connus ont été approuvées pour I’application

a des cas de paludisme simples a sévéres.%®
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Figure 35 : vue d’ensemble des projets soutenus par la MMV en 20211%

Parmi ces projets, trois molécules/combinaisons de molécules font 1’objet d’études

exploratoires sur des patients (figure 36) 1% ; il s’agit de :

e laferroquine, un analogue de la chloroquine qui présente une longue durée d'exposition
dans le plasma.

e La ganaplacide combinée a la luméfantrine. La ganaplacide, qui possede un nouveau

mode d’action qui n’est pas encore déterminé ; elle permet une destruction rapide des

parasites, posséde une activité de blocage de la transmission et un potentiel de

prophylaxie.
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e la cipargamine, qui posséde un nouveau mode d’action : ¢’est un inhibiteur de PfATP4
qui permet une destruction rapide des parasites ; elle possede également une activité de

blocage de la transmission.

0
HN N HQN\)LNXFN . s
A | NG F (M cl
) Fe NH Luméfantrine " @
Cl N @ Q cl ” N
H
F

o]

Cipargamine
Ferroquine Ganaplacide

Figure 36 : structure des 3 molécules/combinaisons de molécules qui font I’objet d’études exploratoires sur
des patients

Certaines molécules utilisées pour le traitement d’autres maladies ont montré des activités
antipaludiques et sont actuellement en phases clinique (figure 37).1% Le bleu de méthyléne
initialement utilisé pour le traitement de la méthémoglobinémie posséde un 1Cso moyen (sur 20
souches de P.falciparum) de 4nM ?° avec un mode d’action similaire & la chloroquine mais
moins enclins a de potentielles résistances. L’ antibiotique fosmidomycin, un inhibiteur de la
biosynthése de I’isoprénoide et plus particulierement de la DXP reductoisomerase possede un
ICso allant de 1,2 & 300 nM en fonction de la souche de Plasmodium falciparum testée.!® Le
rosiglitazone, initialement utilisé pour le traitement contre le diabete, est actuellement en essai
clinique pour le traitement du paludisme sévére chez I’enfant.’3! Une triple combinaison de
I’artémisinine, la pipéraquine et I’imatinib (utilisé contre le cancer) est a I’étude afin de
minimiser les phénoménes de résistances.’®* Une autre combinaison associant
atovaquone/proguanil avec un autre médicament déja connu pour le traitement de la
drépanocytose (sevuparin) est également a 1’étude pour le traitement de P. falciparum non

sévere, 138

N
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Figure 37 : structure des molécules pour le traitement d’autres maladies en court d’essais cliniques pour le

traitement contre le paludisme. Entre parenthése : traitement original.
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De plus, plusieurs molécules issues de I’optimisation de H2L (Hit vers Lead) sont en étude

a différents stades.'?® Les structures de certaines molécules au stade préclinique ainsi que leurs

propriétés sont résumées figure 38 (liste non-exhaustive).
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Figure 38 : molécules en phase préclinique

M5717 a été développé en 2015 par une équipe dirigée par la « Drug Discovery Unit »

(DDU) a Dundee et a montré une puissante activité contre plusieurs stades du parasite via un

nouveau mécanisme d’action. Cette molécule inhibe le facteur d'élongation de la traduction 2

PfeEF2 essentiel a la synthése de protéines dans le cytoplasme des cellules de parasite.

MMV253 développé également en 2015, par AstraZeneca, inhibe une autre nouvelle cible

thérapeutique PFATP4. UCT943 a été identifié en 2016 par une équipe de I’Université de Cape

Town en Afrique du Sud et inhibe la kinase PfP14K. Cependant, du fait de sa toxicité, elle n’a

pas passé le stade préclinique. Les benzoxaboroles ont été découverts en 2010 par Anacor

Pharmaceuticals, mais ¢’est en 2017 que le meilleur lead concernant ce type de molécules a été
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identifié et il s’agit de AN13762 dont la cible CPSF3 a été récemment découverte en 2020.13
AN13762 montre d’excellents résultats in vitro et in vivo contre plusieurs stades du cycle de
vie du parasite. Il se caractérise par une action rapide et les premiers essais cliniques sont a ce
stade tres prometteurs. En 2017, également, une équipe de I'universit¢é de Heidelberg a
développé SC83288 une molécule elle aussi trés prometteuse dont le mode d’action n’est pas
connu. En 2010, DesignMedix a développés DM1157 une « chloroquine inversée » possédant
le méme mode d’action que la chloroquine mais qui est congue pour surmonter les résistances

a la chloroquine. A ce stade des essais clinique, DM1157 montre un bon potentiel.

Bien d’autres molécules sont en cours de développement et de nouvelles recherches contre

la malaria sont primordiales afin d’éradiquer cette maladie.
I-3. Les nouvelles cibles thérapeutiques

Pour surmonter la résistance aux médicaments développée par le parasite, l'identification de
nouvelles cibles chez le parasite et la synthése de nouveaux antipaludéens, sont essentielles.®®
Nous venons de voir que des molécules prometteuses issues de criblage phénotypique pour la

plupart, ciblent de nouvelles protéines d’intéréts.

Du fait de leur récente découverte certaines de ces cibles thérapeutiques font 1’objet de

nombreuses investigations.

Les différentes nouvelles cibles thérapeutiques vont étre présentées en détail dans les parties
I-3.aal-3.k.
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I-3.a. Les protéases

De nombreuses protéases ont montré des réles critiques a divers stades du cycle de vie du
parasite, notamment lors du cycle érythrocytaire de Plasmodium (figure 39 et tableau 5). De
plus un certain nombre de protéases parasitaires sont impliquées dans les processus

métaboliques et la régulation du cycle cellulaire chez le parasite (tableau 5).1*°

Protéases impliquées dans le phénomeéne qui permet = T 5 g z
aux parasites de sortir des érythrocytes Protéases impliquées dans l'invasion érythrocytaire

par les Mérozoites
Resnses @ 'O Meérozoites
Schlzontes @
Trophozoites immatures
ou anneaux

""’°Ph°l°'tes . Protéases impliquées dans la digestion de
matures

I'hémoglobine
\@ /

Figure 39 : r6les des protéases a divers stades sanguins lors du cycle érythrocytaire de Plasmodium.

Plasmepsine-1 Hémoglobinase : initie le clivage de
Plasmepsine-2 | 'hémoglobine dans la vacuole digestive
Protéase i
aspartique Plasmepsine-4
Protéine Hemoglobinase de la vacuole digestive
histo-aspartique
Ealcipaine 2 Hémoglobinase de la vacuole digestive
Protéase a P (active au stade trophozoite précoce)
Déaradati cystéine Falcioaine 3 Hémoglobinase de la vacuole digestive
egrgea on P (active au stade trophozoite tardif)
I'hémoglobine Hémoglobinase de la vacuole digestive
Ealcilvsine (hydrolyse de fragments peptidiques
y générés par les protéases a cystéine et
Métallo aspartique)
protéase _Alanyl
aminopeptidase _ o
M1 Hydrolyse des peptides généreés par la
_ dégradation de I'némoglobine; essentiel
Leucine pour la croissance des parasites
Aminopeptidase
M17
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Protéase Plasmensine 2 Digestion in vitro de la spectrine, de la
aspartique P protéine 4.1 et de I'actine (rdle probable
. dans la dégradation du cytosquelette des

Falcipaine 2 globules rouges)

Sortie SERAS Sortie des ,mer(_)zo'l'tes des _globules rouges
(Egress) du Protéase a (mécanisme exact inconnu)
parasite des cystéine Mutation de la cystéine et blocage du
erytrocytes SERAG traitement par PfSUB1 qui est létal pour

le parasite (role probable dans la sortie)
DPAP3 Réle probable dans la maturation PISUB1
Protéase a PISUBL Meédiation de I'évacuation qui provoque la
sérine maturation de SERAS et SERAG
Processus primaire du
PISUBL complexe MSP1
Processus secondaire du
) L PfSUB2 complexe MSP1 et
, InvaS|on_ Pro/te_ase a processus de AMAL
érythrocytaire serine _ _ i
PFROML1 Clivage intramembranaire de
'AMA1
Clivage intramembranaire
. ClpQ Substrat exact inconnu
Protéase a Srotéase d
Thréonine rotéase de processus . . :
stromale (SPP) Clivage du peptide de transit
Metgllo Falcilysine Dégradation du_ peptide de
Autre protéase transit
rocessus 53e 2
Fc)ellulaire Prgg?ﬁ]s: a ClpP Substrat exact inconnu
Peptidase . .
signal SSP Clivage du peptide signal
Protease Plasmepsine V Clivage du motif PEXEL
aspartique

Tableau 5 : r6le des protéases dans le développement des stades parasitaires de P. falciparum.

I-3.b. Le protéasome

135

Le protéasome est un complexe protéolytique majeur responsable de la dégradation et du

recyclage des protéines : il joue un réle important dans le contréle de la qualité des protéines

intracellulaires. Le protéasome fait partie du systeme ubiquitine-protéasome (UPS), qui gére la

protéostasie dans la cellule.

Chez Plasmodium, des études révélent un role essentiel du protéasome lors des stades

hépatique et sanguin, mais également lors de la transmission.
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La fonction de ’'UPS de Plasmodium est encore en cours d’étude, et la compréhension de

sa biochimie pourrait permettre la découverte de nouveaux médicaments antipaludiques.
I-3.c. Les protéines kinases

Les Protéines eucaryotes Kinases (ePK) sont des enzymes qui activent I'activité biologique
des protéines par phosphorylation d'acides aminés spécifiques. Elles jouent un réle important

dans la croissance du parasite Plasmodium.**’

Il a été observé que les ePK du parasite affichent une profonde divergence structurelle et
fonctionnelle par rapport & leur homologue chez leurs hotes vertébrés, ce qui suggéere que leur

inhibition spécifique est envisageable.!¥713
I-3.d. Shikimate pathway

La « Shikimate pathway » est une voie métabolique absente chez I'homme, elle est
responsable de la production du chorismate. On suppose que le chorismate est un précurseur
dans la synthése de l'acide p-aminobenzoique (biosynthése des folates), de I'acide p-
hydroxybenzoique (biosynthése de I'ubiquinone), de la ménaquinone et des acides aminés

aromatiques.

La « Shikimate pathway » en tant que cible médicamenteuse est a ce jour discutée car la

dépendance métabolique du chorismate chez P. falciparum reste incertaine.®
I-3.e. La voie de transport des protéines

L’apicoplaste du parasite permet le transport de protéines.**® Lorsque ce transport est inhibé,
le parasite n’est plus en mesure de mener a bien 1’acheminement des nutriments et la
cytoadhérence aux globules rouges, deux processus essentiels a sa survie. Cette voie de

transport semble étre une bonne cible pour concevoir des antipaludéens.

L’apicoplaste dans sa globalité est considéré comme une bonne cible médicamenteuse, bien
que les inhibiteurs avérés ne semblent pas I’inhiber sélectivement (ils inhibent également
d’autres cibles). En effet, il a été€ constaté que cet organite est essentiel a la survie du parasite a

divers stades de son cycle de vie.!*
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I-3.f. Les nouvelles voies de perméabilité (NPPs)

Plasmodium passe une partie de son cycle de vie complexe dans les globules rouges d'un
héte humain. Ce parasite modifie notamment la perméabilité de la membrane plasmique des
globules rouges. L'augmentation de cette perméabilité est due a I'induction de nouvelles voies

de perméabilité (NPP) essentielles a la survie des parasites.

Les NPP sont principalement des canaux sélectifs anioniques, et bien que montrant une
préférence pour les anions, les NPP permettent également le transport de solutés a la fois
électro-neutres (par exemple le glucose) et cationiques (par exemple les ions Na* et K*). Les
NPP ont une préférence pour les solutés organiques hydrophobes par rapport aux solutes
hydrophiles et ne font pas de distinction entre les formes énantioméres d'un soluté. A I'neure
actuelle, le mécanisme exact n’est pas entierement élucidé, de nombreuses études sont en cours
afin de mieux comprendre les NPP. Néanmoins, il a été constaté des différences entre les NPP
des parasites et celles des cellules hdtes humaines, ce qui suggere que les NPP présentent un

bon potentiel en tant que cibles médicamenteuses sélectives.
I-3.g. La voie de la glycolyse

Le parasite du paludisme, comme tout autre organisme vivant, nécessite un apport constant
en glucose. Une quantité élevée de glucose est nécessaire pour générer suffisamment d'ATP
pour permettre une réplication rapide des parasites érythrocytaires. Plasmodium n'a pas de
mécanisme pour générer son propre glucose et dépend donc de I'hdte humain qui en génere.
L'absorption de glucose chez le parasite est médiée par un transporteur de glucose connu sous
le nom de P. falciparum Hexose Transporter (PfHT). Ce transporteur est significativement
différent du transporteur de glucose chez I'hdte humain, de ce fait son inhibition semble étre

une bonne stratégie de traitement du paludisme.*
I-3.h. Les ATPases de type P

L'ATPase de type P est un transporteur membranaire responsable du transport des cations.
Cette superfamille de transporteurs de cations transporte sélectivement des cations tels que H*,
Na*, K*, Zn?" et Cu?" & travers les membranes biologiques. Le maintien d’un bon équilibre
électrochimique a travers la membrane (phénomeéne appelée I'homéostasie ionique) est essentiel
a la survie de Plasmodium. De ce fait les inhibiteurs des ATPases sont de bonnes cibles

thérapeutiques puisque leurs inhibitions empécheraient le maintien de cet équilibre.
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Une ATPase de ce type, PTATP4, a récemment été étudiée comme cible thérapeutique
potentielle dans le traitement du paludisme'**, PfATP4 est une pompe a efflux de Na*. Sa
mutation s'est révélée conférer une résistance a un nombre croissant de nouveaux coOmposes
antipaludiques notamment un certain nombre de molécules de la « MalariaBox »'*°. Certaines
études de résistances/modes d’action sur de potentiels antipaludéens ont convergé vers PTATPA4.
Ces potentiels antipaludéens sont efficaces a différents stades sanguins du parasite et
appartiennent a différentes classes de molécules. Ces convergences ne sont pas encore
clairement expliquées, néanmoins actuellement les études concernant PFATP4 montrent que
cette ATPase est essentielle, pharmacologiquement accessible et représente donc une cible trés

intéressante pour le développement de nouveaux médicaments.1#*
I-3.i. La biosynthese des purines et des pyrimidines

A tous les stades du cycle de vie, le parasite a besoin de purines pour la synthése d'ARN et
d’ADN dont les précurseurs sont dérivés des purines et des pyrimidines. Dans le chapitre 1,
DHFR et de DHPS, enzymes essentielles dans la biosynthese des bases purines et pyrimidines,

ont été présentées comme cibles de certains antipaludiques actuels.

Il a été remarqué que chez Plasmodium la source de purine repose sur 1’absorption des
purines de 1'hdte humain plutdt que sur l'auto-biosynthése. Et le parasite se sert de quatre
transporteurs ENT 246 pour absorber la purine de I’hdte humain, faisant de ces transporteur des
cibles potentielles pour le développement d’antipaludéens. Le principal transporteur chez
P.falciparum est PFENT1.

Le parasite est capable de fournir sa propre pyrimidine contrairement a la purine qui vient
de I’hote. Pour cibler cette voie de synthese des pyrimidines, une enzyme dépendante du
mononucléotide flavine appelée dihydroorotate déshydrogénase (DHODH) suscite 1’attention,

et I’efficacité de son inhibition sur Plasmodium a déja été démontrée 147,148,149
I-3.j. La biosynthese des isoprénoides

Les isoprénoides sont nécessaires pour de nombreux processus cellulaires notamment chez
Plasmodium. La voie du phosphate de meéthylérythritol (MEP) de la biosynthese des
isoprénoides (figure 40) est une voie validée mais encore trop inexploitée comme cible
médicamenteuse. Chez P. falciparum, les enzymes de la voie MEP sont localisées sur les
apicoplastes.’® Les études de cette voie suggérent qu’elle est indispensable lors des stades

hépatique et érythrocytaire du cycle de vie de Plasmodium.®

63



De plus cette voie de biosynthése n’existe pas chez I’hdte humain. L’Homme emploie une

voie différente afin de synthétiser des isoprénoides appelée voie du mévalonate.

Voie MEP (Plasmodium) Voie du mévalonate (Homme)

i H 4 o ﬁ OH i 11
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Figure 40 : biosynthése d’isoprémoides par la voie MEP (chez Plasmodium) ou par la voie du mévalonate (chez

1’Homme)
I-3.k. La biosynthése de la membrane parasitaire

Les phospholipides sont les composants essentiels des membranes parasitaires qui
enveloppent divers organites et composants subcellulaires du parasite. L’un des compartiments
que la membrane renferme est la vacuole parasitophore, qui sert a protéger le parasite du
systéme de défense de I’hote.*>? En inhibant les enzymes impliquées dans la voie de biosynthése

des phospholipides, la formation de la membrane est interrompue ce qui empéche la survie du
parasite.!>
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I-4. Récapitulatif des cibles thérapeutiques

Nous venons de voir qu’il existe beaucoup de cibles thérapeutiques permettant de contrer
le paludisme. Un récapitulatif des différents stades a viser permet de comprendre les différentes

stratégies a envisager, de plus le schéma récapitulatif ou figure la localisation dans la cellule du

parasite des cibles thérapeutiques connues permet de visualiser toutes les cibles (figure 41).

Mitochondrie Membrane plasmique
Le complexe Cytochrome bc 1 5 5
o o Contamination par Plasmodium DHPR etpDHPSy La biosynthese de la membrane
®e @ Multiplication La biosynthése des pyrimidines Les nouvelles voies de perméabilité
dans le foie
X Apicoplaste
£ La biosynthese de I'isoprénoide
°°\ La voie de transport des protéines
P \
o 2,
P {
Multiplication (o) ==
dans les &5
‘\ glodulgs rouges J =
0 99 R
: « Vacuole digestive
) La détoxification de I’hémoglobine
La production de ROS
1. Prévention Cytosol Les protéases
. . 2400 Le protéasome
2. Thérapie Shikimate pathway
3. Blocage de la transmissiom Les protéines kinases . Transporteurs
Noyau La voie de la glycolyse
Les ATPases de type P
La biosynthése des purines

Figure 41 : interventions stratégiques au niveau du cycle du parasite, les différentes cibles connues et leur

localisation dans le parasite.
I-5. Développement de médicaments « multi-targets ».

Un domaine de recherche récent réside dans le développement de medicaments « multi-
targets » ciblant plusieurs cibles thérapeutiques. Cette tache peut étre parfois complexe mais

confere une meilleure efficacité et pourrait éviter 1’apparition de phénomenes de résistance.

Un des concepts pour développer des antipaludiques multi-cibles est le concept « Hybrid
design ».561%* 11 permet d’élaborer des hybrides a partir d’antipaludiques dont on connait les
cibles thérapeutiques soit par utilisation des antipaludéens existants soit par utilisation des
molécules issues de criblage. Il repose sur la création d’une seule entité médicamenteuse
contenant plusieurs pharmacophores. Les deux squelettes les plus couramment utiliseés lors de
I’¢laboration de tels hybrides sont les quinoléines et la partie thérapeutique de 1’artémisinine :

le pont endoperoxyde.

Une étude de Walsh et al **° a montré qu’il était possible de créer un hybride a partir de
dérivés quinoléiques et d’artémisinine, et d’utiliser un espaceur qui va pouvoir permettre aux
différentes fractions libérées apres clivage d’exercer leur activité antipaludique respective. Puis
Lombard et al 1% ont élaboré des hybrides-diméres pour encore améliorer les profils physico-
chimiques et pharmacocinétiques de ce type d hybrides (figure 42).
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Figure 42 : exemples d’hybrides multi-Cibles congus a partir de dérivés quinoléines et d’artémisinine.

Le développement de nouvelles générations d’antipaludéens progresse, il est important, a

ce stade, que chimistes et biologistes partagent leurs connaissances et travaillent ensemble. Le

criblage de molécules, la chimie computationnelle assistée par ordinateur et les experts en data

science ont également un rdle important afin d’entreprendre des projets qui nous permettrons,

a terme, d’éradiquer cette maladie.

I1- Présentation du projet

Notre équipe a pour projet de mettre au point un composé phare en gardant a 1’esprit

I’objectif de proposer un candidat medicament administrable par voie orale et abordable pour

tous.

66



Pour mener a bien ce projet, initié en 2015, un partenariat multidisciplinaire a été créé au
fil des années avec le laboratoire Molécules de Communication et Adaptation des
Micro-organismes (MCAM) et plus particuliérement 1’équipe du Pr. Isabelle Florent (Muséum
National d’Histoire Naturelle, UMR CNRS 7245 - MNHN, Paris) et le Dr J.L. Vazquez lbar
du Laboratoire des Protéines et Systemes Membranaires (LPSM) de I’Institut de Biologie
Intégrative de la Cellule (12BC, UMR CNRS 9198, Gif-sur-Yvette).

L’objectif n’est pas d’obtenir une molécule avec la meilleure activité biologique (ICsp,
ECso0) mais de parvenir a celle qui présentera le meilleur compromis entre activité, sélectivité
et certaines propriétés ADME-Tox (hydrosolubilité, stabilité métabolique, toxicité,
perméabilité membranaire...). Le choix final de la (des) molécule(s) a tester et de la dose
reposera sur des études de toxicité aigué (MTD : Maximum Tolerated Dose et MTTD :

maximum tolerated toxic dose) et de biodisponibilité chez 1’animal (figure 43).

Solubilité thermodynamique > 60 pg/mlL

PPB : Fu>> 1%
Permeéabilité : P,>1.10-6 co/s

Efficacité dumédicament :
EC,5,< 10 nM

Sélectivité : . By
MRC-5 : EC5p>> 1 pM Lipophilie : clogP < 3
Stabilité métabolique:
Propriétés Cliy <2 mL/min/g

Figure 43 : équilibre des différents paramétres a prendre en compte pour développer un bon médicament ; PPB :
Plasma Protein Binding (Liaison aux protéines plasmatiques), Fu : Fraction undbound (fraction non liée), MTD :
Maximum Tolerated Dose (dose maximal tolérée), Cliy : clairance intrinseque.

En explorant les données de la Malaria Box, en les visualisant & 1’aide du logiciel
DataWarrior et avec des criteres de sélection bien précis (ECso < 500 nM, clogP < 3, simplicité
et rapidité de synthése), I’équipe a sélectionné une série de molécules possédant un cceur
quinazolinedione (Tableau 6), qui présente des activités antipaludéennes intéressantes sur de

multiples stades du cycle de vie de Plasmodium.
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Activité

Stade sanguin
asexuét®’

P. falciparum

souches : 3D7,

K1, W2, Dd2,
FCR3 (ECso)

antiplasmodiale

Stade sexué'®®-
162

P. falciparum

gameétocytes

précoces et tardifs

Stade
hépatique 17163
P. berghei %
d'infection /
contréle @ 5 uM

Ookinete!®*
P. berghei
développement
ookinete ICsp
(nM)

Toxicité®’

MRC-5 ECy

Inhibition
hERG
(% @ 11 pM)

In vitro
ADMEY’

Solubilité
cinétique
(>20 uM @ pH
7.4)

PPB humain
(fraction liee)

PK157
(souris,PO, dose
140 pmol/kg)

Cmax (> 1 M)

Tmax (h)

AUCo-7 (> 12
h.uM)

MRTo-7 (h)

CLL 0

MMV665916

Actif (51%)

Tableau 6 : profil pharmacologique de MMV665916, MMV019066 et MMV665878 (voir annexe p 229
pour le descriptif des différentes souches).

Un autre point important est la facilité de synthése induisant un potentiel faible codt de

production. En effet, les analogues de cette série ont été synthétisés en seulement 4 ou 5 étapes
(avec 1 ou 2 purifications) a partir de produits commerciaux bon marchés.

68



Cette série de molécules a été divisee en deux sous-groupes :

Sous-groupe 1 : MMV665916 et MMV019066 (molécules possedant un méme espaceur
de type acide B-aminé entre le cceur quinazolinedione et une fonction benzylamide). Ces
molécules inhibent puissamment (ECso < 200 nM) le cycle érythrocytaire de diverses souches
de Plasmodium dont des souches résistantes a divers antipaludéens actuels (3D7, K1, W2, Dd2,
FCR3). Plus intéressant, elles présentent une bonne activité sur le stade hépatique.'>”1% A noter
que ces molécules présentent une faible toxicité pour les cellules humaines (fibroblastes MRC-5

ECso > 32 uM) et aucun risque de cardiotoxicité (inhibition de hERG).

Sous-groupe 2 : MMV665878 (structure proche de la série 1 possédant un espaceur de type
acide o-aminé entre un cceur quinazolinedione et une fonction anilide). Cette molécule inhibe
puissamment le cycle érythrocytaire (ECso < 200 nM) de diverses souches de Plasmodium
falciparum dont des souches ayant développé des résistances aux antipaludéens actuels (3D7,
K1, W2, Dd2, FCR3); elle posséde une activité modeste sur le stade hépatique.™>” MMV665878
exerce également une activité inhibitrice importante sur le stade trophozoite (ECso < 200 nM)
induisant une perturbation métabolique supérieure a celle de I'artémisinine, le meilleur agent
antipaludique connu a ce jour.'® Par ailleurs, ce composé inhibe les formes sexuées du parasite
dont notamment les gamétocytes matures stade V (ECso = 0,54 uM). De plus, cette molécule
empéche la transmission de P. falciparum aux moustiques avec un potentiel de blocage de la
transmission de 97% a 2,5 uM.* A noter que cette molécule présente une fenétre de sélectivité
remarquable avec une faible toxicité pour les cellules humaines (fibroblastes MRC-5 ECs > 32
uM) et aucun risque de cardiotoxicité (inhibition de hRERG). MMV665878 a en 2021 regagné
en intérét puisqu’elle a présentée des activités sur P.vivax. Ces activités sont trés intéressantes
et I’étude de P.vivax est différente de P.falciparum rendant ainsi notre étude encore plus

prometteuse. 6’

Le défaut majeur de ces trois molécules est leur profil pharmacocinétique trés modeste. ™’
En effet, ces composés présentent des problémes d’exposition (AUC < 12 h.uM), de
biodisponibilité et de stabilité métabolique. Ces problemes peuvent étre principalement causes
par une faible solubilit¢ aqueuse, des difficultés d’absorption dans 1’organisme et des

dégradations métaboliques importantes.

Une solubilité non optimale va limiter la quantité de principe actif présent dans les différents
fluides corporels (sang, estomac, intestin). De plus, le foie est le principal organe impliqué dans
le métabolisme des molécules bioactives. En effet, c’est lors de son passage dans le foie qu’une

substance bioactive va étre bio-transformée par différentes enzymes. La majorité de ces
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enzymes appartient a la famille des cytochromes P450 (glossaire p 238). Afin de connaitre les
points sensibles de ces molécules, des prédictions de dégradation métabolique par ces
cytochromes ont été réalisées grace a un modéle « XenoSite P450 Metabolism » du site web
XenoSite (figure 44).1%8 Ce modeéle permet de localiser des zones potentiellement oxydables
par les différentes isoformes de cytochromes P450. La représentation HLM (Human Liver
Microsome) résume 1’ensemble des sites d’oxydation possibles par les microsomes de foie

humain, et permet de repérer rapidement les zones les plus sensibles sur un seul graphe.

20 e
é?*"rﬂ "J\"J?@

N

(o]

MMV665916 MMV665878

Figure 44 : prédiction de dégradation métabolique de MMV665916 et de MMV665878 via XenoSite,
représentation HLM (1’échelle indique que les zones en rouges sont les plus susceptibles d’étre oxydées venant
ensuite les zones en jaune, vert puis bleu).

Pour pallier ces inconvénients et améliorer 1’efficacité de ces molécules a cceur
quinazolinedione, des études structures/activité (SAR), structures/propriétés (SPR), et

ADME/tox - PK (étude pharmacocinétique) sont nécessaires (voir glossaire p 238).

Nous avons fait le choix de débuter notre étude par le sous-groupe 1, qui présente 1’avantage
d'avoir une activité hépatique plus importante que le sous-groupe 2.1 Néanmoins, les
sous-groupes étant trés proches structurellement, nous avons également en paralléle synthétisé
des molécules analogues a la fois au sous-groupe 1 et au sous-groupe 2, mais aussi quelques
analogues uniquement du sous-groupe 2 pour comparer les deux sous-groupes. Suite a cette

étude le sous-groupe 2 a été choisi et une étude plus détaillée a été réalisée.
I11-Conclusion du chapitre

Ce chapitre montre la difficulté a développer des antipaludéens de par la complexité du
cycle de vie du parasite Plasmodium et présente notre projet qui s’intégre dans la recherche de

nouveaux antipaludéens. Les prochains chapitres détailleront ce projet.
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Chapitre 3 : Etude du sous-groupe 1 (analogues de
MMV665916 et MMYV019006)
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I- Objectif

L’objectif est d’optimiser la série de molécules représentée par les dérivés quinazolinedione
MMV665916 et thiénopyrimidinedione MMV019006. Nous nous sommes essentiellement
intéressés a des modifications du squelette quinazolinedione MMV 665916 plus facile d’accés
synthétique et avec une diversité plus importante de substrats de départ. Leurs voies de synthése
seront explorées et leurs activités biologiques déterminées sur la souche FcB1 de P.falciparum

(souche résistante a la chloroquine).
Quatre zones de pharmacomodulation (figure 45) ont été définies :

Zone 1 : Modulation des propriétés stéréoélectroniques du cycle aromatique, encombrement
de la position benzylique et remplacement du cycle aromatique par des chaines aliphatiques ou

cycles hétéroaromatiques.
Zone 2 : Nature et longueur de 1’espaceur.
Zone 2 : Modulation des propriétés stéréoélectroniques du cceur quinazolinedione.

Zone 4 : Remplacement (bio)isostérique de la liaison amide. Cette derniere étant susceptible
d’étre hydrolysée par des protéases, la fonction amide sera donc remplacée par différents

isosteres non-hydrolysables.

Zone 2 Zone 4

e e

Z 1
Zone 3 one

Sous groupe 1 : MMV 665916

Figure 45 : le sous-groupe 1 et ses quatre zones d’étude et le sous-groupe 2. Prédiction de dégradation
métabolique de MMV665916 via XenoSite, représentation HLM (1’échelle indique que les zones en rouges sont

les plus susceptibles d’étre oxydées, viennent ensuite les zones en jaune, vert puis bleu).

En tenant compte des prédictions de dégradation métabolique (figure 45), la zone 3 et

notamment la zone 1 seront prioritairement étudiées.
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I1- Les différentes syntheses mises au point

MMV665916 et 27 analogues ont été rapidement préparés par les voies de synthese

présentées en figure 46 et 47.

Les analogues permettant de moduler les zones 1, 2 et = peuvent étre synthétisés selon deux
voies distinctes (figure 46). Une premiére voie consiste a coupler un chlorhydrate d’acide aminé
2 avec l'acide anthranilique 3 en présence de HBTU dans le DMF. Le composé 2 est un dérivé
de la B-alanine ou de l'acide y-aminobutyrique, synthétisé au préalable a partir de I'acide aminé
correspondant 1 avec du chlorure de thionyle dans MeOH. Une deuxieme voie implique la
réaction de cette amine 2 avec lI'anhydride isatoique 4 dans le THF en présence de DIPEA a 70
° C. Si I'anhydride isatoique n'est pas disponible dans le commerce, il est facilement synthétisé
par cyclocondensation entre I'acide anthranilique correspondant et le triphosgene dans un
mélange de MeCN / DCM. L’aniline obtenue est ensuite mise en réaction avec le
chloroformiate d'éthyle puis une cyclisation du carbamate permet d’obtenir les dérives de
quinazolinedione N-alkylés 5a-e et 6 via un traitement avec NaOH dans EtOH & 70 ° C. La
fonction ester est également saponifiée dans ces conditions. Les acides carboxyliques résultants
sont alors couplés avec diverses amines aliphatiques ou aromatiques pour donner les composés
désirés 8 et 9. Parmi les divers agents de couplage peptidique criblés, le systeme HBTU /
DIPEA dans DMF a été largement utilisé pour former la liaison amide. Cependant, dés que la
contrepartie amine est stériquement encombrée ou faiblement nucléophile, ce systéme n’est
plus adapté. Le systeme COMU / DIPEA dans la DMF permet de pallier ce probleme et conduit
a un couplage plus efficace. De plus le remplacement du DMF par du dioxane a permis la
précipitation des produits désirés qui sont facilement purifiés par une procédure simple de

filtration et de lavage.
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Figure 46 : schéma de synthése générale pour I’obtention d’analogues modulant les zones 1, 2 et 3 du
sous-groupe 1 ; conditions : a) SOCl,, MeOH, 0°C to 70°C, 5h. b) triphosgéne, pyridine, MeCN : DCM (4:1),
55°C, 24h. ¢)2a-b, HBTU, DIPEA, DMF, t.a, 72h. d) 2a-b, DIPEA, THF, 70°C, 18h. e) Chloroformiate d'éthyle,
K>CO3, DCM, t.a, 24h. f) NaOH, EtOH, 70°C, 20-48h. g) R-NH; 7a-q, méthode A : HBTU, DIPEA, DMF, t.a
ou 50°C, 48-72h ; méthode B : COMU, DIPEA, DMF, t.a, 48h ; méthode C : HBTU, DIPEA, dioxane, t.a, 48h ;
méthode D : COMU, DIPEA, dioxane, 50°C, 48h.

Les motifs sulfonamide et triazole sont des isosteéres que nous avons choisis d’étudier, leur

voie de synthéses sont décrites figure 47. 169170
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Figure 47 : schéma de synthése générale pour I’obtention d’analogues modulant la zone 4 du sous-groupe 1 ;
conditions : a) TsClI, pyridine, DCM, t.a, 77%. b) MsCI, EtsN, DCM, 0°C. ¢) NaN3, MeCN, 85°C, 24h, 62% (2
étapes). d) Boc,0, NaOH, THF, RT, 15h. e) LiOH.H,0, NBus.HSO4, H20, t.a, 0.5h, quantitatif. f) triphosgéne,

DMF, DCM, t.a, 0.5h puis 2-méthoxybenzylamine, DBU, 0°C & t.a, 20h, 38%. g) TFA, DCM, t.a, 24h, 36%.

h) propargylamine ou homopropargylamine, pyridine, 120°C, 24h, 17: 73% et 18: 80%. i) 16, pyridine, 90°C,

20h, 19 : 29%. j) 13, CuS04.5H,0, sodium ascorbate, tBuOH : H,O (1/1), 25°C, 20: 43% et 21: 69%.
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L'analogue sulfonamide et les dérivés triazole 20 et 21 sont préparés selon la procédure
détaillée dans la figure 47. Leur synthese débute par la préparation des précurseurs suivants : la
N-tosyloxyphthalimide 11, I'azoture de benzyle 13, et le dérivé B-aminosulfonamide 16. Le
composé 13 est obtenu en deux étapes. Lors de la premiere étape, l'alcool est transformé en
chlorure et/ou mesylate en utilisant du chlorure de mésyle. La deuxiéme étape est une
substitution nucléophile avec NaNs. Le composé 16 est obtenu en 4 étapes a partir de la
taurine.!’* La premiére étape consiste a protéger la fonction amine de la taurine puis & générer
le sulfonate de tétrabutylammonium correspondant 15. La molécule 15 ainsi obtenue est ensuite
engagée dans une réaction de couplage avec la 2-méthoxybenzylamine en présence de
triphosgéne. Finalement le composé 16 est obtenu par déprotection lors d’une hydrolyse acide
avec du TFA. Le corps quinazolinedione est obtenu grace a la réaction clé impliquant un
réarrangement de Lossen (figure 48), suivi d’une cyclisation.'’? Cette réaction entre la N-
tosyloxyphthalimide 11 et différentes amines nucléophiles permet d’obtenir les alcynes 17 et
18 ainsi que I’analogue sulfonamide 19. Par la suite, les alcynes 17 et 18 sont engagés dans une
réaction de chimie click avec lI'azoture de benzyle 13 (mécanisme, figure 49) catalysee par le
systéme Cu (1) / ascorbate *"® qui permet un acces rapide aux deux analogues 1,2,3-triazole
1,4-disubstitués 20 et 21.

réarrangement de Lossen

H .
N-R' base N-R
C o
\ -2
o \
(o]

H + prototropie WL
C

o

Figure 48 : mécanisme proposé par Sati et Crich pour l'addition d'une amine sur une N-Sulfonyloxy

maleimide.1?
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Figure 49 : mécanisme de la réaction chimie click catalysée au cuivre (CUAAC).
I11- Résultats

Les 27 analogues du sous-groupe 1 ont été testés sur la souche FcB1 de P. falciparum (partie
expérimentale p 169). Dans un premier temps, 1’inhibition de la croissance du parasite a une
concentration de 20 uM en inhibiteur est évaluée en duplicat. Puis 1’ICso est déterminé pour les
molécules les plus intéressantes. Les résultats sont présentés sous forme de quatre tableaux
(tableaux 7-10).

11-1. Etude des zones 1,2 et 3

Dans un premier temps, nous avons étudié 1’effet :

1) des modifications de la longueur de la chaine de I’espaceur entre le cceur
quinazolinedione et la fonction benzylamide (zone 2),

2) des modifications de la longueur de la chaine entre la liaison amide et le cycle
aromatique de la zone 1,

3) du remplacement de la benzylamine par un groupement aliphatique (zone 1).

Les résultats du tableau 7 montrent que la longueur de la chaine carbonée influe
significativement sur I’inhibition. En effet, plus la chaine carbonée est longue, moins la
substance va inhiber la croissance du parasite (entrée 1 vs 2). La longueur de la chaine entre la
liaison amide et le cycle aromatique (zone 1) joue également un role important sur 1’activité
inhibitrice (entrée 1 vs 3 et 1 vs 5). De plus, un groupement aliphatique cyclique ou acyclique

en zone 1 fait chuter significativement 1’inhibition (entrée 1 vs 6 ou 8).
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o) (@]
. R Inhibition % | 1Cso FcB1
Entrée @ NAH,,JLNE n R

H)%C’ . @ 20 pM (M)

1 | MMVE65916, 1 /@ i 0.4+0.1
8aa W
2 9aa 2 OMe - 16.9+5.8
3 8ab 1 \/@ - 29-17.2
4 9ab 2 Y ; 77426
5 8ac 1 }J@ 531 -
OMe

6 8ad 1 - > 25
7 9ad 2 PN - 25
8 8ae 1 333 -
9 Qae 2 %D 21+3 -

Tableau 7 : résultats des tests biologiques des premiers analogues synthétisés du sous-groupe 1.

Modification de la zone 1

Par la suite, 1’étude s’est focalisée sur les modifications de la N-benzylamine (tableau 8).
Rappelons que le principal mécanisme de dégradation métabolique devrait étre la
O-déméthylation du groupement 2-méthoxybenzylamide de MMV665916. Cependant le
métabolite putatif O-déméthylé, composé 8af, est inactif (tableau 8, entrée 2) : il est donc
important de poursuivre des tentatives de remplacement de ce groupement méthoxy par des
dérivés métaboliquement stables ou des bioisosteres.’®%1"* L'extension de la longueur de la
chaine du méthyle a I'éthyle (composé 8ag, tableau 8 entrée 3) n'a pas été tolérée avec une
activité multipliée par 14. Le remplacement de ce point de vulnérabilité métabolique par des
groupes alternatifs tels que -OCHF2 8ah, -OCFs3 8ai ou par un substituant chlore 8aj n'a pas été
efficace et a conduit a une baisse significative de la puissance inhibitrice, suggérant que le
substituant -OMe est important pour l'activité inhibitrice de cette série de molécules. Par
ailleurs, afin de minimiser le métabolisme oxydatif du noyau aromatique anisole, une stratégie
de modulation de sa densité électronique a également été étudiée. L introduction d’atomes de
fluor sur le cycle aromatique, comme le fluoroanisole 8ak ou le difluoroanisole 8al, a été
préjudiciable a l'activité inhibitrice (perte de puissance de 12 et 28 fois, respectivement). De
plus, le motif 3,5-diméthoxy 8am a conduit a une perte significative de I’activité inhibitrice. Le
remplacement du noyau anisole par du benzimidazole 8ap ou du méthylpyrazole 8aq a

également été examing, et a malheureusement été inefficace.
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De plus, la partie -C=0-NH-CH: de la N-benzylamide devrait également étre considérée
comme un groupe sensible a la dégradation métabolique via deux phénomenes : 1I’oxydation de
la position benzylique et la sensibilité aux protéases. Pour atténuer ces potentiels voies de
dégradation, nous avons cherché a augmenter 1I’encombrement stérique autour de cette position
(composé 8an) et également rigidifié la structure (composé 8ao). Ces modifications ont entrainé
une baisse significative de I’activité inhibitrice et suggérent que NH serait important pour

I’affinité envers la(les) cibles thérapeutique(s).

(0] (0]
. ~ Inhibition (%) | 1Cso FcB1
Entrée @N NR'R? NR!R2 <
HAC 420 uM (LM)
1 | MMV665916, 8aa h“v@ - 0.4+0.1
OMe
2 8af g“v@ 1747 ;
OH
3 8ag }FVQ 8545 5.5+ 0.7
OEt
4 8ah ‘z“v@ 64+4 32.0+22.6
OCHF,
5 8ai }ﬁv@ 73+4 6.8+2.5
OCF,
6 8aj g“v@ 5622 37.5+4.9
Cl -
7 8ak XHVQ 75+3 5.0+ 1.4
OMe
.
F
8 gal %Hv@ 6822 11.3+3.9
OMe
OMe
9 8am %HVQ/ 28+ i
OMe
\
10 8an %_NVQ 4247 -
OMe
11 80 L0 31#3 :
N/@
12 8ap & o 38+1 -
11 8aq JO 202 .

Tableau 8 : résultats des tests biologiques des analogues du sous-groupe 1 permettant d’explorer la partie

N-benzylamine.
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Pour le moment, I’étude SAR semble montrer que 1’espaceur de la zone 2 doit étre constitué

de 2 atomes de carbone et que seul le motif 2-méthoxybenzylamide est toléré en zone 1.

Modification de la zone

Afin d’éviter d’éventuelles dégradations métaboliques prédites au niveau du cycle
aromatique de la partie quinazolinedione, 1’introduction d’atomes de brome ou de fluor a été
envisagée pour bloquer les centres oxydables et diminuer la densité électronique du cycle
aromatique (tableau 9). L'introduction d’un ou deux atomes de fluor 8ba et 8ca a donné des
résultats décevants, les données d'inhibition montrant des valeurs d’ICsg dans la gamme du
micromolaire. L'analogue bromé 8da a suivi une tendance similaire avec une perte d’activité
inhibitrice. L’atome de brome a un effet inductif attracteur qui comme 1’atome de fluor permet
de diminuer la densité électronique du cycle aromatique. Cependant il va aussi permettre
I’introduction d’un encombrement stérique plus important (rayon de Van der Waals, du brome :
1,85 A, du fluor : 1,47 A).175 Cette perte d’inhibition suggérerait la présence d’un site actif

possédant une poche de liaison peu profonde autour de ce noyau aromatique.

L’introduction d’un atome d’azote au sein du squelette quinazolinedione a également été
étudiée comme une alternative intéressante pour atténuer le métabolisme oxydatif.’® Les
résultats de 1’évaluation de I’activité biologique de 1’analogue pyridopyrimidinedione 8ea

montrent également une baisse de I'activité inhibitrice.

(0] O OMe
X ~ A Inhibition (%) | 1Cso FcB1
Entrée ﬁ'ﬂ m“@ X1|x2|Y \
N HAO a20 uM (UM)

1 MMV665916, 8aa H| H |CH - 04+0.1
3 8ba F | H|CH 65+6 20.0+18.4
4 8ca F F | CH 41+1 -

2 8da Br | H | CH 60+1 -

5 8ea H H N 52+2 -

Tableau 9 : résultats des tests biologiques des analogues modulant la zone 3 du sous-groupe 1.
11-2. Etude des isosteres de la fonction amide.
Pour rappel, un isostére d'une fonction est par définition une fonction capable de mimer les
effets stériques, électroniques, ainsi que la topologie et la solubilité de la fonction en question.

La fonction amide de MMV 665916 peut étre sujette a hydrolyse par des protéases présentes
dans le sang ou dans les fluides gastro-intestinaux. Pour pallier cet éventuel probleme,
différentes molécules incorporant des isostéres de la fonction amide ont été préparées, a savoir

le motif triazole et le motif sulfonamide.
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Le motif triazole est un bon isostére de la liaison amide (figure 50).1”” Le moment dipolaire
de ce motif est de 5,0 D, ce qui est légerement plus grand que celui des amides secondaires dont
le moment dipolaire est de 3,5 a 4,0 D. Ce motif possede deux azotes accepteurs de liaison
hydrogene, et la liaison C-H de ce motif est considérée comme un donneur d'hydrogene. De
plus la distance entre R1 et R2 d’une liaison amide est similaire & celle du motif triazole

(seulement 1 A d'écart).

o o
lL;, Re mimépar N=N
R "N’ e — R? ’%/N “R2 accepteur de Haison H
2 394 Ml oz G domen detisison

7 moment dipolaire

Figure 50 : le motif triazole comme isostere de la liaison amide.

Le motif sulfonamide est également un bon isostére de la fonction amide (figure 51).1® En
effet il possede deux oxygenes accepteurs de liaison hydrogene, et un donneur de liaison
hydrogene. Cependant, ce motif differe de par son angle diédre qui est de 90 ° alors que celui

de la liaison amide est de 180°.

Liaison amide Motif sulfonamide
A © n = A Accepteur de liaison hydrogéne
Le oS & g ,
Pl ® Donneur de liaison hydrogéne
3 o o= 9N

Figure 51 : le motif sulfonamide comme isostere de la liaison amide.

Le remplacement de la liaison peptidiqgue de MMV665916 par le sulfonamide 19 ou le
triazole 20 ne sont pas de bonnes alternatives (tableau 10). En revanche, le triazole 1,4-
disubstitué 21 semblerait étre le meilleur isostére méme si 1’activité inhibitrice devrait étre dans

la gamme de la dizaine voire de la centaine de puM.

0 OMe
©\ANALA© L olnhjbition
”AO (%) & 20 uM

9o, ,0
19 2 2246
H
20 s 3142
"
s/ =
21 g );NN% 69+4

Tableau 10 : résultats des tests biologiques des analogues modulant la zone 4 du sous-groupe 1.
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I1-3. Possible mode d’action et docking

D’aprés l'analyse du résistome de P. falciparum, Cowell et al.}”® ont récemment suggéré un
possible mode d'action pour la thiénopyrimidinedione MMV019006 (et par analogie pour la
quinazolinedione MMV665916) via I’inhibition de 1’enzyme farnésyltransférase (PfFT)
(PF3D7_1147500).

La farnésyltransférase (FT) intervient lors de la biosynthése des isoprénoides®®, I’une des
nouvelles cibles évoquées dans le chapitre 2. Elle n’intervient pas dans la voie MEP, mais plus
tard dans la biosynthese des isoprénoides (figure 52). Les premiers inhibiteurs sélectifs de PfFT

ont été découverts par Glenn (figure 53).18!

Voie MEP

X O/(‘P)‘\O/‘OF‘)\O_ O/g\o/g\o,

IPPI

DMAPP PP
T'PT\ FPPSJ
TMT‘ W 9 Q-
A AN o”ﬁ\o’ﬁ\O‘
isopenténylation de 'ARNt GPP 6 0
FPPS\
¢ 9
XN X A NN
O u 0 1 3
O O ©
FPP
FTaseJ

prénylation des protéines

Figure 52 : implication de la FTases dans la biosynthése d’isoprénoides
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Figure 53 : structure des inhibiteurs sélectifs de Glenn et al.lgla) concentration d'inhibiteur requise pour

diminuer l'activité de la farnésyltransférase de 50 %. b) Rapport des activités inhibitrices de PFT du rat vs de
Plasmodium falciparum.

La farnésyltransférase est une métalloenzyme a zinc catalysant la réaction de farnésylation.
La farnésylation consiste a transférer une chaine farnésyle provenant du pyrophosphate de
farnésyle (FPP) vers le résidu cystéine de certaines protéines possédant un motif CaaX, ou C
est la cystéine farnésylée, a est un acide aminé aliphatique et X est Ser, Ala, GIn ou Met localisé
en C-terminal d’un substrat protéique.'82 Ce substrat est une petite protéine de liaison au GTP

faisant partie de la superfamille Ras (Ras, Rac, Rho et Rab).
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En l'absence de structure cristallographique de I’enzyme PfFT, seule une étude de
modeéelisation moléculaire par homologie a été réalisée en se basant sur des orthologues de FT
de mammiféres (notamment celle du rat qui a 34.1% d’identité, (alignement UniProt), mais
dont le site actif est fortement conservé). En effet, de nombreux complexes de FT de
mammiféres - inhibiteur sont décrits dans la littérature, car FT a été une cible privilégiée pour
le développement de nouveaux composés antitumoraux depuis le début des années 1990.
D’aprés ’analyse du mode d’interaction FT — ligand, presque tous les inhibiteurs se lient a la
partie CaaX du site actif qui est normalement occupée par le substrat protéique. L’enzyme FT
et I'inhibiteur forment alors un complexe quaternaire avec FPP et I'ion zinc (figure 54). 1l a été
montré que la présence de FPP est nécessaire pour que la liaison avec le ligand soit efficace.'®
Un seul inhibiteur de FT dérivé d’éthylénediamine conduit a un complexe ternaire avec
occupation simultanée de la poche FPP et du sous-site CaaX, empéchant ainsi la liaison des

deux substrats.'8

Figure 54 : structure de la farnésyltransférase ; Complexe quaternaire : en rose le sous-site CaaX, en rouge FPP,

en gris Zn, en bleu foncé le substrat protéique (PDB : 1D8D).
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Dans leur étude, Cowell et al.'”® ont proposé un mode de liaison compétitif pour
MMV019006 (figure 55), probablement biais¢ par I’absence de FPP et de I’ion zinc dans le site
actif de PfFT. Les auteurs ont construit un modele de la sous-unité beta de PfFT en utilisant
I’homologue FT de rat comme « template » (Protein Data Bank 1D, 2ZIR) mais en excluant les
co-facteurs Zn?* et FPP. Aprés « docking » moléculaire, des résultats surprenants sont observés
avec le ligand MMV 019006 se logeant dans 1’espace hydrophobe accommodant normalement

le substrat FPP et entrant donc en compétition avec ce substrat.

e & 'k{::;f‘ .
) R Ay« VL S= _ TRP-452
“* W 0} ; -
" - “.‘\‘:‘.g W "g t .}’
g ¥y SR ALA-515
N R e \ \' 5} N
&.’?t’%'\- .49

Farnesyltransferase

Figure 55 : docking proposé par Cowell et al.1’®

En collaborant avec le Dr Martin Spichty de 1’équipe Chimie Théorique et Modélisation
Biomoléculaire du LIMA, nous avons proposé un nouveau mode de liaison afin d’expliquer
notre étude SAR infructueuse (figure 56). En nous basant sur le méme modeéle que Cowell et
al. et en excluant de la construction les co-facteurs FPP et Zn*, nous avons effectivement abouti
au méme mode de liaison compétitif que celui proposé par Cowell et al. En revanche, en
incluant I’ion zinc et FPP dans le modeéle d’homologie de PfFT, nous proposons un mode de
liaison coopératif pour MMV019006 (et MMV665916) (figure 56a).
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Le mode de liaison le plus favorable pour les deux ligands est trés similaire. L'un des
groupes carbonyle de I'hétérocycle quinazolinedione ou thiénopyrimidinedione serait complexé
a lion métallique. Dans le cas de MMV019006, I’atome de soufre du noyau
thiénopyrimidinedione complexerait également I'ion métallique Zn?*. Pour les deux ligands, les
parties hydrophobes des groupements aromatiques interagiraient avec la queue hydrophobe de
FPP fournissant ainsi une explication potentielle a la coopérativité observée. Le cycle
aromatique anisole développerait une interaction Pi-Pi paralléle déplacée avec Trp452 (4,3 A)
de I'enzyme. Cette interaction semble cruciale car sa perturbation est susceptible de provoquer
I'émergence de clones résistants a cette série de pyrimidinedione. En effet, les mutations A515V
ou A515T ont conduit a une perte significative de I’activité inhibitrice (ICso divisé de 57 a 80
fois).1”® Des simulations de dynamique moléculaire (figure 56b) montrent que la mutation
A515V déplace Trp452 vers l'intérieur du site de liaison CaaX, induisant une contraction du
site de liaison des dérives MMV665916 et MMV019006 et perturbant trés probablement
I'empilement Pi des fragments anisole des deux composés MMV. Par ailleurs, ces mutations
sembleraient ne perturber que trés Iégerement la pose de FPP dans cette partie hydrophobe du

site actif.

Nous avons également réalisé un docking pour 3 analogues (les 3 molécules qui ont le moins

perdu en activité) afin de montrer qu’elles se superposent a 1’une des positions préférentielles
de MMV665916.

Ce mode de liaison coopératif est également plus en accord avec les résultats obtenus lors
de notre étude SAR. Aprés inspection de la pose de ces ligands dans le site actif de I’enzyme,
il n’y aurait que trés peu de possibilités de modulations pour cette série d’inhibiteurs ou la
moindre modification va non seulement impacter 1’affinité envers la cible mais également
d’autres paramétres. La perméabilité membranaire, la solubilité dans le milieu de culture, la
liaison aux constituants du sang, ... entrent également en jeux avec au final des pertes d’activité

inhibitrice qui peuvent étre considérables.
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Figure 56 : a) mode de liaison des ligands MMV019006 (magenta) et MMV665916 (vert) aprés docking avec un
modéle d’homologie de la sous-unité beta de PfFT construit avec la farnésyltransférase de rat (PDB 2ZIR) en
présence de FPP et d’ion Zn?*. Les résidus impliqués dans la liaison du diphosphate FPP et de I'ion métallique

sont représentés sous forme de batonnets minces gris, ainsi que Trp452 qui formerait une interaction de type Pi-

stacking avec le ligand. Les atomes d'hydrogene sont omis; seuls les hydrogénes polaires des ligands sont
représentés. b) déplacement de Trp452 di a la mutation A515V. La figure montre une structure moyennée dans
le temps de la protéine (cartoon), de I'ion métallique (sphére), du FPP (batonnets minces) et des résidus 452 et
515 (batonnets épais) en cyan (WT) ou magenta (A515V). La moyenne temporelle a été formée avec 50
échantillons de trajectoires instantanées au cours des 50 derniéres ns d'une simulation de dynamique moléculaire
d’une durée de 100 ns. c) les meilleures positions pour 8e (blanc, score : -7,7 kcal/mol), 8g (jaune, -8,4) et 8i
(orange, -8,0) lorsqu'il est compris dans le complexe ternaire PfFT:Zn(l1) : FPP. De plus, les meilleures positions
de MMV665916 (vertes, toutes deux avec un score de -7,8) sont affichées. Les analogues s'alignent sur les
meilleures positions de MMV665916. d) superposition de hFT (blanc) et du modéle de PfFT (argent). Les
résidus dans le site actif sont représentés par des batonnets minces. Les résidus Tyr361 (hFT) et Cys393 (PfFT)

et FPP sont représentés sous forme de batonnets épais et colorés.
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V- Conclusion du chapitre

A la suite de ces résultats décevants et en raison d'une étude SAR plutdt « plate », le projet
d’optimisation de la série MMV665916/MMV019006 a été interrompu. D’autant plus que des
activités inhibitrices plus prometteuses ont été obtenues lors de ’optimisation de la série

MMV665878, dont le chapitre suivant traitera plus en détails.

Néanmoins, il serait intéressant de tester ces molécules sur PfFT ou sur une de ses

homologues de mammiferes, afin de corroborer les tendances de la SAR.
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Ce chapitre sera consacré a I’optimisation de la série basée sur le squelette de la
quinazolinedione MMV 665878. Les résultats d’activités biologiques et ADME in vitro seront
présentés dans un premier temps, puis nous reviendrons sur les voies de synthéses de ces
différents analogues et enfin nous nous intéresserons au possible mode d’action de cette série

de molécules.
I- Résultats préliminaires

Contrairement a la précedente série (chapitre 3), une étude préliminaire (phase
exploratoire), avec la synthese de quelgques analogues en série racémique (tableau 11), a montré
qu’il était possible de conserver, voire d’améliorer 1’activité inhibitrice envers la souche FcB1

de P. falciparum (souche résistante a la chloroquine).

o L AR Inhibition (%) | 1Cso FcB1
Entrée d;ijg "Rt | R|X 5 20 ul\/f ) (M)
. MMV665878, pr | H 03
28aaa

2 28faa h@ 'Pr | Br 98
3 28aba ove By | H 93 12.2+0.9
4 28fba 'Bu | Br 96 2.2+1.1
5 29aaa 'Pr | H 42 -
6 29faa \E /Q 'Pr | Br 80 6.6+ 3.4
7 29aba M By | H 43 -
8 29fba 'Bu | Br 80 8.5+0.7

Tableau 11 : résultats des tests biologiques des premiers analogues synthétisés de la série MMV665878.
L’inhibition de la croissance du parasite a une concentration de 20 UM en inhibiteur est évaluée en duplicat. Puis

I’ICs est déterminé (un duplicat a été réalisé) pour les molécules les plus intéressantes.
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Dans un premier temps, le composé racémique MMV665878 a été resynthétisé et sa
puissante activité antiplasmodiale a été confirmée. Cette premiére phase exploratoire nous
montre que I’introduction d’un atome de Br sur le squelette quinazolinedione a tendance a
améliorer considérablement 1’activité inhibitrice (entrée 1 vs 2 ; entrée 3 vs 4) puisque le dérivé
bromé 28baa a un ICsp autour de 75 nM. En revanche, I’activité inhibitrice semble étre trés
sensible & la substitution Rz avec une perte significative d’activité lors du remplacement du
groupe iso-propyle par un groupe iso-butyle (entrée 1 vs 3 ; entrée 2 vs 4). De méme, la N-
substitution de ’amide par un groupe benzyle (caractéristique du sous-groupe 1) a la place d’un

reste phényle conduit a une perte totale de I'activité inhibitrice (entrée 1 vs 5).
I1- Objectifs

Au vu de ces résultats prometteurs, nous avons alors débuté une optimisation hit-to-lead
plus approfondie afin d’améliorer I’activité inhibitrice mais également, idéalement, de réduire
la clairance métabolique. L'analyse des prédictions de dégradation métabolique CYP450 de
MMV665878 a l'aide de Xénosite'®18 (figure 57a) suggére que le métabolisme devrait se
produire principalement sur la partie 2-méthoxyphényle, en particulier sur le substituant
méthoxy et en position para de I’anilide. De plus, le métabolisme sur la position 6 du noyau

quinazolinedione pourrait également contribuer a I'instabilité métabolique.

Zone C

MMV665878

Figure 57: a) prédiction de dégradation métabolique de MMV 665878 via XenoSite, représentation HLM
(’échelle indique que les zones en rouge sont les plus susceptibles d’étre oxydées). b) MMV665878 et ces trois
zones d’étude.

Par ailleurs, il est a noter que le groupe fonctionnel amide pourrait également étre hydrolyse
in vivo par des protéases et conduire a la libération de la m-anisidine, voire de son métabolite
le 3-aminophénol. Ces deux composés pourraient étre considérés comme potentiellement
mutagene/carcinogene et également provoquer une méthémoglobinémie (glossaire p 238)

(mécanisme figure 58).
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Le métabolisme des anilines chez les mammiféres est complexe et varie quantitativement
et qualitativement d’une espéce a I’autre. L’hydroxylation (essentiellement en o- et p-
aminophénol) et I’acétylation avec oxydation consécutive sont les principales étapes de
1’élimination, qui est suivie d’une sulfatation et/ou d’une glucuronidation. La dégradation des
anilines méne également a la formation d’espéces réactives de type nitrénium ou iminoquinone

toxiques et pouvant entrainer des dommages de I’ ADN,187-1%0

La capacité de formation de la méthémoglobine est basée principalement sur la formation
de phénylhydroxylamine par N-hydroxylation. En présence d'oxygene, I'némoglobine est
oxydée en méthémoglobine et la phénylhydroxylamine en nitrosobenzene (« oxydation couplée
»). Le nitrosobenzéne est réduit enzymatiquement et le cycle recommence dans les
érythrocytes....

s, Hb-Cys*S0,H
+

.
, 5 5 . =R
s, Hydrolyse acide H,n \ 7

o]

i —R
‘\\ Hb-S— M_@ . Vessw.
Foie AN 1 E formation d'adduits d'ADN
N | MetHb  A—N-0 NaDPH R®_.{OH }
détoxication des métabolites \\ ‘> + ( H ,) (‘ AN Gl Ry=
5, NADP NH @
0SO:H oGl TGI ‘ Oz‘Hb Ar—N-OH l pH <7 N/ ® : CHs
| v / ion nitrénium ‘\ 0

Ar—NH, Ar—NH,  Ar—N—G

STEAN et et T

Ra= FPH  nati Re— 04

" [P
Ar—NH; Ar*"HC\CH P450
A ° A .
P450\ NAT Ry/=— H Peroxidases formation
H \_ 7/ "lH > d'adduits ' ADN
P450 / UGT Ra= OH
Ar—NH, —» Ar— —_— Q—p{
OH Gl pH <7
/At \liGT
NATZ ! Ry— M

Ru=—
Ru=— H e / N
\_ N Q_Nbl 7

Figure 58: mécanismes de la méthémoglobinémie induite par une arylamine. 191
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Il serait donc prudent d’identifier des analogues dépourvus de risque mutagéne/carcinogeéne
dd a une libération d’une aniline in vivo. Deux stratégies complémentaires pourraient étre

adoptées :

e ldentification d’anilines non mutagenes
e Identification de bioisostéres de la liaison amide ne pouvant étre hydrolysés pour donner

une aniline

Malheureusement par manque de temps, la derniére approche n’a pu étre réalisée au cours
de ces travaux de thése, mais pourrait étre envisagée ultérieurement si aucun analogue efficace

non toxique n’a été identifié.

Par conséquent les modifications structurelles de MMV665878 se sont concentrees sur trois
régions (figure 57 b) :

Zone A: Partie anilide => Modulation des propriétés stéréoélectroniques du cycle
aromatique, remplacement du cycle aromatique par des chaines aliphatiques ou cycles
hétéroaromatiques.

Zone B : linker => Nature de I’espaceur de type acide aming.

Zone C : noyau quinazolinedione => Modulation des propriétés stéréoélectroniques du ceeur
quinazolinedione.

Par la suite, une approche « scaffold hopping » a été entreprise avec 1’étude de noyaux
aromatiques alternatifs au noyau quinazolinedione de la zone C ou en remplagant ce noyau par
des pseudo-cycles a 6 chainons formés par des liaisons hydrogénes intramoléculaires ou des

dérivés d’uracile et aza-uracile.

I11- Etudes SAR et SPR
[11-1. Activités biologiques et SAR

L’activité antipaludique a été mesurée in vitro sur culture de globules rouges infectés par la
souche asynchrone FcB1l (Colombie) de P. falciparum selon une méthode modifiée du
microtest isotopique de Desjardins (partie expérimentale p 169).1%? Ce test se base sur
I’incorporation de la [*H]-hypoxanthine (un précurseur radiomarqué nécessaire a la synthése

des acides nucléiques du parasite) dans I’ARN et I’ADN du parasite.
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Les globules rouges infectés sont pré-incubés 24 heures en présence de la molécule a tester,
puis la [*H]-hypoxanthine est ajoutée. Aprés 24h d’incubation, la radioactivité est mesurée par
comptage par scintillation liquide. Le bruit de fond radioactif est mesuré a partir de globules
rouges non infectés et est soustrait de chaque mesure du filtre. La viabilité des parasites traités
est mesurée par leur capacité de synthése des acides nucléiques a partir du précurseur
radiomarqué comparée a celle des parasites controles cultivés en absence du composé étudié.

Il est & noter que ces tests doivent étre réalisés a basse concentration de O- soit dans une « boite
a bougie » soit en « étuve a CO2 ». La molécule de réféerence MMV665878 racémique a été
testée selon ces deux méthodes qui ont conduit a des activités inhibitrices similaires (ICso ~0,32-

0,34 uM). La boite a bougie a alors été préférée car plus simple a mettre en ceuvre.

Par ailleurs, le DMSO et la Chloroquine (CQ) ont été respectivement utilisés comme témoin
négatif et comme contréle positif (ICso mesuré pour CQ =0,077+0,01 uM (n=7) ; valeurs d’ICso
dans le littérature comprises entre 0,050 et 0,170 M)

MMV665878 (racémique ou énantiopure) a été utilisé comme molécule de référence lors
de chaque campagne de test. En fonction de ces campagnes, ses valeurs d’ICsg fluctuent
largement entre 0,094 et 0,32 UM (tableau 12). Fluctuation attendue, car 1’activité inhibitrice

dépend entre autres des différentes cultures parasitaires et de leur viabilité.

Campagne n°1 | Campagne n°2 Campagne n°3 Campagne n°4 Valeurs
(15 molécules (19 molécules (46 molécules (21 molécules moyennes
testées) testées) testées) testées)
0,32+0,03 (n=2) | 0,09+0,01 (n=3) | 0,19+0,01 (n=2) - 0,19+0,1
0,34+0,13 - (n=7)
(n=2)? 0,12+0,01 (n=2)® | 0,20+0,04 (n=2)°
0.16+0,06
(n=4)°

Tableau 12 : valeurs d’ICso de MMV665878 (LM) en série racémique lors des différentes campagnes de test
réalisé en boite a bougie. a) test réalisé en étuve a CO,. b) test réalisé avec MMV665878 énantiopure. L’écart

type est utilisé pour I’ICsp, N = nombre de réplicats.

Il faudra donc étre tres prudent lors de la comparaison des valeurs d’activité inhibitrice des

analogues étudiés, surtout lorsque ces valeurs sont issues de differentes campagnes de test.
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Il nous a semblé préférable de classer graphiquement les analogues de MMV665878 en
fonction de leurs puissances d’inhibition selon la figure présentée en marque page de ce
manuscrit. Les modifications améliorant ou permettant de conserver une activité inhibitrice

comparable a MMV665878 sont situées dans les zones jaune et orange.

Il ne faut pas oublier que ces activités inhibitrices ont été déterminées in vitro sur une culture
de globules rouges infectés par des parasites. Par conséquent, les activités observées pourraient
provenir de 1’action sur une seule cible protéique ou d’une action synergique sur différentes
cibles pharmacologiques (polypharmacologie). Les activités dépendront également d’autres
facteurs comme des problemes liés a la solubilité ou a la perméabilité membranaire des
molécules. De méme, de possibles liaisons aux constituants des hématies pourraient venir
diminuer 1’activité inhibitrice.

I11-1.a. Premiere séquence d'optimisation

I1l-1.a.a Les analogues modulant la zone A

Les activités biologique de 38 analogues modulant la zone A ont été évaluées (tableau 13).

L’un des métabolites majoritaires de MMV665878, le composé O-deméthylé 28aab est
significativement moins actif que MMV665878 (ICso 0,77 pM). Cette possible O-
déméthylation qui peut avoir lieu a travers différentes voies métaboliques n’est donc pas un

phénomene souhaitable et le remplacement du groupement méthoxy semble d'autant plus

important.
Composé Composé
0 NI(“‘RZ FCB1 ICso (UM) 0 Nj;(H\RZ FCB1 ICso (UM)
. ! : -
MMV665878, 282aa 28aab
H 0,19+0,1 (n=7) H 0,77+0,15 (n=2)
%N\©/0Me %N : _OH
28aac 28aad
%H oo, 0,09+0,04 (n=3) %H o 0,35(n=1)
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28aae 28aaf
%H oet 0,33+0,19 (n=3) %H oot 0,35+0,06 (n=2)
28aag 28aah
%H . 0,2+0,01 (n=2) %H o 0,13+0,02 (n=2)
28aai 28aaj
H — —
%N\Q/F 0,12+0,02 (n=7) %H . 0,19+0,02 (n=2)
! : :F
28aak 2844l
H —_ —
%N\Q/CI 0,1210,03 (n—2) %H CF, 0,4110,23 (n—3)
F
28aam 28aan
%H oHE, 0,52+0,03 (n=2) %H Sve 0,48+0,03 (n=2)
28aa0 28aap
N 0,59+0,06 (n=2) e 0,43%0,1 (n=2)
28aaq 28aar
M o 0,31 (n=1) i @/ 0,30 (n=1)
28aas 28aat
%H 0><F 1,00£0,04 (n=2) %H or 19,6+1,7 (n=2)
o F [ j
28aau 28aav
%HQOMG; 0,04+0,01 (n=5) A oMe 0,18+0,01 (n=2)
I : :F
28aaw 80,5£6,4 (n=2) 28aax 0,91+0,09 (n=2)
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35,7+2,3 (n=2)

28aay 28aaz
it OMe 0,53+0,38 (n=3) ! e 0,42+0,14 (n=5)
\@( % \ /\N
OMe
28aaa’ 28aab’
%H o 0,17+0,04 (n=3) %H NTOMe 0,32 (n=1)
\
B ”
28aac’ 28aad’
H 0,25 (n=1) H 0,70+0,21 (n=2)
o ey
— N
28aae’ 28aaf’
H 0,97+0,19 (n=2 0,95 (n=1
:{N ‘ SN Cl ( ) %H ‘ N OMe ( )
_ N = N =~
28aag’ 28aah’
%n ol 0,95 (n=1) %H « om 0,88+0,09 (n=2)
X N e
\N/ P
28aai’ 28aaj’
H H
NN _OMe 0,53+0,13 (n=2) N N OMe 10,9+1,2 (n=2)
Y 1
OMe OMe
9843k’ 28aal’
H 3,0 (n=1) R 20,0£2,0 (n=2)
%NNOM WN;)
e OMe
28aam’

Tableau 13 : activité des analogues modulant la zone A.
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Une stratégie trés populaire en « Drug Discovery » consiste en l'introduction d’un atome de
fluor lors du processus d’optimisation d’un lead. Cet atome de fluor va profondément modifier
les propriétés de composés biologiquement actifs en modulant les parameétres électroniques,
lipophiles et stériques, qui peuvent influencer de maniéere critique les propriétés

pharmacocinétiques (PK) et/ou pharmacodynamiques (PD).

L’atome de fluor est petit, de taille intermédiaire entre un atome d’hydrogéne et un atome
d’oxygene (rayon de Van der Waals : F 1,47 A; H1,20 A ; 0 1.52 A) ce qui implique que la
substitution -H/-F ne va pas affecter dramatiquement la taille globale d’une molécule. Une
liaison C-F est fortement polarisée avec un caractere ionique significatif (charge partielle
négative sur 1’atome de fluor). De plus, la longueur d’une liaison C-F est courte (longueur
liaison C-F 1,4 A ; C-H 1.09 A, C-O 1.43 A) et forte (énergie de dissociation d’une liaison C-
F 105,4 kcal/mol: C-H 98,8 kcal/mol, respectivement).’®41741%5 poyr ces raisons, le
remplacement d’un atome d’hydrogéne par un atome de fluor est une approche fréquemment
rencontrée pour diminuer le métabolisme oxydatif associé au cytochrome P450
(CYP450),169174196-198 Cet atome de fluor peut diminuer la dégradation métabolique soit
directement en bloquant le site d’oxydation, soit indirectement en diminuant la densité

électronique a proximité du site sensible.

Par ailleurs, I’introduction d’un atome de fluor augmente généralement 1’acidité des
fonctions acides et diminue le caractére basique des bases. Le caractére lipophile d’une
molécule est également augmenté si I’atome de fluor est situé a proximité de fonction azoté
basique ou s’il est introduit sur des cycles aromatiques.

L’introduction d’un atome de fluor peut également exalter 1’affinité de liaison du ligand
pour sa cible :

e endéveloppant des interactions directes avec la protéine par des liaisons hydrogéne, des
interactions hydrophobes ou des interactions orthogonales multipolaires C-F---H-N, C-
F---C=0 avec le squelette peptidique ou la fonctions amide ou guanidinium des chaines
latérales des acides aminés Asn, GIn ou Arg. °"1%° Méme si une liaison C-F est
considérée comme un mauvais accepteur de liaison hydrogéne,'®’ la formation d’une
liaison hydrogene intermoléculaire avec le fluor est possible dans des environnements
exempts de molécule d’eau (comme des sous-sites hydrophobes) et privé d’accepteurs
de liaison hydrogéne concurrents.?%

En général, une liaison C-F va préférentiellement former des interactions multipolaires

(figure 59).
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Molécule Molécule

Protéine 5 QR Protéine . /@»R
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/2 C-F=29A j
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NH N—H
Yo, Ho 5

Figure 59 : interactions orthogonales multipolaires de C-F

e en développant des contacts indirects avec la protéine via I’intermédiaire de molécules
d’eau
e en pré-organisant la conformation du ligand afin de permettre sa reconnaissance dans le

site actif de sa cible protéique.1%

La connaissance de la conformation énergétiquement la plus favorable d'un ligand est
essentielle pour optimiser I'efficacité de liaison, qui augmente avec le degré de pré-
organisation du ligand. Plus la géométrie du ligand lié (conformation bioactive)
ressemble a la conformation la plus basse en énergie du ligand libre, plus le gain en
énergie libre de liaison est important. En effet, la pré-organisation d’un ligand se traduit
généralement en imposant la conformation bioactive par rigidification de la structure du
ligand. Dans ce cas, lors de la liaison d'un ligand pré-organisé, aucune perte d'enthalpie
ne se produit pour atteindre la géométrie de liaison favorable, et les pénalités
entropiques, associées a la perte de degrés de liberté lors de I’interaction, sont

minimisées car il n'y a pas besoin de figer la conformation du ligand.

Le blocage de cette éventuelle réaction de O-déméthylation en remplacant le substituant
-OMe par un groupe -OCHF2 (composé 28aac) permet d’améliorer 1égérement I’activité
inhibitrice (ICs0~0,09 pM). En revanche, la substitution par un groupe -O'Pr (composé 28aad)
ou -OEt (composé 28aae) ou -OCFz (composé 28aaf) entraine une diminution d’activité
(IC50~0,33-0,35uM). Cette perte d’activité pourrait étre due a 1’apparition d’un clash stérique
entre le ligand et la protéine (volume de van der Waals des substituants : -Me 21,6 A% ; -CHF;
33,7 A%; -Et 38,9 A®; -CF3 39,8 A%; -iPr 56,2 A%).

Il est décrit dans la littérature que les éthers difluorométhyliques peuvent adopter la
conformation qui leur permet une liaison optimale a une protéine cible (figure 60). Alors que
la liaison O-CH3 dans ArOCHj3 adopte généralement une structure coplanaire, la liaison O-CF3
dans ArOCFz adopte préférentiellement une orientation orthogonale par rapport au plan
aromatique. Ce qui pourrait conduire a la perte d’activité inhibitrice observée. La préférence du

groupe -OCH3 pour étre coplanaire avec le cycle phényle provient de la conjugaison d’un des
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doublets non liants de 1'oxygene avec le systéme m aromatique. Cette conformation est ~3.0
kcal/mol plus faible en énergie que le conformére présentant la liaison O-CHs orthogonale au

cycle aromatique.

En revanche, les composés ArOCF3 adoptent une conformation dans laquelle les liaisons C-F
sont hors du plan en raison d'effets stériques et stéréoélectroniques. Cette conformation hors du
plan entraine une stabilisation anomerique nO—c*c_r qui réduit la conjugaison entre le doublet
non liant de 1’oxygéne et le systétme m aromatique, ¢liminant ainsi la préférence pour une

conformation coplanaire.*¥"#

Les composés ArOCHF,, quant a eux, n’ont pas de préférence pour une conformation
spécifique (conformation allant de coplanaire a orthogonale).?%? Cependant, il a été observé que
les atomes de fluor peuvent adopter un arrangement endo-exo ou endo-endo via la libre rotation
autour de la liaison O-CHF,.174202-204 Cette libre rotation va donner lieu a une « lipophilie
dynamique » du groupe -OCF:H, c’est-a-dire que la lipophilie variera en fonction de
I’environnement proche et de la conformation que le groupe -OCHF, adoptera.?®® Le groupe -
OCHF; ayant une conformation endo-endo, il a une lipophilie similaire au groupe -OCFs3, tandis
que la conformation endo-exo est plus hydrophile avec une augmentation de la polarité d’un
facteur 3.2032% De plus, la liaison C-H du groupe CHF, est fortement polarisée d’ou la

possibilité que ce groupe soit donneur de liaison hydrogeéne et qu’il crée une interaction

supplémentaire au sein d’un site actif,20%2%
CHF, CFs
\ CHF,
coraro P0Gt rtegna
Angle dié o
H Angle diédre 0°-50° ngle diedre 90
WH
Oj]?' 7 eE nE F
1245 AW 0. S—H S—F CF, %F
OE. OT—OF O O
* \/
/* §%CH; 2 0
* endo-endo endo-exo ng
Anglgd-é:t:r)s-ig:?6+6° moins polaire plus polaire

Figure 60 : préférence conformationnelle des éthers fluoreés.
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Des anilines alternatives a la 3-méthoxy aniline ont été examinées et le remplacement du
groupe -OMe par un atome de fluor (composé 28zaag) ou un atome de chlore (compose 28aah)
donne des résultats prometteurs avec des valeurs d’ICsg Similaires a celles du compose de
référence (ICso < 200 nM). L’introduction d’un atome de fluor supplémentaire (composés 28aai
et 28aaj) ou la combinaison chlore et fluor (composé 28aak) donnent également des résultats
prometteurs (ICso < 200 nM). Outre des interactions hydrophobes et une complémentarité de
forme, il serait également envisageable que I’atome de fluor développe des interactions
multipolaires, voire une liaison hydrogéne si ce sous-site actif est considéré comme une poche
hydrophobe. Dans tous les cas, ces modifications s’accompagnent également d’une diminution
des pénalités de désolvatation (car I’interaction du ligand libre avec I’eau est amoindrie).
Parallélement, I’introduction de ces atomes d’halogeénes sur le cycle aromatique conduit
également a une diminution de la densité électronique de 1’aniline qui deviendrait ainsi moins

sujette a des réactions d’oxydation par les CYP450.

Certaines anilines ont des activités inhibitrices de 1’ordre de 500 nM comme les analogues
-CF3 (composé 28aal), -CHF2 (composé 28aam), -SMe (composé 28aan), -SCHF2 (composé
282a0), -Me (composé 28aap), -SFs (composé 28aaq), et 1’éthynyl (composé 28aar). Ce
dernier est intéressant dans I’optique du développement d’une sonde moléculaire permettant
d’identifier le mécanisme d’action de cette série de molécules. En effet des réactions de chimie
« click » pourraient étre envisageées sur la fonction alcyne avec divers azotures incorporant des
étiquettes  fluorescentes ou d’affinité (ie biotine). Finalement, les analogues
2,2-Difluoro-1,3-benzodioxol (composé 28aas) et -iPr (composé 28aat) ont des activités

inhibitrices dans la gamme du micromolaire.

L'application d'un effet inductif (—I) par addition d'atome de fluor a diverses positions de la
m-méthoxy anilide de référence permettrait de moduler la densité électronique du noyau
aromatique afin de minimiser le métabolisme oxydatif et ainsi de réduire le risque de
mutagénicité. L’introduction d’un atome de fluor en position méta (composé 28aau) ou para
(composé 28aav) de I’anilide permet d’améliorer I’activité inhibitrice (ICso de 35 et 180 nM,
respectivement). En revanche, substituer la position ortho ou ortho’ (composes 28aaw et
28aax) est détrimentaire a I’activité antiparasitaire avec une perte totale d’activité inhibitrice
pour le composé 28aaw (ICs50~80 pM). L’évolution de I’activité inhibitrice semble surprenante
mais pourrait étre liée a des conformations de la partie anilide trés différentes. En effet la
substitution d’un atome d’hydrogene par un atome de fluor en position ortho du NH d’une

anilide permet la formation d’une interaction intramoléculaire et la stabilisation de la
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conformation A (figure 61).1742% Parallélement, cette interaction électrostatique entre 1’atome
de fluor et le NH proximal masquerait efficacement le développement de toute liaison H
intermoléculaire. D’ou la perte d’activité¢ inhibitrice observée pour les composés 28aax et
28aaw (ICso ~0,9 — 80 uM), le NH étant sans doute un pharmacophore essentiel permettant la
formation d’une liaison hydrogeéne avec un accepteur de liaison hydrogéne (HBA) du site actif.

Pour corroborer cette observation 1’analogue N-méthyl amide sera synthétiseé ultérieurement.

capacité HBD masquée
-~
H=F
WN
0}
A
HBED HBD
Q H 0 H=F
|
N oM
CO ™ Cor e
o e
N N ©
H H
MMV665878 28aax et 28aaw
IC500.19 pM 1C57 0.9-80 uM

Figure 61 : conformation d’une o-fluoro anilide et effet sur la formation de liaison H. En rose HBD (donneur de
liaison hydrogene).

L’obtention de conformation précise nous donne également des indices topologiques sur la
localisation des pharmacophores et notamment 1’orientation du substituant en méta du NH de
’anilide (figure 62). En effet, I’évaluation biologique des isoméres 28aaw et 28aax indique
une différence d’activité inhibitrice d’un facteur 90 en faveur de la conformation représentée

par 28aax, qui devrait ainsi représenter la conformation bioactive de la partie anilide.

HBD HBD HED

0 H o} H=F o H="F
N OMe N N

o)
NN N/&O 0 N/&O 0
H H H
MMV665878 28aax ~ OMe 28aaw
ICs0 0.19 uM ICs0 0.9 uM ICso 80 uM

Figure 62 : conformation des substituants de I’anilide. En rose HBD (donneur de liaison hydrogéne).
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Alors que le fluor en position méta (composé 27aau) a une activité inhibitrice de I’ordre de
0,035 uM, son isomére substitué en para (composé 28aav) ne permet que de conserver
I’activité inhibitrice (ICso 0,18 uM) de la molécule de référence. Ici, 1I’effet inductif attracteur
puissant du fluor va moduler la capacité du groupe -OMe distant a accepter des liaisons
hydrogeéne avec une diminution trés importante de cette force d’interaction pour le dérivé 2-
fluoroanisole 27aav.2%® Cette perte énergétique serait potentiellement compensée par une
pénalité de désolvatation moins importante (car 1’interaction du ligand libre avec I’eau est

amoindrie), ainsi que le développement favorable d’interaction multipolaire et/ou hydrophobe.

Par ailleurs, une liaison hydrogéne répond a des critéres geomeétriques bien preécis et dépend
notamment de la localisation et de 1’orientation des doublets non liants d’un accepteur de liaison
hydrogéne. En 1’occurrence, le 2-Fluoroanisole existe sous forme de mélange de deux
conformeéres en phase gaz: le conformere planaire majoritaire et stable avec une orientation anti
du groupe méthyle par rapport au substituant fluor (angle diédre Cr(Ar)-C(Ar)-O-C = 180°), et
une forme non-planaire avec un angle diedre Cr(Ar)-C(Ar)-O-C d’environ 60° ou le groupe
méthyle se tourne vers 1’atome de fluor.2%%21% Une analyse des motifs de type 2-fluoroanisole
substitué en position 4 et/ou 5 dans la Cambridge Structural Database (CSD - base de données
rassemblant plus d’un million de structures cristallines de composés organiques ou
organométalliques) a révélé une préférence marquée pour la conformation planaire anti (45

exemples sur 45 motifs de type 2-fluoroanisole ayant exclusivement une orientation anti).

Ces indices nous renseigneraient sur 1’orientation optimale du doublet non-liant de
I’oxygene du groupe OMe qui devrait adopter une topologie proche de celle décrite pour la
molécule 28aav en figure 63 afin de développer une liaison hydrogene. Par ailleurs, comme
aucune perte significative d’activité n’est observée pour I’analogue 2-fluoroanisole 28aav, nous
pouvons supposer que le substituant méthyle s’accommode parfaitement dans une poche

pouvant tolérer la présence d’un groupe -Me, -Cl, voire d’un groupe -CHF.
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capacité HBA

e planaire anti
diminuée

HBD

H?D
(0] ; (0] H
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H/&O o \@/ H,&O 0 \Q\F
O ov.

28aau HBA/

28aav HBA
ICs0 0,035 uM

1C50 0,18 pM (capacité HBA
fortement diminué)

Figure 63 : Conformation des substituants de 1’anilide, comparaison des analogues fluorés en méta ou para.
En vert : HBA (accepteur de liaison hydrogene) et en rose HBD (donneur de liaison hydrogéne). La fleche bleue

signifie qu’une rotation le long de la liaison C4-O est possible.

Par contre, I’insertion d’un deuxiéme groupement -OMe en position méta (composé 28aay)

diminue considérablement I’activité inhibitrice (1Cso 0,53 pM), probablement causée par des
répulsions stériques dans le site actif.

A ce stade de I’étude, il serait possible de proposer un mode d’interaction de cette partie de
la molécule avec le site actif de la protéine cible (figure 64).

sous-poche hydrophobe]. -
tolérant -OCH3 -OCHF,
-Clou -F

Figure 64 : mode d’interaction de la partie anilide. En rose : HBD (donneur de liaison hydrogene), en vert

HBA (accepteur de liaison hydrogéne). Trait noir : site actif

Afin de réduire les risques de mutagénicité, une des approches possibles consiste a

remplacer le cycle aromatique par un cycle hétéroaromatique azoté tels que des noyaux
pyridine, pyrazine et pyrimidine, 188190211
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En général, I’introduction d’un ou deux atomes d’azote (composés 28aaz - 28aal’) donne
lieu a une perte d’activité inhibitrice (méme si ces résultats sont a considérer avec prudence,
car la reproductibilité de tests biologiques est en cours). L’augmentation de 1’aire de la surface
polaire topologique (ou TPSA, glossaire p 238) et la diminution de la lipophilie?'? associée a
I’augmentation du nombre d’azote pourraient expliquer cette perte d’activité inhibitrice. Cela
suggérerait que cette partie de la molécule interagirait certainement dans une poche hydrophobe
du site actif de la protéine cible. Il semblerait donc que la partie anilide devrait étre plutét

lipophile.

Cependant, en série pyridine, il semblerait que I’introduction d’un atome d’azote en position
4 de I’azote de I’anilide comme dans les anilides dérivés de la 2-méthoxy-4-pyridyl 28aaz ou
de la 2-chloro-4-pyridyl 28aaa’ soit tolérée. Dans ces cas, il serait envisageable que le doublet
non liant de I’atome d’azote de la pyridine participe a une liaison hydrogeéne, en lieu et place
du groupe -OMe de la molécule de référence MMV665878 (figure 65).2'* Cela corroborerait
notre proposition de mode d’interaction et fixerait ainsi la topologie de cette partie anilide dont
notamment la localisation du groupe méthyle du -OMe (le doublet non liant de I’oxygeéne du -
OMe ou celui de I’azote de la pyridine devant avoir une orientation similaire afin d’interagir
avec un donneur de liaison hydrogene). Une des caractéristiques intéressantes de ces éthers
hétéroaryliques, surtout ceux pour lesquels le substituant est attaché & un atome de carbone
adjacent a un hétéroatome du cycle aromatique, est leur préférence topologique pour une
conformation anti (figure 65). Cette préférence est basée sur la minimisation des interactions
répulsives doublet non liant-doublet non liant. Une relation anti entre les doublets non liants
des hétéroatomes est alors fortement préférée (figure 65b).2242!° La différence énergéticue entre
les conformeres est dans certains cas considérable et a la fois significative et utile dans la

compréhension des interactions ligand-protéine.

Ici, dans le cas du composé 28aaz, sa conformation de plus basse énergie 28aaz(1) conduit
probablement a des genes stériques entre le substituant -OMe et le site actif. La conformation
bioactive 28aaz(2) serait, quant a elle, victime de pénalités énergétiques considérables, avec
une barriere énergétique entre les deux conformeéres de ~4,5 kcal/mol. D’ou les pertes d’activité

inhibitrice observées pour ce dérivé de pyridyle (ICsg 0,42 uM).
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Figure 65 : a) capacité de formation d’une liaison hydrogéne. b) préférence conformationnelle des éthers
hétéroaryliques. ) mode d’interaction proposé en série pyridine. En rose : HBD (donneur de liaison hydrogéne),
en vert HBA (accepteur de liaison hydrogene) et en bleu répulsion stérique ou électronique.

En série pyrazine et pyrimidine, les analogues les plus intéressants seraient les composés

28aab’ et 28aac’ qui ont une activité inhibitrice autour de 0,3 uM.

Des interactions dip6le-dipdle favorables de type amide-hétéroarene n-stacking pourraient
également contribuer a I’amélioration de D’affinité.?!®?}" Théoriquement, cette interaction

nécessite :

e un alignement, avec un arrangement antiparalléle, des moments dipolaires de celui
de I’hétéroareéne et de celui d’une fonction amide du squelette peptidique.

e une grande amplitude du (des) moment(s) dipolaire(s), notamment un moment
dipolaire important pour le cycle hétéroaromatique.

e une diminution de la densité électronique de I’hétérocycle.?t’

Il semblerait ici que pour ne pas perdre en activité le moment dipolaire des hétérocycles
doive étre important (figure 66). Le dérivé 2-fluoro-4-pyridyl, présentant le moment dipolaire

le plus important dans cette série pourraient é&tre une alternative intéressante.
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MMV665878 28aab’ 28aal' 28aac’ 28aaa’ x
moment dipolaire (D 2,53 3,32 2,68 4,70 6,71 7,24
p
miLogP 1,19 0,31 0,15 -0,27 0,89 0.37
TPSA 38,33 64,12 64,12 64,12 41,99 41,99
ICs0 (M) 0,19 0,32 20 0,25 0,17

Figure 66 : évolution du moment dipolaire des hétérocycles. Les valeurs de miLogP (équivalent a LogP) et
TPSA ont été déterminées par le service web Molinspiration Chemoinformatics. 2*® Le moment dipolaire a été
calculé aprés minimisation d’énergie avec le champ de force MMFF94 du logiciel MarvinSketch 21.13.0
(ChemAXxon Ltd).

L’adamantane (composé 28aam’), groupement lipophile assez volumineux fait largement
chuter I’activité inhibitrice (ICso 35 pM). Il semble que le site actif ne semble pas tolérer des
groupements volumineux malgré leur lipophilie. Un groupement aromatique pourrait étre
essentiel pour I’activité inhibitrice. L’¢tude des composés 28aan’- 28aaq’ (figure 67, test
d’activité biologique non réalisé a ce jour) nouvellement synthétisé pourront nous aiguillés sur

ce point.

N e A
RO O G IRt

28aan’ 28aao’ 28aap’ 28aaq’

Figure 67 : les molécules 28aan’- 28aaq’ en cours d’évaluation biologique.

Actuellement nos résultats n’excluent pas la possibilité de formation d’une interaction m-7
entre la partie anilide du ligand et un résidu aromatique d’une chaine latérale d’un acide aminé
comme Phe, Tyr, Tr ou His situé¢ dans cette poche hydrophobe. L’introduction de groupement
électroattracteur sur I’anilide renforcerait alors la force de I’interaction et en augmenterait donc

I’affinité.
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Suite a cette premiere étude SAR de la zone A nous proposons le schéma récapitulatif figure
68. Le site actif serait constitué¢ d’une cavité hydrophobe avec la présence possible d’acides
aminés aromatiques, et d’un accepteur de liaison H (+ un hypothétique) et d’un donneur de

liaison H.

présence possible
de a.a aromatiques

A Y=-FouH
X=CouN

>

HBD ?

sous poche hydrophobe
tolérant R = -OCHj; -OCHF,
-Clou -F

Figure 68 : interactions proposées pour la zone A. En rose : HBD (donneur de liaison hydrogene), en vert HBA

(accepteur de liaison hydrogene). Trait noir : site actif.

Perspectives (fiqure 69) :

Afin de minimiser tout type de pénalité énergétique lors de I’ancrage du ligand dans le site
actif, il serait intéressant de contréler 1’organisation moléculaire de la partie anilide en
concevant une molécule pré-organisée de conformation proche de la conformation
biologiquement active supposée (figue 69a). Pour ce faire, nous nous intéresserons a
I'utilisation de liaison chalcogeéne, avec notamment des interactions intramoléculaires avec le
trou sigma de 1’atome de soufre. Plus particuliérement dans des dérives de type N-acétylamino-
thiazole, des interactions intramoléculaires 1,5 O---S, énergétiquement favorable par rapport
aux autres types d’interactions X---S (géométrie étendue permettant un recouvrement idéal
entre le doublet non-liant de I’atome d’oxygéne et les orbitales antiliantes o*c-s) (figure 69b),?*°
devraient entrainer des préférences géométriques caractéristiques qui permettraient de stabiliser

une conformation proche de la conformation bioactive supposée (figure 69c).
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Figure 69 : perspectives pour la modulation de la zone A. En rose : HBD (donneur de liaison hydrogéne), en vert
HBA (accepteur de liaison hydrogene). Trait noir : site actif.

Divers dérivés d’amino-thiazole substitué avec un groupe méthyle (pour interagir dans la

sous-poche hydrophobe et/ou un ester (afin d’établir une liaison hydrogéne et/ou interagir avec

cette sous-poche hydrophobe) seront prochainement synthétisés et évalués biologiquement.

I11-1.a.b Les analogues modulant la zone B
Les modifications envisagées dans cette zone ont pour objectif d’améliorer certes ’activité
inhibitrice, mais également d’introduire une géne stérique a proximité de la fonction amide afin

de réduire sa sensibilité a I’hydrolyse par des protéases in vivo.

Cependant, toutes les modifications réalisées (tableau 14), que ce soit I’¢longation ou la
réduction de la chaine carbonée, des ramifications ou I’incorporation d’un cycloaliphatique,
ainsi que Dintroduction d’hétéroatome ont conduit a des pertes d’activité inhibitrice
significative. Le groupement isopropyle semble étre essentiel et interagirait probablement avec

un sous-site hydrophobe de petite taille permettant d’accommoder un substituant isopropyle.
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Compose Compose

@FN*T“ . | FCB11Cs0 (uM) 2 Nji(“? FCB1 ICso (M)
N/&O o} \©/ N/&o 5 2
H

MMV665878, 28aaa 28aba
;; 0,19+0,10 (n=7) 12.240,9 (n=2)
28aca 28ada
% 1.9 (n=1) ){g 0,82+0,09 (n=2)
)& 1,940,1 (n=2) )J; 1,840,1 (n=2)
28aga 28aha
>100 10 (n=1)

3
s
Ty

28aja

}nge 5,8+1,2 (n=2) HZQ 2,7+0,5 (n=2)

Tableau 14 : activité des analogues modulant la zone B

N
oo
3
QD

Afin de trouver un bioisostére du résidu valine, la surface accessible au solvant (Solvent-
accessible surface area ou SASA) de divers analogues a été calculée avec ChemDraw Ultra -
Chem3D 16.0.1.4. Pour ce faire, la fonction amine de ’acide aminé a été a la fois acétylée et
méthylée, tandis que la partie acide carboxylique a été transformée en N-méthyle amide
(figure 70).

Figure 70 : substrat modele utilisé pour la détermination de la surface accessible au solvant.
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Dans un premier temps, la conformation des différentes molécules a été générée en utilisant
une minimisation d’énergie avec le champ de force MMFF94, puis SASA a été déterminé via
le calcul de « Connolly Accessible Area » (glossaire p 238). A noter qu’aprés minimisation

d’énergie les squelettes peptidiques de ces différents analogues se superposent parfaitement.

A B C D E F
356,76 | 362,00 |365,57 |380,17 | 383,03 | 386,61
SRR Il RN
G H I J K L

393,63 419,00 | 422,34

Tableau 15 : aire de Surface accessible par le solvant (en A2) pour un substrat modéle.

Le tableau 15 nous indique que les groupes cyclopentyle G ou fluoroisopropyle H
pourraient étre des alternatives intéressantes au reste isopropyle I. Leur aire de surface
accessible par le solvant est quasi similaire (=392 A2). De méme, le 1,1,1-trifluoroisopropyle

j, 1égerement plus volumineux (~400 A2), pourrait également étre envisageé.

La synthése des derivés quinazolinedione incorporant un motif trifluorométhyle C,

fluoroisopropyle H et fluoroéthyle E a été démarrée mais sans succes.

Suite a cette premiére étude SAR de la zone B nous proposons le schéma récapitulatif figure
71 des interactions proposées.

sous-poche hydrophobe
ne tolérant que /Pr
’ D

\ H

a.a
hydrophobes

B
;

a.a aromatiques ?

sous-poche hydrophobe
tolérant R = -OCH3 -OCHF,
-Clou -F

Figure 71 : mode d’interactions proposées. En rose : HBD (donneur de liaison hydrogene), en vert HBA

(accepteur de liaison hydrogéne). Trait noir : site actif
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I11-1.a.c Les analogues modulant la zone

Les activités biologiques de 11 analogues modulant la zone

ont été évaluées (tableau 16).

Composé

N om
R e
(0]

FCB1 ICso (UM)

Composé

FCBL1 ICso (M)

MMV665878, 28aaa 28baa
i > 0.16+0,06 (n=4) s 0,08+0,01 (n=2)
N
H/go N/&O
H
28caa 28daa
s 0,13+0,01 (n=2) e 0,0940,01 (n=2)
N
F NAO F N/&O
H
28caa ? 28faa?
o 1 0,12%0,01 (n=2) i 0,05+0,03 (n=4)
N% Br N;Q
NAO NAO
H H
28gaa 28haa
P 0,1740,01 (n=2) s 0,9+0,09 (n=2)
\
e H/J%O ‘N/ N/&O
H
28laa 28jaa
O (0]
A 1,7+10,4 (n=2) s 17,5+0,7 (n=2)
& N (6] KN/ NAO
H H
28kaa 28laa
[NIAON% 15,041,4 (n=2) . i 0,24+0,04 (n=2)
N7 N/&O \ N’J*o
H H

Tableau 16 : activité des analogues modulant la zone
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La substitution du cycle aromatique par un ou des atomes d’halogeéne permet de conserver,
voire d’accroitre, I’activité inhibitrice. L’introduction d’un atome de fluor en position 6 du cceur
quinazolinedione (composé 28baa, ICso = 80 nM) semble étre préférable a la position 7 (28caa,
ICs0 = 130 nM). L’ajout d’un deuxiéme atome de fluor, comme avec 1’analogue 6,7-difluoré
28daa (ICso = 90 nM) ne conduit qu’a un léger gain d’affinité. La position 6 du cceur
quinazolinedione semble étre une position intéressante a moduler. L’analogue 6-chloré 28eaa
est le moins actif de cette série (ICso = 120 nM), tandis que le composé 6-bromé 28faa présente
la meilleure activité inhibitrice avec une valeur d’I1Csp autour de 50 nM. Cette augmentation de
I’activité inhibitrice ne pourrait pas uniquement qu’étre reliée a un accroissement de la

lipophilie de la partie quinazolinedione (tableau 17).

Composé clogP Composé clogP
FCBL 1Cs0 FCB1 1Cso
H H
Rj;rN OMe (UM) j;rN OMe (uM)
(o] \©/ R lo) \©/
MMV665878, | 2,56 2,86
28444 28baa
: 0,16+0,06 . 0.08+0,01
s NN (n=4) F N% (n=2)
e -
28caa 2,86 28daa 3,16
0 0,1340,01 0 0,09+0,01
N (n=2) F N*< (n=2)
F N/&O F N/go
H H
28caa 3,07 28faa 3,17
. 0,1240,01 ) 0,05£0,03
c N (n=2) o N (n=4)
v o o

Tableau 17 : calcul de clogP pour les molécules halogénées, les valeurs de clogP ont été déterminées par le site
web SwissADME?2
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L’atome de fluor en position 6 pourrait développer des interactions orthogonales
multipolaires, alors que 1’atome de brome serait plus propice pour développer une liaison
halogéne (interaction non covalente trés directionnelle liée a la présence d’un trou sigma sur
I’atome de brome le long de I’axe carbone-brome). Il se pourrait également que le substituant
bromé ait une meilleure complémentarité de forme (rayon de Van der Waals : F 1,47 A ; CI
1,75 A ; Br 1.85 A) et épouserait parfaitement une sous-poche hydrophobe. Une diversification

plus poussée de cette zone serait nécessaire afin d’explorer ce sous-site de liaison.

En revanche, il faut veiller a ne pas rendre la molécule trop lipophile car d’autres propriétés

pharmacologiques risqueraient d’en patir dont notamment la solubilité (vide infra).

Nous avons également chercher a remplacer un des atomes de carbones du cceur
quinazolinedione par un hétéroatome pour conduire a des dérivés de type
pyridopyrimidinedione (280aa, 28haa et 28iaa), pyrimidopyrimidinedione (28jaa),
pyrazidopyrimidinedione (28l<aa) ou thiénopyrimidinedione (28laa) (tableau 18).

L’introduction d’un ou deux atomes d’azote donne lieu a une perte d’activité inhibitrice
considérable (méme si ces résultats sont a considérer avec prudence, car la reproductibilité de
tests biologiques est en cours). Seule la pyrido[3,4-d]pyrimidine-2,4-dione 28gaa a permis de
conserver 1’activité inhibitrice de notre molécule de référence. Ces résultats laissent a penser
que cette partie de la molécule pourrait interagir avec une poche lipophile. L’azote en position

7 pourrait également participer en établissant une liaison hydrogéne (figure 72).

2 H
COT O
N
(0]
H/&O HBA
o

MMV665878 - 28gaa .~
I1C50 = 0,160 pM IC50 = 0,170 uM

poche lipophile

it H
ﬁLN N
N
- = H/&O (¢]

o)

Figure 72 : interaction de 28gaa avec la poche lipophile, En vert HBA (accepteur de liaison hydrogéne). Trait
noir : site actif.

Un autre analogue hétérocyclique, la thiéno[3,2-d]pyrimidinedione 28laa, permet
¢galement de conserver ’activité inhibitrice. Cet analogue a un caractére lipophile semblable a
MMV665878 (tableau 18), de plus une interaction de type liaison chalcogene pourrait
également s’établir, interaction attractive entre le trou sigma localisé€ sur 1’atome de soufre et
des doublets non-liants de base de Lewis, comme 1’atome d’oxygéne ou d’azote, voire d’un

systéme x.219221.222
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Composé Composé
FCB1 ICso
Iﬁ elog? (uM) \/';( clog? FC(?ATVII)C N
R N OMe u N OMe
o) \©/ " o \©/
MMV665878,
27aaa 280aa
0.16%0,06
. 256 o) § 182 0,17J:r0,01
NG N (n=4) N /N§ (n=2)
N~
PSR N
e
28haa 28laa
o 0,91+0,09 o
” 2,02 N % 1,87 1,740,4 (n=2)
Y 02 |
N/ N (@] & N (@]
H H
28jaa 28kaa
o) . 1.49 17,5_10,7 ) o) 134 15,0_11,4
DB (n=2) ( \fﬁ,% (n=2)
kN/ "o N" N/J“o
H
28laa
. ON;{ 2,62 0,2(;&2504
‘ =
\ N/go

Tableau 18 : calcul de clogP pour les molécules azotées et soufrées, les valeurs de clogP ont été déterminées par
le site web SwisSADME??°
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Une interaction de type zm-stacking n’est également pas a exclure. En effet 1’introduction
d’hétéroatome a un impact négatif sur ce type d’interaction (figures 73 et 74). Plus il y a
d’hétéroatomes introduits dans le cycle aromatique, plus 1’énergie d’interaction est faible. Ceci
pourrait expliquer la perte d’activité des composés azotés 28haa — 28kaa. A I’inverse le dérivé

thiophéne 271aa, quant a lui, a tendance a améliorer 1’énergie d’interaction.

Ol O] DO o

Figure 73 : représentation de surfaces de potentiel électrostatique de pyridine, thiophéne et pyrimidine. Code

couleur de -25kcal/mol (rouge) a +25 25kcal/mol (bleug).??3

> 0 * s
é -35 \ /7 \ /e .
8 "\
= - X
] o o€
§ w0 ﬂ‘ Cn \
= A
©
: )T
£ <)
% -4.5 o y N NTe '/::“ﬂl-
pRARC =
2] N —
g Ko L o
] S
& o g
3.60 3.65 3.70 3.75 3.80 3.85
Distance centre-centre (A)

Figure 74 : énergies d’interaction des = stacking entre le benzéne d’une protéine et différents hétérocycles.??*

A la suite de cette premiére étude SAR, nous pouvons proposer un mode d’interaction

représenté en figure 75.

sous-poche hydrophobe
ne tolérant que iPr

HBD
a.a
hydrophobes hydrophobes
a.a aromatiques ?, a.a aromatiques ?

X - A Y=-FouH
tolérant coeur alternatifde type: X=CouN
- thiéno[3,2-d]pyrimidinedione

- pyrido[3,4-d]pyrimidine-2,4-dion [

sous-poche hydrophobe
e

sous-poche hydrophobe
tolérant R = -OCHj3; -OCHF,
-Clou -F

Figure 75 : mode d’interactions proposé pour les dérivés de quinazolinedione. En rose : HBD (donneur de liaison

hydrogéne), en vert HBA (accepteur de liaison hydrogéne). Trait noir : site actif.
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I11-1.a.d Les analogues modulant simultanément la zone C et la zone A
3 molécules ont été synthétisées afin de moduler simultanément les zones C et A.

Compose
I(H e cLogP FCB1 ICso (UM)
T
MMV665878, 282aa 2,56 0,19+0,1 (n=7)
28fau
. i ) H oM 3,54 0,006+0,001 (n=2)
”/&oo \Q/
F
28fac
Br i j;(“ OCHF 3,79 0,06£0,01 (n=2)
N 2
N/&Oo \©/
H
28bag
i o I{“ i 3,23 0,06+0,02 (n=2)
N
N/goo \©/

Tableau 19 : activité des analogues modulant simultanément les zones C et A. Les valeurs de clogP ont été
déterminées par le site web SwissADME.?%

Ces résultats, plus que prometteurs avec notamment le composé 28fau ayant une valeur
d’ICso de 6 nM, composé le plus puissant préparé de toute cette série d’analogues, nous ont
montré qu’il était possible d’augmenter significativement 1’activité inhibitrice en combinant les
modulations de plusieurs zones de la molécule. Cependant il faudra étre attentif a d’éventuel

probléme lié a une solubilité aqueuse trop faible.
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111-1.b.Etude SPR

Au vu de cette premiéere étude SAR, la solubilité cinétique d’une vingtaine d’analogues de
MMV665878 a été déterminée dans un tampon PBS a pH 7,4 (tableau 20).

o IC ;, FeB1
Composé clogP Solubilité (uM) (M)
n
MMV665878 (rac), 28aaa
+
@\ﬁ@iﬁn b 2,56 180,5 2,8 10 :7] 00
T (n=7)
H
MMV665878(S) 282aa
160 * 60
@\)L X( 2,56 161,0£2,5 (n=4)
28aag
+
LI b r 2,91 178,7+ 0,8 200+ 13
SR =2
o
28aac
F_F
: i Nj:m“ 7 3,17 88,4+12 90 + 40 (n=3)
N/&O 0 \©/
H
28aah
+
LI R 3,14 51,5+ 0,4 130+ 20
L (n=2)
N/&O °
H
28aau
(0]
@\ANIWH 8 40 = 10 (n=5)
ot \?
27aav
e j;(H \
¥ o 2,87 170,3 +£3,5 180 + 8 (n=2)
N
CLLY T,
28haa
\Q\A Iﬂ 80 + 10 (n=2)
28daa
Q \/Q(H \
F AR o 3,16 74,1+ 0,4 90 £ 10 (n=2)
LY
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Y P P
T T

3,17

142+0.1

50 + 30 (n=4)

3,54

2,2+0.1

6+ 1 (n=2)

F F
2 H T
Br. N N\©/O

3,79

1,2+0.7

60 + 10 (n=2)

2,06

183,7+ 1.5

420 + 140
(n=5)

2,86

100,5+0,8

130 £ 10 (n=2)

2,62

165,2+1,2

240 + 40 (n=2)

1,82

154,9+12,6

170 £ 10 (n=2)

3,23

102,2+6

60 + 20 (n=2)

a4
LT

3,07

21,8+0,2

120 + 10 (n=2)

2,51

156,9+0,5

170 + 40 (n=2)

3,46

11,8§+0

120 + 30 (n=2)
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(0]

P F 3,23 78,6+3,4 | 120+ 20 (n=2)
N/&O o) \(;/
H F

28aaj
(e}

Nj;(ﬁ F 3,22 122,3+0,4 | 190 +20 (n=2)
N/&O ° \C[F
H

Tableau 20 : solubilité des molécules. Pour la solubilité un écart moyen est utilisé alors qu’un écart type est
utilisé pour I’ICso. En vert meilleure que MMV665878, bleue similaire, en orange moins bien, en rouge

beaucoup moins bien

Dans cette série de molécule, nous pouvons constater que des que la valeur de clogP est
supérieure a 3, la solubilité agueuse a tendance a chuter (figure 76).

2,5
o * de @
2 ® -9
e
o)
1,5
@ o)
o o
1 o)
0,5
o)
0 o)
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
clogP

Figure 76 : solubilité vs clogP des molécules dont la solubilité a été testée.
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Le graphique figure 77 récapitule de maniere plus représentative les molécules les plus
intéressantes au regard de leur activité inhibitrice et de leur solubilité.

28aav
28aaa (rac)
28aaz 28aag 28gaa
28laa zgaaavzﬁaaa(s) 28baa
28aaj 28aau
28has
28bag
* 28aac
28aai, 28daa

28aah

28eaa

logs

28aak 28faa

1,0 28caa

28fau

28fac

Figure 77 : solubilité cinétique dans PBS a pH 7,4 vs activité inhibitrice. solubilité : S(uM), pIC50 = -log (ICso
(M)). Les molécules se situant dans I’encadré vert possédent des activités inhibitrices qui ont ét¢ améliorées par
rapport a celle de MMV665878. Elles possedent également une solubilité cinétique semblable, voire 1égerement

inférieure a notre molécule de référence. Les molécules se situant dans I'encadré bleu possedent des activités
inhibitrices et une solubilité cinétique semblable, voire légérement inférieure a celles de MMV665878.
L’introduction d’un atome de brome conduit a des composés trés actifs mais trés peu
solubles (S = 1,2-14,2 uM). Le remplacement du groupe -OMe, un des «hot spots »
métaboliques sur la molécule de référence, par un atome de fluor (composé 28aag) semble étre

mieux toléré que I’introduction d’un atome de chlore (282ah) ou du groupe -OCHF> (28aac).

La position et le nombre d’atome de fluor semblent étre importants pour conserver une
solubilité décente et une activité inhibitrice intéressante. Que ce soit au niveau de la zone A ou
C, il apparait que la présence d’un seul atome de fluor soit suffisante pour ne pas diminuer trop
significativement la solubilité aqueuse. Ainsi, le composé difluoré 28bag semble étre pour le

moment un bon compromis entre activité et solubilité.

Le remplacement de la partie 3-méthoxyanilide par un hétéroaromatique avec notamment
les dérivés 2-chloro/méthoxy-4-pyridyl (28aal ou 28aaz) semble étre une alternative
intéressante pour conserver une bonne solubilité aqueuse. De méme, les composés de type
thiénopyrimidinedione 28laa et pyridopyrimidinedione 28gaa permettent de conserver

’activité inhibitrice et la solubilité aqueuse de MMV 665878. Ces deux noyaux alternatifs aux

120



cceurs quinazolinedione ouvriraient ainsi la voie vers une nouvelle séquence d'optimisation,
leur préparation et modulation donnant lieu a des challenges synthétiques détaillés dans la partie

perspective de synthese.

Ces résultats montrent la complexité de 1’optimisation de cette série de molécules devant
allier a la fois une certaine lipophilie afin d’augmenter 1’activité inhibitrice, et un caractére

hydrophile pour préserver la solubilité aqueuse.

Pour donner suite aux résultats des activités inhibitrices et des solubilités cinétiques, 15
analogues (Figure 78) ont été sélectionnées afin d’évaluer leur stabilité métabolique. Les
molécules les plus intéressantes au regard de ces deux parameétres ont été choisies, ainsi que les
composés bromés tout comme le composé chloré 28aah et les analogues difluorométhylés
28aac et 28fac. Les tests de stabilité métabolique sont en cours.

ot

MMV665878
28aaa

&5@@%@<ﬁ%i%§ﬁ
(esspeah resgedvesped

@iﬁ@%ﬁ«&ﬁ?dﬁ“
[eesgesnresyraince ey e

Figure 78 : molécules sélectionnées pour les tests de stabilité métabolique.
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I11-3. Approche de « scaffold hopping »

Une approche de scaffold hopping a été entreprise afin de concevoir une nouvelle classe de

molécules avec des propriétés physicochimiques différentes.

Une approche de « scaffold hopping » visant a remplacer le fragment central
quinazolinedione a alors été initiée. Plusieurs classes de composés ont été examinées en
fonction de leur faisabilité synthétique et de leur complémentarité de forme avec la
conformation du cceur quinazolinedione de MMV665878. Elle consiste a élaborer des
analogues en modifiant la structure chimique tout en préservant le profil pharmacologique de
la molécule parente. Ces analogues « fonctionnels » décrivent alors une affinité similaire a celle
de MMV 665878 pour une cible donnée tout en offrant des composés avec une grande diversité
structurelle. L’idée est de découvrir de nouvelles molécules en changeant significativement la
structure principale du cceur quinazolinedione mais en conservant des activités biologiques
similaires. Ce principe repose sur I’hypothése que des molécules structurellement et
chimiquement différentes peuvent interagir avec le méme récepteur et donner des activités

biologiques comparables®®.

Dans cet optique, onze analogues ont été synthétisées et leurs activités inhibitrices ont été

évaluées (tableau 21).

Composé Composé

FCBL1 ICso (UM) FCBL1 ICso (UM)

H OM
R e
o

38

MMV665878, 27aaa

o o 0,2+0,01
= 0,19+ 0,1 (n=7) e (n=2)
Yo A )
H
39 40
0 0
% >100 >100
O O
41 42
50+23 12,5+0,7

| ) (n=2) @iz;‘{ (n=2)
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43 44
o 54+8 o
N4 N % >100
H (n=2) \ N
? e
45 46
64 51+9
SNOHNE B SN HN%
o (n=2) o (n=2)
H H
37maa 37naa
1,7+0,4
Q 5 o . >100
8 (n=2) e
Z“NH, N™ “NH,

Tableau 21 : activité des analogues modulant la zone C présentant un « scaffold hopping »,

Dans un premier temps, nous avons conservé le systéme bicyclique du noyau
quinazolinedione et avons étudié 1I’importance des motifs HBA et HBD. Pour ce faire nous
avons préparé des deriveés de type thiooxo-quinazolinone 38, isoindolinedione 40, pyrimidinone
41, et benzotriazinone 42 (figure 80). Dans cette série, seul la thiooxo-quinazolinone 38
conserve I’activité inhibitrice de la molécule de référence (1Cso 0,2 uM). La présence d’'un HBA
de type carbonyle ou thiocarbonyle en position 2 semble primordiale pour I’activité inhibitrice.
Cependant, il est & noter que la thiooxo-quinazolinone 38 n’est pas un scaffold alternatif

d’intérét car il est instable chimiquement dans un tampon PBS a pH 7,4.

Une liaison hydrogéne est une interaction électrostatique respectant une certaine directivité
avec notamment 1’atome d’hydrogéne pointant directement vers le doublet électronique non
liant de 1’atome accepteur. L’orientation de I’axe du doublet non liant de I’atome d’azote en
position 2 de la pyrimidinone 41 est modifiée par rapport & celle de I’oxygéne ou du soufre de
la fonction carbonyle ou thiocarbonyle de la molécule de référence ou de la thiooxo-
quinazolinone 38, d’ou la perte d’activité inhibitrice observée. En revanche, il reste une
question en suspens a propos du role du N-H en position 1, il serait possible qu’il soit donneur

de liaison hydrogene.

123
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Figure 80 : « scaffold hopping", Noyaux bicycliques. En vert : HBA (accepteur de liaison hydrogene).

Par la suite, nous nous sommes intéresses a la possibilité de créer des « pseudos cycles » a
6 chainons par liaison hydrogéne intramoléculaire (IMHB). Le but est de mimer le cceur
bicyclique rigide du noyau quinazolinedione par un systeme cyclique « temporaire » afin de
moduler les propriétés physicochimiques (géométrie, forme, solubilité, lipophilie) ainsi que la
perméabilité membranaire.??5-228 Ce systéme cyclique temporaire est di a un équilibre entre
une conformation fermée et une forme ouverte selon le milieu environnant (figure 81). Plusieurs
facteurs affectent cet équilibre dont notamment 1) 1’état d’ionisation de la molécule, 2) la
polarité du milieu : environnements aqueux vs environnements apolaires (intérieur des

membranes/protéines), 3) I’isotropie (en solution) / anisotropie (membrane/état solide) de

Q
H*

b) Environnement polaire (eau) H\

@J\H

c) Environnement apolaire (intérieur membrane/protéine)

()=1in

Figure 81 : équilibre entre conformations ouverte et fermée de molécules incorporant une fonctionnalité

I’environnement.

H
D
A

HBD (D-H) et un groupe accepteur (A). Le trait en pointillé rouge représente une liaison hydrogéne

intramoléculaire (IMHB)
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La conformation fermée cachant I’accés a ses atomes polaires devrait étre plus lipophile et
afficher une perméabilité membranaire plus élevée, tandis que la forme ouverte dans laquelle

les groupements polaires sont exposés au solvant devrait étre plus soluble.

Il est également possible de distinguer des IMBHs dynamiques des IMBHSs statiques selon
que leur formation dépend de I’environnement ou non. De maniére plus générale, une molécule
pour laquelle la conformation fermée domine dans n'importe quel environnement forme un
IMHB statique. A l'inverse, une molécule pour laquelle la forme fermée est privilégiée dans les
milieux apolaires et la forme ouverte en milieu agueux forme un IMHB dynamique et peut étre

considérée comme un caméléon moléculaire.

Dans ce contexte, I'étude de Kuhn et al?®® est une étape importante pour 1’utilisation des
IMBH en drug design. Dans cette étude, les fonctionnalités HBD et HBA ainsi que les IMHB,
auxquelles elles participent, ont été identifiées a partir de structures cristallines de la CSD et de
la PDB en utilisant les criteres appropriés de distance et d'angle IMHB. Cette information a été
utilisée pour compiler une liste des topologies de systemes cycliques de cing a huit chainons,
considérés comme pertinents en drug design, et leurs propensions correspondantes a former des
IMHB. La propension a été exprimée comme « le rapport entre le nombre d'entrées qui
remplissent les criteres géométriques d'un IMHB et le nombre total d'entrées dans la base de
données contenant cette sous-structure ». Bien que les conformations adoptées dans les états
solides et solution ne soient pas toujours identiques, il est raisonnable de supposer que les
topologies avec de faibles propensions de Kuhn puissent former des IMHB dynamiques alors
que les topologies avec des fortes propensions formeront préférentiellement des IMHB

statiques.

Le tableau 22 montre quatre topologies de Kuhn que nous avons exploitées pour concevoir

nos pseudo-cycles a 6 chainons.
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Propension Exemple Exemple
Topologie
(CSD) CSD PDB
spﬂ
aC3cC3a mspz 89,5%
O N
[
cC3aC3a | sp? 93%
O._ .N
1_'
[ v
aC3cC3aC3a | s sp? 87,9%
_0O._.N
BEZJIA 1t40
Ciy
aNaC3a N, .N 80,9%

YINFOS

liky

Tableau 22 : topologies de Kuhn exploitées dans notre approche « scaffold hopping ». Dans la colonne

Topologie, I’espaceur entre le HBD et les groupes HBA est caractérisé par son hybridation tandis que le demi-

cercle désigne une liaison cyclique et le trait en pointillé rouge représente une IMHB.
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Les molécules 37maa et 37naa ont été congues initialement en vue de 1’obtention des
dérivés de type pyrido[4,3-d]pyrimidine-2,4-dione 28maa et pyrazolo[3,4-d]pyrimidine-4,6-
dione 28naa. Cependant, nous verrons par la suite que notre méthode de synthése n’a pas
permis leur obtention (partie 1V-2.a.). Néanmoins ces dérivés de type 2-aminobenzamide
peuvent exister sous différentes conformations avec notamment les conformations 37maa(1) et
37maa(2) (figure 82). Cette derniére correspond a la topologie aC3cC3a ayant une propension
de 89,5% dans la CSD.??° 11 est donc fort probable qu’une IMBH statique fige la conformation
correspondant a 37maa(2). Par contre, le systeme pseudo-cyclique ne semble pas étre localisé
au bon endroit, mais les résultats sont encourageants (ICso 1,7 M) ce qui nous a incité a

poursuivre nos efforts dans cette voie.

lo) |_‘| o) H H\N,H'.O
! H
N N N
L0 [l Yo = A
o) H
N~ Z>\H, O Sy o
o o]
MMV665878, 272aa $7maa(t) -~ 37maa 37maa(2) O

ICs0 = 0,160 uM ICso=1,7 M

Figure 82 : trait pointillé rouge liaison intramoléculaire. Topologie aC3cC3a

Nous nous sommes alors intéressés aux trois autres topologies d’intérét et avons en
conséquence concu des dérivés de types 2-oxo-pyridine-3-carboxamide 44, 2-

méthoxybenzamide 43 et 1-(2-pyridinyl)urée 45-46 (figure 83).
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La structure cristalline de molécules parentes aux urées 45-46 est décrite dans la
littérature??® (tableau 23) sous une conformation fermée (CSD : YINFOS, YINCAB), ce qui

nous conforte dans notre hypothése.

Propension
Topologie Molécule d’intérét
(CSD)ZZB
cC3aCa3a
(\sp2 N ON\/Q(H oo
) o3 | (L IT T
0., N | "
aC3cC3aC3a (\spz o I(H ]
spf/\sm 87,9% ©\):E T \@/ ~
/O-.H,N I 43
aNaC3a \ \/Q(H
b sp? XAty N O
C\jNf ?ﬂ 80.9% QNAOO \©/
H” H
45-46

Tableau 23 : approche de « scaffold hopping ». Les pointillé rouges représentent des liaisons hydrogéne

intramoléculaire.
Malheureusement les résultats non pas été ceux escomptés. Le remplacement du ceeur
quinazolinedione par les pseudo-cycles a 6 chainons 43-46 a conduit a une nette chute d’activité
inhibitrice. Ces résultats semblent confirmer I’importance d’une fonction oxo en position 2 et

4 du squelette quinazolinedione.

HBA HBA
N A
7 H
ik
i e

HBA

MMV665878, 28aaa

ICs0 = 0,160 uM
HBA  HBA HBA  HBA HBA HBA
N K N K
(o] H 0 H ¥ H )YF i
Br H. N
| |
H O H o) = o)
i A S8 ¥
% _0 4 _0O 4 _0O ! 0
HBA HBA HBA HBA
43 44 45 46
ICs50 = 53,5 UM IC50 > 100 uM ICs0 = 64 UM ICs0 = 51,0 uM

Figure 83 : « scaffold hopping » par liaison hydrogéne intramoléculaire. En rose : HBD (donneur de liaison

hydrogéne), en vert HBA (accepteur de liaison hydrogéne).

128



Toujours, afin de s’eloigner du systeme bicyclique quinazolinedione et afin de conserver
les fonctions oxo en position 2 et 4, nous hous sommes intéressés a des squelettes de type uracile

et azauracile (figure 84). Leur synthése est actuellement en cours.

i N R N o
R1ﬁN N\©/O\ 1%1 \©/ ~
N. )
Ry ”Aoo N“So

Figure 84 : uracile et azauracile en cours de synthese.

I11-4. Récapitulatif et perspectives

Suite & ces premieres études SAR et SPR un schéma récapitulatif des interactions est

proposé en figure 85.

iPr crucial
\\

HBD
aa HBA X
hydrophobes_ hydrophobes
a.a aromatiques ? a.a aromatiques ?
Z=-Fou-Br ‘ X
W =Cou N' /W _
sous-poche hydrophobe HBANZ A Y=-FouH
tolérant coeur alternatif de type: X=CouN
- thiéno[3,2-d]pyrimidinedione .-~ HBD ?
- pyrido[3,4-d]pyrimidine-2,4-dione sous-poche hydrophobe
tolérant R = -OCH3 -OCHF,
-Clou -F

Figure 85 : modes d’interactions proposés pour les dérivés de MMV665878. En rose : HBD (donneur de liaison
hydrogene), en vert HBA (accepteur de liaison hydrogéne). Trait noir : site actif.

A ce stade de 1’étude (figure 86) I’activité inhibitrice de cette série a pu étre améliorée dun
facteur 34 (ICso MMV665878 = 187 nM et ICso 28fau = 5,5 nM), mais ces composes tres
puissants ont tendance a n’étre que peu solubles. En attendant les résultats des tests de stabilité
métabolique, le défi réside actuellement dans 1’amélioration de la solubilité aqueuse ou
I’obtention d’un juste équilibre entre les différentes activités et propriétés. De ce fait le composé

difluoré 28bag est pour le moment le candidat favori.

Les composés de type thiénopyrimidinedione 28laa et pyridopyrimidinedione 28gaa
pourraient étre une solution alternative au cceur quinazolinedione. De méme, le dérivé de la 2-

chloro-4-pyridyl 28aaa’ pourrait remplacer la partie 3-fluoroanilide ou 3-méthoxyanilide.
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MMV665878

PfFcB11Cs 187 £ 102 nM (n=7)
sol. aq. 180,5 + 2,8 yM

clogP 2,56

Q H
dLN N\©/0Me
N 0

28gaa

PfFcB11Cs9 170 £ 14 nM (n=2)
sol. aq. 154,9 + 12,6 yM

clogP 1,82

©\)kN \©/ e r\©\)LN e
N/go © NAO ©
H H I

28fau

PfFcB11Cgq 5,5+ 0,7 nM (n=2)
sol. ag. 2,2+ 0,1 uyM

clogP 3,54

Q H
&LN\/Q(N OMe
N/&O ©

H
28laa
PfFcB1 ICs 235 + 35 nM (n=2)
sol. ag. 165,2 + 1,2 yM
clogP 2,62

e ahet

28bag
PfFcB1 ICsq 55 + 21 nM (n=2)
sol. aq. 102,2 + 6 yM

clogP 3,23
Q H
seaaeH
(0] N
N/&O Z
28aaa’

PfFcB11Cs9 170 £ 42 nM (n=2)
sol. aq. 156,9 £ 0,5 yM
clogP 2,51

Figure 86 : progression de I’optimisation « hit to lead »

Perspectives pour la modulation de la zone A :

Huit molécules supplémentaires ont été synthétisées, mais n’ont pas encore ¢&té
biologiquement évaluées (figure 87). Le composé 28aar’ serait particulierement intéressant,
car la partie benzoxaborole pourrait conférer a la molécule une activité inhibitrice

complémentaire due aux activités biologiques uniques du cceur benzoxaborole.?30-2%2

MMV665878
H 28a|a

%N\Q fN/H ?Nﬁ o

o K/O N\

28aan’ 28aao’ 28aap’ 0
(0] NH
H OH
= N B N
N 2{ \
“0 CLO 50
o) N 52
28aaq’ 28aar’

Figure 87 : molécules synthétisées dont 1’évaluation biologique est en cours.

Une derniére étude sera a poursuivre avec notamment le remplacement de la 3-

méthoxyanilide par un reste 2-fluoro-4-pyridyl ou par un aminothiazole (figure 88).

seshes

MMV665878

Figure 88 : prochaines molécules & synthétiser pour la modulation de la zone A.
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Perspectives pour la modulation de la zone C :

La stratégie de «scaffold hopping » reste encore a poursuivre avec notamment la
préparation de dérivés de type uracile ou azauracile, mais également des diazaborinones (figure
89).

O H o H QH H
R1ka N Ny R1%N N oNg By N Ny
| & * U L rY
N. O
Ry HAO (¢} H/&O o H/&O

Figure 89 : prochaines molécules a synthétiser pour la modulation de la zone C.

Autres perspectives...

Les résultats de notre optimisation de MMV665878 semble tendre vers deux séries de

molécules brevetées par GSK 23323

Le premier brevet?® ne comporte qu’une seule molécule GSK607 (figure 90).

Q H
YT ey
N~ H/&OO ~-N

GSK607%°

Pf 3D7 IC59 32 nM

Pf gamétocyte mature IC5q 140 nM

HepG2 ICgo > 100 uM

ChromologD; 4 3,8

FaSSIF sol. 426 pg/mL

EDgg (mg/kg)/AUC (ug.h/mL/jour) 0.53 /0.18

Figure 90 : autre molécule brevetée par GSK

Malgré toutes ces bonnes données, GSK607 (ou trés probablement GSK3191607) a montré
une énorme incertitude sur les prédictions PK humaines car le comportement PK n'était pas
cohérent parmi les espéces précliniques testées (souris/rat/chien). GSK a tout de méme fait
progresser cette molécule vers une étude de microdosage chez I’homme (Phase 0)%° afin
d'évaluer pleinement son potentiel thérapeutique en tant que traitement oral a dose unique. Le
microdosage humain n’a malheureusement pas répondu aux critéres de poursuite vers une étude
de phase I (T12 requis > 96 h),236.2%7
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Le second brevet quant a lui ne reporte que trois molécules de type uracile (tableau 24) .23

Q H
RfN N‘R2
Composé ID H/&o °
Ex1 Ex2 Ex3
F
Ng F o™ XQ/ o™ F
- | Tk i e | T
Pf ICso (NM) 8 51 108
FaSSIF sol.
462 447 741
(Hg/mL)
EDgo (Mmg/kg)
/ AUC 0,4/0,04 3,1/0,28 3/0,24
(ng.h/ml/jour)

Tableau 24 : les trois molécules de type uracile du deuxiéme brevet et leurs caractéristiques. 234

Dans cette derniére série de molécules, il n’y a pas de plus amples informations... Mais
d’apres ces résultats il faudrait certainement améliorer I’activité inhibitrice afin de réduire la
dose EDqo tout en conservant une solubilité supérieure a 700 pg/mL. Le composé Ex3 pourrait
nous servir de point de départ pour I’optimisation des dérivés uracile ou azauracile en
introduisant des morpholines a contrainte conformationnelle avec des analogues pontés
monocarbonés ou a deux carbones, bicycle fusionné ou de type spiranique. De méme, le groupe

R pourrait étre modulé (figure 91).

—
O
H
Ry | Nj;(N F mf:)rpthtoﬁne pontée fusionée spiro
substituee
N/&O 0 o 0% o
H 0, O T
R)= N N N N
0 H 1 K/ 3¢ » Y o
B A A e
| e \©/ |®)= CHF,, CF;, CDg, Et
N\N o (o]
H

Figure 91 : perspectives de synthéses de molécules type uracile ou azauracile.
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IVV- Synthese des analogues de MMV665878

Plusieurs voies de syntheses ont été développées pour la preparation de ces différents

analogues.
IV-1. Voies de synthése en série racémique

IV-1.a. Voie de synthése n°1

La voie de synthése n°1 décrite figure 92 a été notamment utilisée pour moduler la zone C
lorsque les anhydrides isatoiques sont commerciaux et/ou peu cher comparés aux acides
anthraniliques. Il s’agit de la méme voie de synthése que celle utilisée dans le chapitre 3 et qui
a été initialement utilisée pour I’obtention de 7 analogues (28faa, 28aba, 28fba, 29aaa, 29faa
29aba, 29fba) lors I’étude préliminaire de ce chapitre. Par la suite, cette voie de synthese n°1
nous a conduit au composé chloré 28eaa ainsi qu’aux composés bromés et fluoré 28fau et
28fac. Ici, divers anhydrides isatoiques 22 commercialement disponibles sont mis en réaction
avec des chlorhydrates d'ester méthylique d'acides aminés 23 dans le THF en présence de
DIPEA a 70°C pour conduire aux anilines 24. Les quinazolinediones 26 sont alors obtenues par
une séquence faisant intervenir la formation d’un carbamate 25, puis une
cyclisation/saponification dans une solution alcoolique de soude a chaud. La derniere étape de

couplage peptidique est réalisée via une des méthodes de couplage développées (partie 11-5).

J\W
@ﬁg R @% )W \©\A — Q\)l ae

22a, X =H 23a, R = isopropyle 24aa 25aa 26aa
22f X = Br 23b, R = isobutyle 24ab 25ab 26ab
22e, X = Cl 24fa 25fa 26fa
24fb 25fb 26fb
24ea 25ea 26ea
o R Produit  Rdt (4 étapes) HzN OMe
1 H MMV665778,27aaa  24%
NH,-R, =27 X N/S(N R 28faa 12%
—’ JY 2 28aba 46% 27a
N © 28fba 42% H,N OMe  H,N OCHF,
H 28 28caa 17%
O Ry 28fau 6%
28fac 8%
X N/S(OH 4 &
" /go o 27u 27¢
H
23aa Produit Rdt (4 étapes)
23ab 29aaa 26%
23fa Rz 29faa 54% H,N
23fb NH,-R; = 7a 29aba 53% 7a
23ea 29fba 51% OMe

Figure 92 : obtention d’analogues en série racémique : Premiére voie de synthese ; conditions : a) DIPEA, THF,
70°C, 20h. b) chloroformiate d’éthyle, Ko,CO3, DCM, t.a, 20h. ¢) NaOH, EtOH, 70°C, 20h. d) NH2-R,, couplage
peptidique. Dans un souci de clarté les anhydrides isatoiques 22 n’ont pas été numérotés 4 comme dans le
chapitre 3.
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Les rendements de cette voie de synthese varient de 8% a 54% sur les 4 étapes. Ils dépendent

énormément du rendement de la derniere étape de couplage.
IV-1.b. Voie de synthese n°2 via un réarrangement de Lossen/cyclisation

Les composés 28aaa et 28aac-28aar’ et 28aca—28aka ont été obtenus via la synthése décrite
figure 93. La premiére étape consiste en la tosylation de la N-hydroxyphtalimide 10 afin
d’obtenir le précurseur 11. Ce dernier est alors mis en réaction avec le chlorhydrate de ’ester
méthylique de la L-Valine (ou un autre acide aminé si on veut modifier la zone B) qui via un
réarrangement de Lossen suivi d’une cyclisation conduit a la formation du squelette
quinazolinedione 30.1"? L’acide carboxylique 26 est ensuite obtenu par saponification de 1’ester
30 qui s’accompagne malheureusement d’une racémisation du centre stéréogéene. La derniére
étape est réalisée via une des méthodes de couplage peptidique développées (partie I\V-6) et qui

permet de coupler I’acide carboxylique 26 avec divers anilines 27.

Cette voie de synthése est tres pratique et judicieuse pour moduler la zone A car la diversité
est introduite lors de la derniere étape. Lors du réarrangement de Lossen se produit une
désymeétrisation du substrat de départ, et si le phthalimide de départ n’est pas symétrique deux
isocyanates seraient susceptibles de se former (cf mécanisme, figure 94). Cette voie de synthese
n’est donc pas judicieuse pour moduler la zone C, sauf dans le cas de cceur quinazolinedione

substitué symétriqguement.

Le composé 28aab suit la méme voie de synthése, mais il a été synthétisé en 6 étapes

puisqu’il a fallu protéger/déprotéger le groupement OH du phénol (figure 95).

Les analogues 28aca—28aha modulant la zone B sont plus long a préparer via cette voie de
synthese puisque I’introduction de cette diversification intervient dés le début de la synthése.
De plus, la synthese peut ne pas étre appropriée pour I’introduction d’acides aminés nécessitant
une protection de leur chaine latérale comme cela a été le cas pour le composé dérivé de la
sérine 28aia souhaité. En effet, lors de 1’étape ¢) de saponification, le produit OMéthylé 28aja
a été exclusivement obtenu. Ce produit serait issu d’une réaction d’élimination du groupe -
OTBDMS conduisant a un intermédiaire de type déshydroalanine (DHA) suivi d’une addition

du méthanol (figure 96).

134



0 o o Ry o Ry
a , H N/H(o\ . H N/%(OH
N-OH —————> _ _ > —_—
cH) N-OTs N " /&o o " /go o
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275" ~ 27m'
27k’
R4
H H
N&(o
PN R2
N o NH,-R, = 27
H 7 028
ggai Produit Rdt (4 étapes) | | Produit Rdt (4 étapes) Produit  Rdt (4 étapes)
26:d MMV665778,28aaa 36% 28aas 22% 28aaj’ 21%
2646 28aac 28% 28aat 30% 28aak’ 40%
26af 28aad 27% 28aau 42% 28aal’ 24%
26a 28aae 15% 28aav 27% 28aam’ 18%
zegg 28aaf 13% 28aaw 35% 28aan’ 29%
28aag 10% 28aax 25% 28aao’ 4%
28aah 20% 28aay 37% 28aap’ 31%
28aai 43% 28aaz 16% 28aaq’ 10%
28aaj 40% 28aaa’ 23% 28aar’ 29%
28aak 40% 28aab’ 16% 28aas’ 2%
28aal 44% 28aac' 40% 28aca 20%
28aam 24% 28aad’ 14% 28ada 3%
28aan 30% 28aae’ 22% 28aea 2%
28aao 5% 28aaf’ 13% 28afa 3%
28aap 25% 28aag’ 8% 28aga 2%
28aaq 22% 28aah’ 24% 28aha 11%
28aar 15% 28aai’ 15%

Figure 93 : obtention d’analogues en série racémique

: seconde voie de synthése ; conditions : a) pyridine, DCM,

t.a, 1h30. b) pyridine, 120°C, 18h. ¢) NaOH, MeOH, 70°C, 18h. d) NH2-R,, couplage peptidique.
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Figure 94 : mise en évidence de I’obtention de 2 isocyanates a partir de phtalimide non symétriques.

0] o)
0s ;
-+ So_ b Xf -, o
N-OH N-
0 ° \/';r /& o) /&
{ % o
10 1 CIH.H-N 30aa 262a

@ Tees @% & vesaca

H,N : OH

27b

Figure 95 : synthése du composé 28aab ; conditions : a) pyridine, DCM, t.a, 1h30. b) pyridine, 120°C, 18h.
¢) NaOH, MeOH, 70°C, 18h. d) DIPEA, DCM, T3P, t.a ou 80°C, 16-72h ¢)TBAF, THF, t.a, 7h. f) TBDMSCI,
imidazole, DCMt.a, 48h, rdt quant. Rdt 4 +1 étapes : 29%

'I"BDMS
OH o
a o /OHH
(0]
CIH.H,N O~ CIH.H,N ~ ©\)LN%(N*
0] (¢} O
Chlorhydrate d'ester 32 N/go
meththu;gie L-sérine 282ai
<:§ TBDMS TBDMS
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: \i Osd. /2( OH
/ \ \ —_—
N-O + CIH.H,N /g /&
ol 1 H 30a| ‘ H 26aj
: )’L OH d :: j ~ %r N : : /
26aj 28aja

Figure 96 : obtention de I’analogue 28aja ; conditions : a) TBDMSCI, imidazole, DCM, t.a, 18h. b)
pyridine, 120°C, 18h. ¢c) NaOH, MeOH, 70°C, 18h. d) m-anisidine, DIPEA, DCM, T3P, t.a, 18h. rdt 4 étapes =
6%
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Les rendements de cette voie de synthése varient de 2% a 43% et dépendent énormément
du rendement de la derniere étape de couplage.

IV-2. Voies de synthése en série énantiopure

IV-2.a. Voie de synthese n°3

Une voie de synthése permettant 1’obtention de composés énantiopurs a é€té mise au point
et a conduit aux analogues 28baa—28daa et 28gaa—28laa de la figure 97, ainsi qu’a la
préparation de la molécule de référence MMV665878 (28aaa) en série énantiopure.

Cette voie de synthese est trés pratique pour moduler la zone C car des modulations de la
zone C viennent se greffer lors de la derniére étape de synthése via une réaction monotope en
deux etapes (procédure « one-pot, two-step »). La premiére étape consiste a N-protéger la
L-Valine par un groupement Boc, elle est suivie d’un couplage peptidique avec la m-anisidine
27a afin d’obtenir le composé 34aa. Une hydrolyse par du TFA, suivi d’un traitement aqueux
basique permet d’obtenir I’amine libre 35aa. La réaction de couplage peut étre effectuée avec
deux agents de couplage différents, soit avec du T3P soit avec le systtme TCFH/NMI. Les
derniéres étapes de la synthése se déroulent selon une procédure « one-pot, two-step » : divers
acides anthraniliques 36 sont mis en réaction avec I’amine 35aa afin dans un premier temps de
donner les intermédiaires de type benzamide 37, puis dans un second temps une réaction de

cyclisation en présence de triphosgene conduit au squelette quinazolinedione 28.

Certains acides anthraniliques ont posé des problémes de solubilité dans CH2Cl, et/ou de
réactivité lors de cette séquence réactionnelle. De nouvelles conditions de couplages utilisant
le systeme DIC/HOPO dans un mélange H.O/MeCN ont dus étre élaborées, conditions

malheureusement incompatibles avec la procédure en « one-pot, two-step ».

Cette synthese a également été appliquée a la synthése du composé 28bag qui fait intervenir

non plus la m-anisidine 27a mais 1’aniline fluoré 27g (figure 98).

Bien que cette méthode nous ait permis de synthétiser une dizaine de composés, celle-ci
semble étre limitée a certains substrats, notamment 1’étape de cyclisation peut poser probléme
et n’a pas été compatible avec les benzamides 37maa et 37naa. En effet ces précurseurs n’ont
pas réagi ou se sont dégradés en présence de triphosgene ou d’un autre agent de carbonylation
comme le CDI. Les composés 37maa et 37naa ont tout de méme été testés sous leur forme
non-cyclisée. En revanche, le composé 370aa n’a pu étre isolé car sa purification n’a pas été
assez efficace et la quantité de brut obtenu était trés faible, montrant que la réaction de couplage

n’a pas été efficace également.

137



L- Val|ne 34aa 35aa

o ke e
- o Etape 1 ‘\)NLH \©/ Etape 2 ‘\)k/&

Ty el %MIW BTN

hes

Rdt (5 étapes)

36I

NH,
360

35aa
(0]
Produit
OH 37aaa MMV665778,28aaa
37baa 28baa
NH, 37caa 28caa
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Figure 97 : Obtention d’analogues en série énantiopure ; conditions : a) Boc,O, NaOH, THF/H,0, t.a, 16h.

b) méthode A : DIPEA, T3P, DCM, t.a, 24h ; méthode B : TCFH/NMI, MeCN, t.a, 24h. c) TFA, DCM, t.a, 3h.
d) méthode A : les étapes 1 et 2 sont réalisées en « one-pot, two steps » ; méthode B : les étapes 1 et 2 sont

réealisées en séquentielles ; étape 1 méthode A : DIPEA, DCM, T3P, t.a, 16h ; étape 1 méthode B : DIC/HOPO,

H,0O/MeCN, 80°C, 16h ; étape 2 : DIPEA, DCM, trisphosgéne, 0°C puis t.a, 5h. Dans un souci de clareté, les

acides anthraniliques 36 n’ont pas été numérotés 3 comme dans le chapitre 3.

L-Valine

35ag

H
j;(OH_> Boc. X(OH —> Boc. '\I(N F
YT

34ag

b et Etap;@f*Im@r

37bag

¢ H
R N
H,oN
(0]

35ag

o j:WH .
rxl/loO \©/

28bag

Figure 98 : obtention d’analogues 28bag; conditions : a) Boc,O, NaOH, THF/H;0, t.a, 16h. b) TCFH/NMI,

MeCN, t.a, 24h. c) TFA, DCM, t.a, 3h. d) I’étape 1 et 2 sont réalisées en « one-pot, two steps » ; étape 1:
DIPEA, DCM, T3P, t.a, 16h ; étape 2 : DIPEA, DCM, trisphosgéne, 0°C puis t.a, 5h
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Les rendements globaux de cette synthése varient entre 5% et 10% sur 4-5 étapes. Ces
rendements assez faibles sont dus notamment a des rendements modestes obtenus pour la
premiére réaction de couplage peptidique (transformation de 33a vers 34aa). Ce couplage,
réalisé sur « d’assez » grande quantité (ordre du gramme), ne dépasse pas 30% de rendement.
Une autre étape sensible est la réaction « one-pot, two-step » ou I’issue de la réaction dépend
fortement de la réactivité des acides anthraniliques. Par ailleurs, une autre difficulté fut
rencontrée lors de la purification du produit final avec la présence d’un sous-produit (structure

figure 99) en infime gquantité mais ayant une polarité trés similaire a nos analogues.

Sea Ry
84

Figure 99 : impureté obtenu lors de la derniére étape de la synthése voie de synthése n°3.

\
o
\
o

Dans certains cas, des colonnes Puriflash® CN (figure 100) utilisées dans des conditions
inverses ont permis de séparer les produits finaux de cette impureté. La colonne Puriflash® CN
a la particularité de pouvoir s’utiliser soit en phase normale pour purifier des composés polaires
soit en phase inverse pour purifier des composés moyennement polaires. Pour ce faire, il suffit

de I’activer avec les solvants adéquats pour adopter un mode ou 1’autre.

Activation colonne Puriflash® CN

Phase normale Phase inverse
e Rincer avec 100% heptane, 3 ou 4 e Rincer avec 20% MeOH - 80% H.0O
volumes de colonne ou 30% ACN - 70% H20, 3 ou 4

volumes de colonne

Un minimum de 5% de solvant organique

est requis pour maintenir cette activation

Phase normal puriflash® CN
\
_Si—
OH oY
Q) Q)or
OH o./

S‘i‘(CHz)sch

Figure 100 : comparaison des greffages de la silice phase « normal » et Puriflash® CN
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IV-1.b. Voie de synthese n°4

Une deuxieme voie de synthése conduisant a des composes énantiopurs a été développée
vers la fin de mes travaux de recherche. L’étape clé de formation du squelette quinazolinedione
a lieu lors de la derniére étape via la séquence de réarrangement de Lossen/cyclisation. Seul le
composé 28aka a été préparé et a été obtenu sous la forme d’un seul diastéréoisomére. Comme
précédemment, la L-Thréonine est N-protégé par un groupement Boc, suivi d’un couplage
peptidique avec la m-anisidine en présence de DIC/HOPO. L’amide résultante est alors
déprotégée par du TFA, puis traitée avec une solution aqueuse basique pour donner 1’amine
libre 35ka. Cette derniére est alors mise en réaction avec le N-tosyloxyphthalimide 11 dans de

la pyridine & 120°C pour donner le produit final 28aka (figure 101).

HO,, HO,, HO,, HO,,
a b H | ¢ H \
HZN/Q(OH_> Boc\N/g(OH —>Boc\N/g(N o__, HzN/’;(N o)
: i Q R O [

L-Thréonine 33k NH, 34ka 35ka

28aka

Figure 101 : obtention de I’analogue 28aka conditions : a) Boc20, NaOH, THF/H20, t.a, 16h, rdt = 93 % b)
DIC/HOPO, H,0/MeCN, 80°C, 16h, rdt = 65 %. c) TFA, DCM, t.a, 3h. d) pyridine, 120°C, 18h, rdt = 22%.
Cette voie de synthése est particulierement adaptée pour la préparation de quinazolinedione

symétrique en utilisant comme substrat de départ des N-tosyloxyphthalimides symétriques.
IV-3. Mise en évidence de la racémisation/épimérisation

La racémisation/épimérisation lors de la réaction de saponification a été mise en évidence

de deux manieéres différentes.

1) Lors de la synthése du composé 28ada, deux diastéréoisomeres ont été obtenus et sont
distinguables en 'H-RMN. En effet, I’ester 30ad et I’acide carboxylique 26ad sont les
précurseurs de 28ada, et en analysant leurs spectres RMN respectifs (figure 102), cette
épimérisation a pu étre mis en évidence. L’ester 30ad posséde deux centres stéréogenes, et
1I’épimérisation ne peut, a priori, avoir lieu que sur un seul de ces centres. Le ratio RMN entre
les deux diastéréoisomeres est d’approximativement 1/2 S/R (les deux doublets se

chevauchent).
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—5.29

—5.27

IH RMN (CDCls) 26ad

Figure 102 : mise en évidence de la racémisation lors de la saponification par analyses RMN des composés 30ad
et 26ad.

2) Une autre méthode pour mettre en évidence ce phénomene de racémisation/épimérisation

a consisté en la synthése de MMV665878 selon deux voies de synthése, I'une supposée

racémique et I’autre permettant d’obtenir le composé sous forme énantiopure.

MMV665878 a ainsi été synthétisé via ces deux méthodes et les deux composés ont été
comparés par chromatographie sur colonne chirale (chromatogramme obtenu figure 103). Nous
avons alors pu constater que la méthode de syntheése n°3 permet bien d’obtenir des composés
énantiopurs, contrairement a la voie de synthése n°2 ou une racémisation s’est produite, trés

probablement lors de 1’étape de saponification/cyclisation. Le ratio S/R étant de 60/40.
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Intensité

Intensité

Figure 103 : chromatogrammes obtenus par chromatographie SFC : mélange racémique vs composé énantiopur
MMV665878 (colonne chirale Trefoil AMY, 2,5 um, 2,1 x 150 mm ; isocratique 20 % MeOH, 0,1 % FA).

IV-4. Synthese des molécules pour la stratégie de « scaffold hopping ».

IV-4.a. Synthéses des analogues 38-42

Les composés 38-42 sont également obtenus via des synthéses permettant d’obtenir des

composes énantiopurs.

La thiooxo-quinazolinone 38 a été synthétisée avec la méme voie de synthése que celle
décrite auparavant (voie de synthése n°3) en utilisant non plus du triphosgéne lors de la derniére

étape mais du thioCDI afin d’obtenir le dérivé soufré correspondant (figure 104).

s gsalee, - At - Seqars

35aa 37aaa

Figure 104 : réaction « one-pot, two-step » permettant 1’obtention du composé 38 ; conditions : a) DIPEA, T3P,
DCM, t.a, 16h, b) thioCDI, 40°C, 6h, rdt 5 étapes = 5%

Les composés 39 et I’isoindolinedione 40 ont été synthétisés a partir du composé 35aa
(figure 105) qui a été mis en réaction avec 1’acide phtalique pour obtenir le composé 39. Le

composé 40 a été obtenu par cyclisation dans 1’acétonitrile aux micro-ondes a 150°C.

bl = oot - Otfy

34aa

Figure 105 : obtention des composés 39 et 40 : a) EtsN, DCM, t.a, 4h, rdt = 33%. b) MeCN, MW, 150°C, rdt =
24 %.
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Lors de la mise au point de la voie de synthese n°3, une autre méthode avait été testée en
utilisant du CDI a la place du triphosgéne. Le CDI s’étant malheureusement dégradé totalement
en imidazole lors de sa conservation au réfrigérateur, la réaction souhaitée ne pouvait pas se
produire... Néanmoins le chauffage de I’intermédiaire 37aaa en milieu basique dans le DMF, a

conduit a I’obtention de la pyrimidinone 41 (figure 106).

et o

NHz2 37.2a

Figure 106 : obtention du composeé 41 ; a) CDI dégradé en imidazole, DBU, DMF, 150°C, 16h. rdt 5 étapes
=8%

La benzotriazinone 42 a également été synthétisée a partir du composé 37aaa (figure 107)

qui a été mis en réaction avec du NaNO- en milieu acide aqueux.

et e Y

NHz 37.2a

Figure 107 : obtention du composé 42 ; a) NaNO,, HCI, H20, t.a, 10 min, rdt 5 étapes = 6%.

IV-4.b. Synthese des composés 43-46 : « scaffold hopping » via conception de pseudo-
cycle a 6-chainons

La 2-méthoxybenzamide 43 et la 2-oxo-pyridine-3-carboxamide 44 (figure 108 et 109) ont
été synthétisées par simple couplage peptidique du composé 35aa avec respectivement 1’acide

o-anisique ou I’acide 1-méthyl-2-oxo0-1,2-dihydropyridine-3-carboxylique.

o i LR
HoN . OH a N
0 0
35aa ? ? 43

Figure 108 : obtention du composé 43 ; conditions : a) DIPEA, T3P, DCM, t.a, 16h, rdt = 41%

aclive

35aa

Figure 109 : obtention du composé 44; conditions : a) DIPEA, T3P, DCM, t.a, 16h, rdt = 58%.
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La synthese des dérivés de type 1-(2-pyridinyl)urée 45-46 a été plus difficile. Dans un
premier temps une premiére voie de synthese (figure 110) a été essayée. Celle-ci consistait a
simplement faire réagir la 2-aminopyridine A avec le CDI ou le triphosgéne puis d’ajouter le
composé 35aa (entrée 1-2 et 4-5) ou faire réagir le composé 35aa avec le CDI puis d’ajouter le
composé A. Dans les deux cas, I'urée D a été observée, ce qui signifie d’une part que le CDI
ne réagit pas avec le composé 35aa et d’autre part que A est plus réactif que 35aa. Un essai
avec de la benzylamine, moins encombrée que le composé 35aa, a également conduit a 1’urée
D. Par conséquent cette voie de synthése a été abandonnée. Une seconde stratégie a consisté a
faire réagir la 2-aminopyridine A avec le 4-nitrophenyl chloroformiate B, puis d’ajouter le
composé 35aa. Les entrées 7 et 8 ont montré que non seulement la réaction ne fonctionne pas
mais que la premiére étape n’a pas licu. De plus 1’'urée D étant toujours le seul produit formé,

cette voie de synthése a également été abandonnée.

voie de synthése 1 X(H ‘ A @ i /,@
X N 0 o N NN
A +35aa ----> @ HN \©/ NH, conditionsa-g H H
= N/go © A obtention urée D
5 45
voie de synthése 2 NO, NO
H \ 2
A+ B m ‘ XN i/©/ 777777 - s HZ%N\Q/O o/©/ HzN/\©
g NO 35aa c”7o g ¢
A+33
1 a (2.20q) | CO! (2¢q) | DCM | DIPEA | ta 16h
A+33 | Triphosgene 0 puis
2 b (2.2eq) (0.6 eq) DCM DIPEA ta 16h
A+33
3 o (2 eq) CDI (2eq) DCM DIPEA 40 16h
A+33
4 d eq) | CD! (2¢q) | DMF | DIPEA | ta 72h
A+33
Triphosgene 0 puis
5 e (3¢q) (0.4 eQ) THF | DIPEA | °° 2h
Triphosgene 0 puis
6 e A+C (0.4 eq) THF DIPEA iy 2h
A+B -
7 f ouis 33 / THF pyridine t.a 2x16h
8 g A+B / DCM DIPEA t.a 16h

Figure 110 : premier essais de synthése du composé 45, obtention de 1’urée D.
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Finalement les dérivés de type 1-(2-pyridinyl)urée 45 et 46 ont pu étre préparés via
’approche de Kumar et al %8 (voie de synthése figure 111, mécanisme annexe p 234). Cette
approche consiste, tout d’abord, a synthétiser les sels 48 et 49 a partir des aminopyridines
correspondantes et du bromoacétate d’éthyle dans du THEF. Ces sels de pyridinium sont ensuite

mis en réaction avec le composé 35aa en présence de K3PO4 dans la DMF.

N NH, o
~
T ey = Tfl
X
Br
\/
48, X =H
49 X =Br
X
‘ X R o
NHZ b Y SN HN \©/
Br 0
Z N’go
O 35aa H
48, X =H 45, X =
49, X =Br 46, X = Br

Figure 111 : obtention des composés 45 et 46 ; conditions : a) THF, t.a, 45 rdt = 66 %, 46 rdt = 26 %. b)
K3sPO4, DMF, 100°C, 20h, 44 rdt = 12%, 45 rdt = 12 %.

Cette approche reste cependant limitée aux aminopyridines puisque cette synthése a été
essayée avec des aminopyrimidines (figure 112) sans succes. Le sel 50 a pu étre synthétisé avec
un tres faible rendement de 6%, mais celui-ci n’a pas réagi avec le composée 35aa. Le composé
47 n’a donc pas pu étre préparé. La 2-amino-5-bromopyrimidine n’est, quant a elle, pas soluble

dans le THF, le sel correspondant 51 n’a donc pas pu étre préparé.

ijﬂm+sfjﬁv/—i+ flmm J;T' 5 Sl TkaZ
o~ F-Sf\/
(o] (o]

51

50 O 37aa

Figure 112 : limitation de la synthése ; conditions : a) THF, t.a, 50 rdt = 6 %. b) K3PO4, DMF, 100°C, 20h.
IVV-4.c. Synthése des dérivés d’uracile

Pour synthétiser le noyau uracile plusieurs voies de synthése ont été imaginées. Notre but
était de ne pas reprendre la synthése décrite dans le brevet?®* afin de pouvoir moduler

tardivement la partie morpholine.
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Une premiére voie de synthese (figure 113) est basée sur une étape clé
d’insertion/réarrangement de Mumm (mécanisme annexe p 234) d’un isonitrile E et d’une
oxime cyclique F catalysée par de sels d’argent. 2° Malheureusement, cette voie de synthése
n'a pas permis d'obtenir le noyau uracile désiré. Le composé E est trop instable pour pouvoir
étre utilisé via cette synthese. Ce composé a été synthétisé a partir de L-Valine (ou de dérivés
de la L-Valine) qui a ét¢ mis en réaction avec 1’acide formique pour donner la N-
alkylformamide. D’un autre c6té, I’oxime cyclique F a été obtenue aprées réaction avec POCls

en milieu acide dans DCM.24°

a H \
R
HaN > oé\N\'/;( R = OEt, OMe ou %" \©/O
o ‘
isonitrile peu stable

o o c o /ﬁ R Oj\/
PPN , oc? E
o™ ONTR
N/go
H

S ——

Figure 113 : conception de dérivés d’uracile ; conditions : a) acide formique, anhydride acétique, t.a, 16h. b)
EtsN, POCls, DCM, t.a, 16h. ¢) NH,OH.HCI, pyridine, EtOH, 60°C, 16h. d) Ag.0, pyridine, dioxane, 80°C, 6h.
Une autre voie de synthese a donc été imaginée pour synthétiser le ceeur uracile. Celle-ci
débute par la synthése d'une urée (figure 114)?*L. Par la suite, cette urée a été engagée dans une
réaction avec I’éthyle acétoacétate en présence de BFs Et0.2*2 Cependant, le produit désiré n'a
pas été obtenu, des hidantoines ont été identifiées. Cette urée a également été engagée dans une

réaction catalysée au palladium avec un alcyne.?*® En revanche, ici, aucune réaction ne s’est

produit désiré

produite.

H

(0]
N
o b OYH Y
R a )L R ou N
CIH.H,N —— HNT N o o HN L
o o]
/O

! PO

R = OEt, OH ou hidantoine

H \
ZN (0]
\@/ c
pas de réaction

Figure 114 : conception de dérivés d’uraciles ; conditions : a) KOCN, H,0, t.a, 16h. b) BF3s.EtO,, MW, 30 min,
135°C. ¢) Pd(OAc), 1%mol, TFA, NaOAc, toluéne, t.a.
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Face aux échecs de ces différentes voies de synthése, nous nous sommes alors intéressés a la

voie de synthese décrite dans le brevet. Nous avons repris cette voie de synthése et l'avons

Iégerement modifiée afin d'introduire tardivement la partie morpholine a diversifier (figure

115). D’ores et déja, nous avons réussi a obtenir notre cceur uracile avec un rendement de 10%

sur les 4 étapes. La premiére étape consiste a faire réagir 1’acétoacétate d’éthyle avec I’acétate

d’ammonium pour donner le (2Z)-3-aminobut-2énoate d’éthyle. Puis s’en suit une réaction

avec le chloroformiate de phényle. La troisieme étape consiste a faire réagir le composeé active

par le chloroformiate avec la L-Valine tert-butyle ester. La quatrieme étape permet de cycliser

la molécule. L’élaboration de synthése nous permettant d’introduire la morpholine (ou dérivés

de morpholine) est en cours.

ﬁOEtHﬁOEt%ﬁ OEt

Figure 115 : conception de dérivés d’uracile. Conditions : a) acétate d’ammonium, EtOH, t.a, 6h, rdt quantitatif.
c) Chloroformiate de phényle, pyridine, chloroforme, t.a, 16h. d) K.CO3; DMF, t.a, 16h. e) 'BUOK, THF, 0°C, 6h

puis t.a, 16h, rdt (4 étapes) = 10%.
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IV-5. Divers : Obtention des composés 28ala et 52

La molécule fluorée G a voulu étre synthétisée a partir du composé 28ala via divers agents
de fluoration (entrée 1 et 2 tableau figure 116). En utilisant le DAST?*, deux produits ont été
obtenus le diastéoisomére : du derivé de thréonine 28ala et le compose cyclisé 52 (mécanisme
des réactions figure 117). Avec le réactif Fluolead?®, seul le composé cyclisé 52 est observé.

et o -
i ol o

O "28aka O 28ala

Conditions : a) agent de fluoration, DCM, 0°C puis t.a

DAST o
1 S e ”:J'ir; ir? e 1/0.7
NS p
Fluolead
30 min a 0°C
2 puis 3h ol
F’E\F

Figure 116 : obtention des composés 28ala et 52.

Activation par DAST ou Fluolead F
7\ f T N N F
INiS—F — N'=s” F  Ron N—S-OR’
/’;( VA —/ F —/ F
Q\)L/& \©/ Q\){& \©/ FF GHR" GHaR"
S\F Q/F Q
_ S\F StF
R'OH
- E-

Racémisation

LR R UL LM G LS

obtenton 48 Q/o\
&@—»@ﬁ

Figure 117 : mécanisme pour I’obtention des composés 28ala et 52.
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IVV-6. Couplages peptidiques

Les couplages peptidiques sont des réactions trés présentes dans toutes les voies de
syntheses élaborées au cours de ce projet. Plusieurs méthodes (tableau 24) de couplage ont été

largement utilisées (mécanisme annexe p 234).

Pour choisir quel type de méthode utiliser, plusieurs criteres sont a prendre en compte.

entrée | Agents de couplages (eq) |

HBTU (1,5 eq avec ou
sans 0,2 eq HOBL)
1 Ly Sors Ny 5 DMF ta 2-3 jours
g
COMU (1,05 eq)
N o
2 o 2 DMFou |4 2 ousoec | 24-72h
F dioxane
@‘ "“ PF6
BTFFH (1,5 eq)
3 )F\@C;’Fe 4,5 DCM 80 °C 24 h
OO
T3P (1,7 eq)
4 If 3 DCM | taou80°C | 14-72h
TCFH/NMI /
5 $ey /0 ACN ta 24h
‘ ‘ gFe B
DIC/HOPO
6 ek /L / H0/ACN | taou80°C | 16h

Tableau 24 : les différentes méthodes de couplage peptidique utilisées.

La méthode de couplage entrée 1 a été trés utilisée pour les couplages intervenant dans la
synthese des analogues de MMV665916 et MMV019006 (Chapitre 3). Celle-ci consiste a
réaliser un couplage peptidique en utilisant du HBTU avec ou sans HOBt dans de la DMF en
présence d’une base organique. Particulierement appropriée pour dissoudre les intermédiaires
acides carboxyliques nécessaires au couplage, cette méthode n’a, en revanche, pas fonctionné

pour certaines amines stériqguement encombrées.
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La méthode de couplage entrée 2 a été élaborée pour pallier le probleme de réactivité de ces
amines. Celle-ci est basée sur I’utilisation du COMU comme agent de couplage peptidique dans
la DMF ou le dioxane en présence d’une base organique.?*® Cette méthode a donné des
rendements satisfaisants dans la DMF comme solvant. Par la suite, nous avons modifié les
conditions opératoires en changeant de solvant et en utilisant du 1,4-dioxane. Dans ces conduits,
les analogues de MMV665916 précipitaient dans le milieu réactionnel ce qui facilitait la

purification via une simple filtration et un lavage au dioxane.

La méthode entrée 3 requiert I’emploi de 1’agent de couplage BTFFH en milieu basique
dans le DCM a 80°C et génére un fluorure d’acide intermédiaire trés réactif.?4’ Méthode
particulierement appropriée pour des azaarénes peu nucléophiles et encombrés ou des
partenaires acides carboxyliques fortement encombrés, elle a été utilisée pour la préparation des
analogues de MMV665878 (Chapitre 4). Rapidement, cette méthode a été supplantée par la

méthode entrée 4, beaucoup plus efficace et facile d’emploi.

Cette méthode entrée 4 fait intervenir le T3P dans du DCM en présence d’une base
organique et a permis d’accéder a un trés large panel de dérivés de MMV665878.24 Cependant,
la montée en échelle, avec notamment des conditions de couplage sur des quantités de 1’ordre
du gramme et non plus de ’ordre du milligramme, a causé une chute des rendements. Cette
perte d’efficacité a posé probléme pour la synthése du composé 35aa dont on avait besoin en
quantité suffisante pour réaliser la suite de la synthése et diversifier la zone C. C’est dans
I’optique d’améliorer le rendement & 1’échelle du gramme que la méthode entrée 5 a été mise

au point.

La méthode entrée 5 consiste a réaliser un couplage peptidique en utilisant le systéeme
TCFH/NMI dans MeCN. 2*° Elle a été tout d’abord testée sur I’échelle du milligramme pour la
synthese de 35aa et le rendement obtenu était similaire & celui de la méthode 4 (~ 40%).
Malheureusement, un essai de couplage sur 1’échelle du gramme a également conduit a un
rendement similaire a celui obtenu pour la méthode 4 (~20%). Cependant la méthode 5 présente
des avantages pratiques considérables : 1) purification plus aisée et 2) facilité d’emploi de
TCFH. TCFH est un solide pur, qui est plus approprié a peser lors des couplages peptidiques
sur de grandes quantités, alors que T3P est dilué a 50% dans un solvant. Dans le cas d’un
couplage avec T3P sur de grande quantité, il faut une trés grande quantité de la solution

commerciale.
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La méthode entrée 6 a été développée a la suite des limitations dont souffrait la méthode 4
lors de I’obtention des composés 37. La premiere étape de la réaction finale « one pot, two
steps » conduisant aux analogues énantiopurs de MMV 665878 consistait a réaliser un couplage
peptidique avec divers acides anthraniliques. Cependant comme certains acides anthraniliques
n’¢étaient solubles ni dans CH2Cl> ni dans MeCN, nous avons cherché des conditions de
couplage peptidique compatibles avec la présence d’eau. Une premiére condition de couplage
dans un mélange MeCN/H.0 en présence de COMU et 2,4,6-collidine *° n’a pas conduit au
produit souhaité. Néanmoins, dans ce mélange de solvants, les acides anthraniliques y étaient
solubles. En revanche, le systtme DIC/HOPO dans un mélange MeCN/H20?*° a permis
d’accéder efficacement a la liaison amide désirée. Ces conditions expérimentales ne nous
permettent certes plus de réaliser la réaction avec le triphosgene en « one pot, two steps » mais
est une bonne alternative pour synthétiser certains analogues dont les précurseurs de départ sont
peu ou pas solubles dans des solvants organiques. Cette méthode a également €té testée pour la
synthése du composé 35aa et est tout aussi efficace que la méthode entrée 5.

I\V-7. Perspectives de synthése

La pyridopyrimidinedione 28caa et la thiénopyrimidinedione 28laa sont deux nouveaux

points de départ intéressants (figure 118).

Figure 118 : analogues de 28gaa et 28laa.

Le design de leur voie de synthese doit permettre, autant que possible, la dérivatisation
tardive des différents squelettes avec par exemple des réactions métallocatalysées de type

Suzuki...

La premiére voie de synthese proposée est similaire a la voie de synthése n°3 (figure 119).
Divers acides 5-amino-2-halogéno-isonicotiniques seraient d’abord couplés avec I’amine 35aa,
puis une réaction de cyclisation conduirait au noyau pyridopyrimidinedione (figure 119,
équation (1)). Dans les cas des acides isonicotiniques non commerciaux ou trop onéreux,
notamment pour les acides 3-amino-5-halogéno-isonicotiniques, il serait envisageable de les
préparer via la sequence réactionnelle décrite en équation (2) de la figure 119. L’étape clé
consisterait en une réaction de métallation ortho dirigee (DoM) sur un acide 5-halogéno

nicotinique avec LiTMP?®!, suivie de la formation d’un anhydride phtalique, puis d’une
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transformation en 3,4-pyridinedicarboxamide. Enfin un réarrangement de Hofmann conduirait
aux acides 3-amino-5-halogéno-isonicotiniques souhaités.?>? Une autre stratégie DoM serait

basée sur la déprotonation de derivé de 3-amino-5-halogéno-pyridine assistée par un systeme
BuLi/TMEDA (figure 119, équation (3)).

H | 1 Y- 1 H C‘) Y 1 H (‘)
N O Y
HN . ﬁﬁkoH ﬁu & 0
[ ] = N (0] I: j = N (0] [ j
0} N ~ NH, Etape 1 NS NH, Etape 2 X ” /o)

35aa

X=H;Y=F, Cl, Br, Me
X=Br,Me;Y=H

1) DoM
2) CO,
O+ OH
X NH, X NHBoc
X X
‘ D - ‘ D » X N NHBoc (3)
N N 1) DoM »
2) CO, N

Figure 119 : voie de synthése proposée pour la préparation des analogues substitués de la pyridopyrimidinedione
280aa.

Une voie alternative de synthése (figure 120), plus courte et risquée, consisterait a faire

réagir I’organolithien précédemment préparé avec la N-carboxyanhydride H ou I’isocyanate I,

suivi d’une potentielle cyclisation dans le milieu réactionnel. 2°32%

1 0 o o)
P A Ao
Os_NH Os_N_O
X - NHz X . NHBoc X X NHBoc X L
‘ e > ‘ oo > ‘ o > ‘ _
N N 1) DoM N N
2)Houl

Figure 120 : voie alternative de synthése des dérivés des pyridopyrimidinedione 28gaa.
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En ce qui concerne la synthése d’analogues du thiénopyrimidinedione 28laa, nous pouvons,
dans un premier temps, étudier quelle serait la meilleure position de 1’atome de soufre (structure

figure 121) puis explorer le motif de substitution R1 et Rz le plus approprié.

Figure 121 : structure de 1’analogue de 28laa pour 1’étude de la position du soufre.

La voie de synthése de ces analogues s’inspirerait de celle présentée précédemment. Les
dérivés d’acide 2-aminothiophene-3-carboxylique pourraient étre préparés via la réaction de
Gewald, reaction multicomposant de condensation entre une cétone/aldéhyde et un -
cyanoester en présence de soufre Sg et d’une base (figure 122 équation (1)). Il serait également
possible d’utiliser une a-cyanoamide pour avoir une synthése plus convergente (figure 122

équation (2)).%7

R (0]

1
o 0
N OR
A - 7 3
R AR S Hr, +s, " Rz{j\)k ()

NH,
0
0 H \ H \
ne A HZN\'/;]/N\©/O S NCJL»I(NC(O
OMe H
o) o
33
R N 0
o S 0 s NS0 ©
Sg NH> H

cyclisation

)

Figure 122 : voie de synthese des dérivés de thiénopyrimidinedione 28laa.

En plus des analogues d’uraciles en cours de synthese partie 1V-4.c. la synthése de dérivés
de type azauracile pourrait étre une alternative au noyau quinazolinedione de MMV665878.

Pour des raisons synthétiques seul le dérivé 3-pyridyl sera préparé (structure figure 123,

N

UV Py

M) T@f
N\”/&Oo

Figure 123 : azauracile envisagé

synthese figure 124).
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L’étape clé est la génération in situ d’une espece N-isocyanate par irradiation au micro-onde
du substrat S1 en présence d’une amine S2. Cette derniére réagirait avec le N-isocyanate pour
donner un semicarbazone qui aprés cyclisation conduirait a 1’azauracile désirée.?®® Le substrat
S2 serait synthétisé de la méme maniere que le composé 35aa (voie de synthése n°3). Le
substrat N-carbamate hydrazone S1 pourrait étre obtenu a partir de la 3-éthynylpyridine par une
séquence réactionnelle comprenant une oxydation photocatalysée par du Cu(I) de I’alcyne

terminal en o-céto ester®, suivie d’une condensation avec I’hydrazide adéquate.
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Figure 124 : voie de synthése imaginée pour concevoir 1’azauracile souhaitée
V- Possible mode d’action
Le mode d’action de MMV 665878 reste a élucider. Cependant des études suggerent que
MMV665878

responsable du transport par affinité des ions sodium.?6%-26>

inhiberait une ATPase, PfATP4,20261 yne protéine transmembranaire

Le maintien d'une faible concentration en Na* cytosolique est une caractéristique
fondamentale de toutes les cellules. PfATP4 régule cette concentration chez P.falciparum
(figure 125) et est absente chez les mammiféres ce qui en fait une excellente cible thérapeutique
pour la conception de nouveaux agents antipaludéens. Par ailleurs, PFATP4 a été identifiée a
divers stades sanguins, et elle semble essentielle a la survie du parasite et plus particuliérement
aux stades gamétocytes.?® Le mécanisme qui permet I’influx et I’efflux de Na* provoqué par
cette ATPases reste encore inconnu. De méme, la structure tridimensionnelle de PfATP4 n’est

pas connue a ce jour, méme si des modéles d’homologie ont été proposés.266-268
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Figure 125 : le rdle putatif de PTATP4 dans I'noméostasie de Na* chez le parasite du paludisme, P. falciparum.
PfATP4 est indiqué par le cercle étiqueté « P » et la H*-ATPase de type V est indiquée par le cercle étiqueté
«V ». Le parasite réside dans la vacuole parasitaire. A) Cas ou PfATP4 est en action. B) Cas ou PfATP4 est

inhibée?6®,

La spiroindolone NITD609 ou KAEG09 ou Cipargamine,?®5267269 est une nouvelle classe
d’agent antipaludéen trés prometteurs en phase clinique 11.2°2"1 L’étude de son mécanisme
d’action via I’émergence de résistances chez Plasmodium sous 1’effet de la pression de sélection
médicamenteuse, suivie d’un séquengage du génome entier, a révélé une interférence avec
PfATP4.2%8 Depuis, d’autres chémotypes trés différents ont été identifiés comme inhibiteurs
possibles de cette ATPase,260:262266.272273 qyec notamment la série des aminopyrazoles GNF-
Pf4492%™ et des dihydroisoquinolines SJ733272, également en phase clinique 11.2° Ces
nombreuses classes chimiques d’inhibiteurs non apparentées entre elles, ainsi que les mutations
localisées a divers endroits de PFATP4, posent la question de savoir comment ces inhibiteurs
interagissent avec PfATP4, soit directement, soit indirectement via ’interaction avec des

protéines partenaires de PfATP4 susceptibles de réguler son activation ou sa fonction.
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Dans ce contexte, certains de nos analogues synthétisés vont étre testés par le groupe
d’Adele Lehane (Research Shool of Biology, Australian National University, Acton, Australie).
Une série de tests fonctionnels comprenant une étude de la régulation du Na* et I’évolution du

pH sur des parasites au stade trophozoite sera menée.?%

Un second mécanisme d’action supposé¢ serait li¢ a une possible cible au niveau de la chaine

respiratoire mitochondriale.?’

La progression de notre étude d’optimisation nous amene & considérer des dérivés
aminothiazole de MMV665878. Or, deux structures similaires a celle que nous proposons de
synthétiser sont reportées dans la littérature et interferent avec des protéines humaines (figure
126). 1l s’agit d’un activateur de glucokinase qui permet d’augmenter 1'absorption hépatique du
glucose et de réduire I'hyperglycémie dans plusieurs modeles animaux de diabete de Type
2.277278 | e second dérivé est un inhibiteur de la kinésine Kifl5 qui inhibe la prolifération

cellulaire dans diverses lignées cellulaires tumorales.?’%-28!

0 Q H
E H N @\)LN N\r/N
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Glucokinase activateur inhibiteur de Kif15

Figure 126 : les structures des composés similaires a nos composés interferent avec des protéines humaines.

L’homologue de la glucokinase ou hexokinase-4 humaine est chez P. falciparum une
hexokinase (PF3D7_0624000). Cette hexokinase catalyse la phosphorylation du glucose en
glucose-6-phosphate (G6P), lors de la premiére étape de la voie de la glycolyse. Or, durant le
stade intra-érythrocytaire du parasite, la glycolyse joue un réle métabolique critique.?8228 e
G6P est soit davantage métabolisé dans la voie glycolytique pour produire de I'ATP, soit
déversé dans la voie des pentoses phosphates pour générer du NADPH et du ribulose 5-
phosphate, qui sont utilisés dans la défense antioxydante et pour la synthese de novo du

nucléotide triphosphate.28>-287

Kif15, également connu sous le nom de Kinesin-12, est une protéine motrice exprimée dans
toutes les cellules pendant la mitose et dans les neurones post-mitotiques en croissance
axonale.?88289 Kif15 est une protéine apparentée a la kinésine, impliquée dans ’assemblage du

fuseau mitotique en réticulant et immobilisant les microtubules du fuseau.280-281:2%0
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Les homologues de la kinésine-12 humaine chez Plasmodium appartiennent a la famille des
kinésine-8. Cette famille se compose de la kinésine-8X (PF3D7_0319400) et de la kinésine-8B
(PF3D7_0111000). Ces deux kinésines ne sont pas essentielles lors du développement du
parasite lors des stades sanguins,®®2** mais jouent des roles primordiaux dans le
développement des oocystes chez le moustique et la transmission du parasite. En effet, la
kinésine-8X est requise pour la prolifération endomitotique dans les oocystes,?**2% alors que la
suppression de la kinésine-8B entraine un défaut dans la biogenése de I'axoneme des flagelles

des gamétes males au cours de la gamétogenése,292:2942%

Pour approfondir davantage le mode d’action de MMV665878, nous prévoyons d'explorer
et de combiner deux approches: a) une approche chemogénomique et b) une méthode

chemoprotéomique.

a) La chemogénomique est définie comme la science ayant pour objet I’étude de la réponse
du génome a un composé chimique. Dans ce cas, nous allons chercher a identifier des
résistances qui vont étre induites sous pression d’un candidat-médicament. Ces études se
reposent sur des expériences ou la molécule va étre mis en exces, d’ou le terme « SOUS
pression », afin de générer des parasites mutants ayant développé une ou des résistances a la
molécule testée.?®® Le séquencage du génome des souches mutantes pourrait ainsi révéler des
différences avec celui des organismes de type sauvage (sensibles a la molécule) dont
notamment des polymorphismes nucléotidiques (SNP) sur de potentiels cibles thérapeutiques
et ainsi de supporter tel ou tel mécanisme d’action de nos inhibiteurs. La validation de la ou des
cibles thérapeutiques reposera sur une édition précise du génome en perturbant les genes ou en
introduisant des mutations ponctuelles suivies d’essais dose-réponse avec notre meilleur

candidat-médicament.

b) La chemoprotéomique se base sur I’étude de 1’action d’une molécule avec une ou des
cibles. Pour cela des sondes dites « affinity-based probes »*%7-2%° sont utilisés pour « capturer »

la ou les cibles protéiques qui seront analysé par spectrométrie de masse aprés digestion

tryptique.
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Plusieurs syntheses de sondes (figure 127), basées sur le squelette de MMV665878,
pourraient alors étre imaginées et devraient incorporer diverses étiquettes (groupement

fluorescent et/ou étiquette d’affinité telle la biotine, fonction bioorthogonale ou fonction

photoréactive).
o o Fonction bioorthogonale | | Etiquette d'affinité fiu AN r”s‘,
4 MMV665878 ou analogues :
. A espaceur Fonction photoréactive | |Fluorophore -
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Figure 127 : les différents types de sondes basées sur le squelette de MMV665878 et leur utilisation.

Ces étiquettes peuvent étre introduites directement sur le squelette de 1’inhibiteur par le
biais d’un espaceur judicieusement choisi afin de limiter tout type d’interaction aspécifique ou
indirectement via une fonction bioorthogonale de type alcyne. Une « réaction click » in situ

permettrait alors la fonctionnalisation de la molécule avec 1’étiquette adéquate.

Les interactions cible(s) protéique(s)-sonde peuvent étre modulées d'une inhibition
réversible a irréversible avec I’introduction d’un groupe photoactivable (comme des groupes
trifluorométhyldiazirine ou azoture d’aryle). Dans ce cas I’irradiation UV permet de fixer la

sonde a la cible (figure 128). La goupe benzophénone n’a pas été retenu car trop volumineux.

o Irradiation espece
Groupe photoréactif Structure o
uv reactive
Groupement photo-activable
= " L)
) g conde Benzophénone - 365 ”
protéine — |
' o) O-
@
|/ Irradiation UV . N=N W
G: . Diazirine 365
carbene
Création d’une liaison covalente
=
Ny N
Azoture }{@f 254 3{@
nitréne

Figure 128 : principe de fonctionnement d’une sonde possédant un groupement photo-activable
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Cependant, comme [’ajout de ces diverses étiquettes conduit a des molécules assez
encombrées, il convient d’étudier finement leur positionnement au sein de la sonde afin de

limiter des interférences dans 1’affinité de la sonde pour sa cible.

La figure 129 propose des sondes développées a partir de la molécule 28aau qui a été
choisie au vu de son excellente activité inhibitrice et de la possibilit¢ d’ajouter des

groupements :

e La sonde a) est développée en ajoutant une étiquette type fluorophore ou étiquette
d’affinité a 28aau sur la zone C via un espaceur type éthyléne glycol pour limiter les
interactions aspécifiques avec toute autre protéine.

e Lasonde b) est développée en ajoutant une fonction bioorthogonale de type alcyne sur
la zone C du squelette de 28aau. Cette sonde sera mise en contact avec le protéome, puis une
réaction click in situ sera réalisée avec des étiquettes incorporant une fonction azoture.

e La sonde c) est développée en ajoutant une fonction bioorthogonale et une fonction
photoréactive a 28aau. Cette sonde permettrait de créer une liaison covalente avec la protéine
via ’utilisation de la fonction photoréactive et de I’irradiation UV. La fonction bioorthogonale
permettrait d’ajouter ultéricurement 1’étiquette voulue. Le groupement éthynyl peut étre ajouté
sur la zone C auquel cas le groupement Nz pourrait étre envisagé en remplacement du
groupement —OMe sur la zone A. Une autre option est d’ajouter N3 ou le groupement 3-méhyl-
3-(trifluorométhyl)-3H-diazirine sur la zone C. Ce groupement ne peut pas étre envisagé sur la

zone A car jugé trop encombrant pour cette zone.
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Figure 129 : sonde étiquetée envisageable

159



Il est important de noter que la sonde devra rester une molécule assez active (<1 pM),

I’activité de toutes les sondes ainsi développées devra étre vérifiée avant leur utilisation.

Une alternative avantageuse (figure 130) consisterait a concevoir une sonde la plus
minimaliste possible (figure 29) en utilisant la fluorescence intrinseque de la partie
quinazolinedione (Aex 315 Nm, Aem 360 Nm) afin de minimiser les problémes de perte d’affinité
engendrée par l’encombrement stérique des étiquettes et du linker. Les propriétés de
fluorescence de la partie quinazolinedione pourraient étre modulées par la présence de groupe
électroattracteur EWG, comme par exemple -F, -CF3z ou -NOz. 1l serait également avantageux
d’incorporer une fonction photoactivable de type azoture sur I’un des groupes aromatiques et
si possible un marquage isotopique avec au moins quatre atomes de deutérium introduits a la

place d’atome d’hydrogéne.

R =Hou EWG o D o
H fonction photoréactive R H 3
5 N N N3’ =>Jiaison covalente avec N J
la protéine /&D o
N/go o D N~ 0

fluorophore H H

Doy 315 NM F > F

Aem 360 Nm marquage isotopique

Figure 130 : utilisation de la fluorescence intrinséque de la molécule et marquage isotopique

L’utilisation combinée de cette sonde fluorescente marquée et de la sonde non marquée
permettrait de ne détecter par fluorescence que les peptides d’intérét apreés digestion
enzymatique. Le marquage isotopique permettrait, quant a lui, de détecter sélectivement par
MS des peptides marqués en faible abondance grace a leur motif isotopique bien particulier :

doublet avec une différence de masse de 4,17 u (z=1) (figure 131).3%0:30

R o:g(ﬁ N
N 3
m &}
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1 |
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Figure 131 : utilisation de la sonde fluorescente marquée (bleue) et marquage isotopique (orange). Détection par

masse et par HPLC
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La fluorescence de certains analogues modulant la zone A a été évaluée (tableau 25). Il a
été remarqué que I’introduction d’azote dans cette zone augmente considérablement I’ intensité
de fluorescence. Un atome de fluor I’augmente Iégérement moins, mais non avons vu
précédemment que les activités inhibitrices des analogues sont meilleures avec des
groupements fluorés. Les analogues de la zone C azotés et fluorés vont étre également trés

intéressants pour ce type de sonde.

Molécules FcB1 1Cso0 (UM) Intensité de fluorescence

N/goo
H

MMV665878 0,19£0,1 (n=7) 1,8.10°

H
%N N\\(OMe
LN

27aac’

0,25 (n=1) 6,1.10°

%H OMe 0,42+0,14 (n=5) 5,2.10°

27aaz

H 0,5310,38 (n = 3) 1,7.10°

%N \(;/OMG

OMe

27aay

H
%N \©/OCHF2

27aac

0,09+0,04 (n=3) 4,3.10°

%Kj 0,04+0,01 (n=5) 4110°

F

27aau

Tableau 25 : résultats de I’intensité de fluorescence & 360 nm (avec une longueur d’onde d’excitation Aex = 315

nm) a une concentration de 250 uM dans le DMSO.
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V- Perspectives et conclusion du chapitre

Pres de 80 molécules ont été synthétisées pour 1’étude SAR du sous-groupe 2. Les syntheses
sont simples, rapides et peu codteuses. Leurs efficacités dépendent notamment des différents
couplages peptidiques utilisés. Dans un premier temps 1’optimisation des rendements est
priorisée et devras étre réalisée pour de futurs analogues possédants les propriétés requises pour

un bon candidat médicament.

A ce stade de I’étude la puissance inhibitrice de cette série a pu étre augmentée d’un facteur
34 mais des pertes en solubilité ont été notées. Le défi réside actuellement dans 1’amélioration

de I’activité inhibitrice tout en préservant une bonne solubilité.

Le mode d’action de cette série reste encore a élucider, une ATPase pourrait étre une cible,

des tests sur I’inhibition de cette ATPase avec nos analogues sont en cours.
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Conclusion et perspectives

L’objectif de ce travail était de synthétiser des analogues de MMV665916, MMV019066 et
MMV 665878, des « hits » actifs sur P.falciparum, dont 1’optimisation pourrait nous permettre
de proposer un nouveau candidat-médicament antipaludéen administrable oralement. Les
synthéses mises au point sont simples et peu colteuses, méme si un travail de synthése reste a

fournir pour améliorer les rendements de ces différentes voies.

L’étude du premier sous-groupe (MMV665916 et MMV019066) donne des résultats
décevants. Néanmoins, nous proposons un mécanisme d’action qui permet d’expliquer notre
étude SAR infructueuse via I’inhibition de 1’enzyme farnésyltransférase (PfFT) selon un mode
de liaison coopératif incluant I’unité FPP et I’ion Zn?*. Afin de corroborer notre étude SAR, il
serait intéressant de tester directement ces molécules sur PfFT ou sur une de ses homologues

de mammiferes.

L’étude du second sous-groupe a été beaucoup plus approfondie et plus fructueuse. Pres de
80 analogues ont été synthétisés afin de mieux comprendre les études SAR et SPR (bilan figure
132).

iPr crucial

HBD
a.a

hydrophobes

hydrophobes

28gaa
PfFcB11Csy 170 £ 14 nM (n=2)
sol. aq. 154,9 + 12,6 yM

28laa
PfFcB1 ICsq 235 + 35 nM (n=2)
sol. aq. 165,2 + 1,2 yM

H
a.a aromatiques ? ﬁ I{ a.a aromatiques ?
Z=-Fou-Br
Y=-FouH
W=CouN
,& o X=CouN
- A
A
HBD ?
©\)&I( \©/0Me Br\©\)kj;(\©/ \©\)kI(\©/
MMV665878 28fau 28bag
PfFcB1ICsq 187 + 102 nM (n=7) PfFcB11Cs5q 5,5 + 0,7 nM (n=2) PfFcB1 ICsq 55 + 21 nM (n=2)
sol. ag. 180,5 + 2,8 yM sol.aq. 2,2+ 0,1 uM sol. aq. uM

N~ H/&Oo H,&oo N/&oo _N

28aaa’
PfFcB11Csy 170 + 42 nM (n=2)
sol. aq. 156,9 + 0,5 yM

Figure 132 : bilan des études SAR et SPR du sous-groupe 2. En rose : HBD (donneur de liaison hydrogéne), en
vert HBA (accepteur de liaison hydrogeéne). Trait noir : site actif. En vert meilleure que MMV665878, bleue

similaire, en orange moins bien, en rouge beaucoup moins bien.
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A ce stade de notre étude, I’activité inhibitrice de cette série a pu étre améliorée d’un facteur
34 (compose 28fau ICso 5,5 nM)) mais le gain en activité inhibitrice s’est accompagné d’une
perte en solubilité aqueuse. L’étude de la stabilité métabolique est en cours sur une quinzaine

d’analogues.

Pour résumé brievement notre étude SAR :

» Lazone A semble étre entourée d’une poche hydrophobe ne tolérant pas de groupement
volumineux. Le fluor semble un bon choix pour remplacer le groupement —OMe, sujet a une
possible degradation métabolique via une réaction de O-déméthylation. De méme, le dérivé de
2-chloro-4-pyridyl 28aaa’, voire le composé 2-fluoro-4-pyridyl en cours de synthese pourrait
également remplacer la partie 3-méthoxyanilide afin d’accroitre la solubilité aqueuse. Afin de
minimiser tout type de pénalité énergétique lors de 1’ancrage du ligand dans le site actif; il serait
intéressant de contrdler 1I’organisation moléculaire du ligand via I’étude d’un atome de soufte.
Divers dérivés d’amino-thiazole substitué avec un groupe méthyle seront prochainement
synthétisés dans cet objectif.

> Lereste isopropyle de la zone B est crucial et aucune modification n’a été tolérée jusqu’a
présent.

> La zone C semble entourée d’une poche hydrophobe. A ce stade de I’étude, le coeur
quinazolinedione semble important mais la stratégie de « scaffold hopping » reste a poursuivre
avec notamment la préparation de dérivés de type uracile ou azauracile. Les composeés de type
thiénopyrimidinedione 28laa et pyridopyrimidinedione 28gaa pourraient étre une solution
alternative pour améliorer la solubilité aqueuse et sont considérés comme deux nouveaux points
de départ intéressant. Diverses voies de synthése ont, d’ailleurs, été proposées en vue de leur

optimisation.

Un travail reste a fournir afin d’obtenir un bon équilibre entre activité/stabilité métabolique/
solubilité. A ce stade la molécule 28bag propose le meilleur compromis nous permettant
d’augmenter I’activité inhibitrice d’un facteur 3,4 et de ne diminuer la solubilité aqueuse que

faiblement. L’¢tude de sa stabilit¢ métabolique sera donc tres intéressante.
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Concernant 1’étude du mode d’action, une série de tests fonctionnels comprenant une étude
de la régulation du Na* et I’évolution du pH sur des parasites au stade trophozoite sera menée
dans I’objectif de suggérer un potentiel lien avec 1’inhibition de PTATP4. Par ailleurs, une étude
plus approfondie du mécanisme d’action serait a envisager avec notamment la synthése de
sondes de type « affinity-based probes » basées sur le squelette de MMV665878 incorporant
directement ou indirectement diverses étiquettes (groupement fluorescent, et/ou étiquette
d’affinité telle la biotine)

L’objectif de proposer un candidat-médicament n’a pas encore été atteint mais 1’étude n’en

est pas a sa fin et semble trés prometteuse.
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Informations générales

Sauf indication contraire, tous les réactifs chimiques ont été achetés auprés d'Aldrich, Alfa
Aesar, TCI, Acros, Fisher Scientific ou Fluorochem avec la meilleure pureté disponible dans le
commerce et ont eté utilisés sans autre purification. Les solvants anhydres ont éte distillés sur
CaH> (CH2C1; et toluéne) ou Na (THF). L'ether de pétrole et I'acétate d'éthyle ont également
été distillés en utilisant un évaporateur rotatif Heidolph 20L.

Les spectres RMN *H et 3C (300 MHz ou 400 MHz et 100 MHz) ont été enregistrés & l'aide
d'un spectromeétre Bruker UltraShield TM 300 et 400 ou Bruker Ascend TM 500. Les
déplacements chimiques (0) sont donnés en parties par million (ppm). Les multiplicités sont
indiquées comme suit : s = singulet, d = doublet, q = quadruplet, q = quintuplet, Sept = septuplet,
h = heptuplet, m = multiplet, sl = singulet large, Ar. = Aromatique. Les constantes de couplage
sont notees J et sont exprimees en Hz.

Les spectres HRMS ont été enregistrés sur un spectrometre Agilent Technologies 6510 (QTof).

Les chromatographies sur colonne ont été réalisées avec de la silice de type Silicagel (Merck
60, 40-63 pm) ou par Puriflash 4250 Interchim®. Les plaques CCM en aluminium utilisées sont
du type gel de silice CCM (Merck 60, F254).

Détermination de la pureté des composés : analyses HPLC par HPLC Agilent série 1100,
Détecteur : barrette de diodes UV (DAD), injecteur automatique. Colonne : Hypersil Gold 3
pm C18 100 x 46 mm. Volume d'injection : 20 pL. Programme d'élution : débit 1,25 mL/min,
solvant A : eau 0,05 % acide formique, solvant B : acétonitrile 0,05 % acide formique. Gradient
:0min 90 % A, 1,30 min 90 % A, 10,60 min 5% A, 13,3 min 5 % A, 14,60 min 90 % A, 20,00
min 90 % A. Détection : A = 254 nm. Les produits finaux ont tous une pureté supérieure a 95%
sauf indication contraire.
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Mode opératoire pour le docking moléculaire
[Réalisé par Dr Martin Spichty (LIMA)]
Construction par homologie et docking moléculaire

Un modeéle de la sous-unité béta de la farnésyltransférase de P. falciparum (GenBank :
AAW78028.1, PfFT) a été construit en utilisant le serveur PRIMO3®% avec des paramétres
standards. L'homologue de rat (Protein Data Bank ID, 2ZIR) a servi de matrice ou le farnésyl
pyrophosphate (FPP), un ion métallique (Zn2+) et un inhibiteur de carboxamide sont liés au
site actif de I'enzyme. Ils ont tous été inclus dans le processus de construction par homologie.
Les structures ont été affinées avec la meilleure méthode PRIMO (« trés lente »). Les dockings
moléculaires ultérieurs ont été effectués avec le programme AutoDock Vina, version 1.1.2. 3%
Tous les fichiers d'entrée ont été générés avec AutoDockTools4. 3% Les résidus protéiques
étaient maintenus rigides et les liaisons rotatives de FPP ou les ligands étaient flexibles dans le
processus de docking. L'ion métallique a été indiqué comme le centre de I'espace de recherche
qui mesurait 30 A dans chaque dimension. Le paramétre d'exhaustivité a été fixé a 800. Une
multiplication par dix de ce parametre conduit pour tous les dockings au méme résultat (c'est-
a-dire un meilleur mode de liaison identique). Pour le docking proprement dit, le farnésyl
pyrophosphate a d'abord été retiré du modele et de nouveau « docké ». Ensuite, I'inhibiteur de
carboxamide a été éliminé et les ligands MMV665916 ou MMV019066 ont été « dockés » au
site actif en présence de FPP et de I'ion métallique.

Simulations de dynamique moléculaire

En partant du modéle d'homologie de PfFT WT (avec FPP et Zn(ll), voir ci-dessus), un systeme
de modele réduit a été construit pour les simulations de dynamique moléculaire. Les fichiers
d'entrée initiaux ont été générés avec le serveur CHARMM-GUI 3% et le programme
CHARMM, version c43b2. 3% Les résidus protéiques sans atome & moins de 30 A de FPP ont
été supprimés. Les chaines protéiques tronquées étaient entourées par des groupes acétyle (N-
terminal) ou méthylamide (C-terminal). La cystéine complexant le Zn(1l) a été convertie en sa
forme thiolate chargée négativement. Le complexe ternaire PfFT:FPP:Zn(ll) a ensuite été
solvaté par une boite cubique de molécules d'eau TIP3 (76x76x76 Ang) et des contre-ions
neutralisants (0,15 M NaCl) .Finalement, le résidu 515 a été muté de I'alanine a la valine, ce qui
a donné le systeme modele pour PfFT A515V. Les forces atomiques ont été décrites par le
champ de force CHARMM, jeu de parameétres c36m ; les topologies et les paramétres du FPP
trianionique ont été générés par le programme General Force Field de CHARMM-GUI. Les
simulations réelles ont été réalisées sur GPU (Tesla V100) avec le programme OpenMM,
version 7.3. 397 Les résidus de protéines sans atome a moins de 20 A ont été maintenus fixes
pendant les simulations (en mettant leurs masses a zéro). Tous les autres résidus protéiques ont
pu se déplacer librement. L'ion métallique et les atomes non hydrogéne du FPP ont été
légérement retenus dans leurs positions initiales avec un potentiel harmonique et une constante
de force de 0,25 kcal/mol. Des conditions aux limites périodiques ont été appliquées. Les forces
non liées & courte portée ont été mises a zéro entre 10 et 12 A. Les interactions électrostatiques
a longue portée ont été traitées par la méthode Particle-Mesh Ewald. Les liaisons hydrogéne
ont été contraintes a leurs valeurs de paramétre et un partage de masse d'hydrogéne a éeté utilise.
La température a été maintenue constante a 310,15 K. Aprés une courte simulation
d'équilibration précoce (1 ns) a volume constant (NVT) avec un pas de temps d'intégration de
1 fs, un cycle de production (100 ns) a pression constante (1 atm) avec un pas de temps de 4 fs
a été effectue. Des captations instantanées le long de la trajectoire ont été enregistrées toutes les
1 ns. Les 50 dernieres captations instantanées ont été utilisées pour calculer les structures
moyenagges dans le temps. Les visualisations ont été faites avec le programme VMD, version
1.9.3.
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Mode opératoire pour les tests biologiques
[Réalisé par Dr Marjorie Schmitt (LIMA) et Elisabeth Mouray (MNHN)]
Les essais antiplasmodiaux in vitro sont réalisés sur la souche FcB1 de P. falciparum.
Milieu de culture :

Les parasites sont maintenus en permanence dans des cultures sur les érythrocytes humains,
dans le milieu : RPMI 1640 (Gibco-BRL) + 8 % (v / v) de sérum humain inactivé a 37 ° C sous
une atmosphére de : 3% de CO2, 6% de O2 et 91% de N23%°,

Tests :

L'activité in vitro antiplasmodiale est déterminée en utilisant une modification de la technique
de microdilution semi-automatique de Desjardins et al.3!° Des solutions méres de composés des
molécules a tester (20 mM) sont préparées dans du DMSO. La chloroquine (Sigma-Aldrich, 10
mM, contrdle positif) est préparée dans de I'eau distillée stérile. Les molécules a tester sont
diluées en série avec du milieu de culture et introduites dans des cultures asynchrones de
parasites (1% de parasitémie et 1% hématocrite final) sur des plaques a 96 puits pendant 24
heures a 37 ° C dans une boite a bougie (200 pL de volume total par puits). Aprés 24 h, 0,5 uCi
de 3H-hypoxanthine (11,1 mCi / mmol ; Perkin Elmer, France) sont ajoutés par puits, puis les
plaques retournent a l'incubation a 37 ° C dans une boite a bougie. Aprés une incubation
supplémentaire de 24 h, les plaques sont congelées, puis décongelées et les lysats cellulaires
sont recueillis sur des filtres en fibre de verre pour étre comptés dans un spectrometre a
scintillation liquide.

Résultats :

L'inhibition de la croissance du parasite pour chaque concentration de molécules a tester a été
déterminée en comparant la radioactivité incorporée dans les cultures traitées a celle de cultures
témoins (sans la molécule, mais avec du DMSO a la méme concentration) maintenues sur les
mémes plaques. L'ICso, correspondant a des concentrations de molécule provoquant 50%
d'inhibition de croissance du parasite, sont calculées a partir des courbes de réponse. Les
résultats sont exprimés en valeurs moyennes et les écarts types déterminés a partir d'expériences
indépendantes. La concentration en DMSO dans les dosages ne dépasse jamais 0,5 %, ce qui
correspond a la limite au-dela de laquelle la croissance du parasite est affectée par ce solvant.
La chloroquine est utilisée comme témoin positif dans les essais.
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Evaluation de la solubilité cinétique dans du tampon physiologique (PBS pH 7.4) &

Protocole

température ambiante

e Préparation d'une solution stock de molécule a tester a une concentration de 10 mM.

Une masse m (= 2 mg) est pesée a l'aide d'une balance analytique et un volume V de
DMSO est ajouté. La solution est filtrée avec un filtre en PTFE.

e Préparation d’une gamme étalon en 3 points

La solution stock est diluée a des concentrations appropriées (200 pM, 100 uM, 20
M) avec un mélange acétonitrile/eau (1/1)

>

>

>

>

Solution 200 uM : 20 pL de solution stock + 980 puL melange acétonitrile/eau
1/1

Solution 100 uM : 10 pL de solution stock + 990 pL melange acétonitrile/eau
1/1

Solution 20 uM : 100 pL de solution 200 uM + 900 puL mélange
acétonitrile/eau 1/1

Solution 2 uM : 100 pL de solution 20 uM + 900 pL mélange acétonitrile/eau
1/1

e Préparation des solutions tests

>

>

>

Solutions a 200 uM dans tampon PBS réalisées en duplicat dans un microtube
eppendorf de 1.5 mL.

20 pL de solution stock + 980 pL tampon PBS pH 7.4

Les microtubes eppendorf sont agités 18 h a lI'aide d'un agitateur rotatif (1,000
rpm) a 20 °C.

Les solutions sont filtrées avec un filtre en PTFE et analysées par HPLC

e Analyses HPLC

>

Y VYV

HPLC Agilent, Détecteur : UV a barrette de diodes (DAD), injecteur
automatique

Colonne : Hypersil Gold 3 um C18 100x46 mm

Volume d’injection : 20 pL

Programme élution :

Débit 1.25 mL/min

Solvant A : eau 0.05% acide formique
Solvant B : acétonitrile 0.05% acide formique

Gradient :
0min90 % A
1.30 min 90 % A
10.60 min5% A
13.3min5% A
14.60 min 90% A
20.00 min 90% A

Détection : A =254 nm
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Détermination de la pureté des composés finaux
Protocole
e Préparation d'une solution stock de molécule a tester a une concentration de 10 mM.

Une masse m (= 2 mg) est pesée a l'aide d'une balance analytique et un volume V de
DMSO est ajouté. La solution est filtrée avec un filtre en PTFE.

e Préparation de 1’échantillon a analyser
Solution 200 uM : 20 pL de solution stock + 980 uL mélange acétonitrile/eau 1/1

Remarque : la dilution dépend aussi de la molécule a analyser, la réponse du signal lors
de la détection a A = 254 nm peut-€tre plus ou moins faible selon la structure de la
molécule auquel cas il faut adapter la dilution.

e Analyses HPLC

» HPLC Agilent, Détecteur : UV a barrette de diodes (DAD), injecteur
automatique

Colonne : Hypersil Gold 3 um C18 100x46 mm

Volume d’injection : 20 pL

Programme élution :

Débit 1.25 mL/min

Solvant A : eau 0.05% acide formique
Solvant B : acétonitrile 0.05% acide formique

Gradient :
0min90 % A
1.30 min 90 % A
10.60 min5% A
13.3min5% A
14.60 min 90% A
20.00 min 90% A

Détection : A =254 nm

YV V

PARTIE 1 : SYNTHESE DES ANALOGUES DE MMV665916

Mode opératoire général pour la préparation des sels de chlorhydrate d'ester d'acide aminé (2)

L'acide aminé 1 (1 eq) est refroidi a 0°C dans du méthanol anhydre sous azote. Ensuite, SOCI;
(2 eq) est ajouté lentement pour obtenir un mélange homogéne. Ce mélange est ensuite ramené
a température ambiante puis porté a reflux pendant 5 h. Une fois la réaction terminée, le
mélange est concentré a 1’évaporateur rotatif. Ensuite, du méthyl tert-butyl éther est ajouté afin
de faire précipiter les produits souhaités. Les produits sont ensuite filtrés et lavés avec du méthyl
tert-butyl éther. Le sel de chlorhydrate d'ester d'acide aminé (2) est ensuite séché a 1I’évaporateur
rotatif.
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Mode opératoire général pour 1’obtention des acides carboxylique Sa-e et 6a
Méthode 1 :

Le chlorhydrate d'ester d'acide aminé 2 (2 eq), I'acide anthranilique 3 (1 eq) et le HBTU (1.5
eq) sont dissous dans du DMF anhydre (0.05 mol/L). Puis la DIPEA (5 eq) est ajoutée goutte a
goutte. Le mélange réactionnel est agité pendant 3 jours a tempeérature ambiante sous azote. La
réaction est arrétée avec une solution aqueuse saturée de NH4Cl, extraite avec AcOEt, lavée
avec une solution aqueuse saturée de NH4CI et ensuite avec une solution aqueuse saturée de
NaCl. Les phases organiques sont séchées sur MgS0s, filtrées et concentrées pour obtenir
I'amide intermédiaire sous forme d'huile.

L'amide brut (1 eq) est dissous dans du CH>C1, anhydre (0.03 mol/L), et KoCOs (3 eq) et le
chloroformiate d'éthyle (2.2 eq) sont ensuite ajoutés. Le mélange réactionnel est agité pendant
18 &4 24 h sous azote. La réaction est arrétée avec une solution saturée de NH4C1 qui est extraite
avec CH2C12. Les phases organiques sont lavées avec de la saumure puis sont séchées sur
MgS04, filtrées et évaporées a sec pour fournir le carbamate souhaité.

Ce carbamate brut (1 eq) est dissous dans EtOH (0.05 mol/L), puis NaOH (2 eq) est ajouté. Le
mélange réactionnel est agité a 70°C pendant 12-48h. Le mélange réactionnel est acidifié et
extrait avec AcOEt puis lavé avec de la saumure. Les phases organiques sont séchées sur
MgSQs, filtrées et concentrées a sec. Le solide est lavé avec Et20 ou iPr20 pour donner l'acide
carboxylique souhaité.

Méthode 2 :

A une solution d'anhydride isatoique 4 (1 eq) et de chlorhydrate d'ester méthylique d'amino 2
(1.3 eq) dans du THF anhydre (0.1 mol/L) est ajoutée la DIPEA (1,4 eq). Le mélange
réactionnel est agité a 70°C pendant 18h (ou 24h) sous azote. Ensuite, le mélange réactionnel
est évaporé et le résidu est dissous avec AcOEt. Les phases organiques sont lavées avec une
solution de NH4Cl sat, extraites avec AcOEt et lavees avec une solution de NaCl sat. Les phases
organiques sont séchées sur MgSOa, filtrées et évaporées a sec pour donner I'amide
intermédiaire.

L'amide brut (1 eq) est ensuite dissous dans du CH2C1, anhydre (0.03 mol/L), du K.COs (3 eq)
et du chloroformiate d'éthyle (2.2 eq) sont ensuite ajoutés. Le mélange réactionnel est agité
pendant 18 & 24 h sous azote. La réaction est arrétée avec une solution saturée de NH4C1,
extraite avec CH2C1> et lavée avec de la saumure. Les phases organiques ont été séchées sur
MgSO04, filtrées et évaporées a sec pour fournir le carbamate souhaité.

Ce carbamate brut (1 eq) est dissous dans EtOH (0.05 mol/L), et NaOH (2 eq) est ajouté. Le
mélange réactionnel est agité a 70°C pendant 12-48h. Il est ensuite acidifié et extrait avec
AcOEt, puis lavé avec une solution de NaCl sat. Les phases organiques sont séchées sur MgSQOa,
filtrées et concentrées a sec. Le solide est lavé avec Et,0 ou iPr,0 pour donner l'acide
carboxylique souhaité.
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Acide 3-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)propanoique (5a)
Méthode 2, rdt 92 %, solide incolore, RMN *H (400 MHz, DMSO) :

(t, J = 8.1 Hz, 2H, CH). RMN *3C (100 MHZ, DMSO-d6) : 172.4,

Q Q § 11.46 (s, 1H, NH), 7.92 (d, J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.65 (t, ] = 7.7
@LNA)\OH Hz, 1H, ArH), 7.20 (m, 2H, ArH), 4.10 (t, J = 8.1 Hz, 2H, CHy), 2.53

o

H

161.9, 150.0, 139.4, 135.0, 127.4, 122.5, 115.2, 113.8, 36.10, 32.11.
HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée Ci1H10N2NaO4*
257.05328, Trouvée 257.0533; m/z : [M + H ]" Calculée C11H11N20O4" 235.07133, Trouvée

235.0710

Acide 3-(6-fluoro-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)propanoique (5b)

0 0
F\@J\N/\)J\OH

N

H

Méthode 1, rdt 26 %, solide incolore, *H RMN (300 MHz,

DMSO-ds) : § 12.36 (sl, 1H, NH), 11.52 (s, 1H, OH), 7.63 (m, 2H,
2 ArH), 7.22 (dd, J = 8.9 et 4.4 Hz, 1H, ArH), 4.10 (t, J = 7.8 Hz,
2H, CHy), 2.52 (t, J = 8.5 Hz, 2H, CH>). °C RMN (100 MHz,
DMSO-ds) : § 172.3, 160.1, 158.3 (d, J = 239.9 Hz), 149.6, 136.1,

123.9 (d, J = 24.2 Hz), 117.4 (d, J = 8 Hz), 114.7 (d, J = 7.3 Hz),

112.2 (d, J = 24.2 Hz), 36.2, 31.9. HRMS (ESI-QTof) : [M + Na]* Calculée C11HsFN2NaO4*
275.04386, Trouvée 275.04381; m/z : [M + H]* Calculée C11H10FN204* 253.06191, Trouvée

253.06219

Acide 3-(6,7-difluoro-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)propanoique (5¢)

o o
T

Méthode 1, rdt 36 %, solide incolore, *H RMN (300 MHz,
DMSO-dg) : 6 11.60 (sl, 1H, NH), 7.89 (dd, J = 10.3 et 8.6 Hz,
1H, ArH), 7.13 (dd, J = 10.9 et 6.6 Hz, 1H, ArH), 4.07 (t,J=7.8
Hz, 2H, CH,), + 1 pic sous le pic du DMSO (2H, CH). RMN 3C
(100 MHz, DMSO-de) : & 172.4, 160.5, 153.8 (dd, J = 254.0 et
14.0 Hz), 149.8, 145.6 (dd, J = 244.0 et 14 Hz), 137.1 (d, J = 9.5

Hz), 115.6 (d, J = 21,2 Hz), 110.6 (d, J = 6 Hz), 103.9 (d, J = 21, 3 Hz), 36.4, 32.1. HRMS
(ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée C11HsF2N2NaO4* 293.03443, Trouvée 293.03402; m/z
: [M + H " Calculée C11HoF2N204" 271.05249, Trouvée 271.05229

Acide 3-(6-bromo-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)propanoique (5d)

(0] 0]
Br\@‘\N/\)J\OH

o

H

Méthode 2, rdt 76 %, solide incolore, *H RMN (500 MHz,
DMSO0-d6) : § 12.38 (sl, 1H, OH), 11.60 (sl, 1H, NH), 7.99 (d, J
= 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.82 (dd, J = 8.7 et 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.14
(d, J =8.7 Hz, 1H, ArH), 4.08 (m, 2H, CHy), 2.53 (m, 2H, CH).
RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6) : & 172.4, 160.8, 149.7, 138.6,
137.6,129.2, 117.6, 115.6, 113.9, 36.3, 32.0.HRMS (ESI-QTof)

:m/z : [M + Na]" Calculée C11HoBrN2NaO4" 334.96379 et 336.96186, Trouvée 312.98069 et
31497994 ; m/z : [M + H ]* Calculée Ci11H10BrN2O4" 312.98185 et 314.97991, Trouvée

334.96287 et 336.96132
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Acide 3-(2,4-dioxo-1,4-dihydropyrido[2,3-d]pyrimidine-3(2H)-yl)propanoique (5e)
Préparation préalable du dérive d'anhydride isatoique 4e :

A une solution d'acide 2-aminonicotinique 3e (250.0 mg, 1,81 mmol, 1 eq.) dans MeCN (2.8
mL) est ajoutée goutte a goutte de la pyridine (0.3 mL, 3,71 mmol, 2,05 eq.) a 55°C, suivie
d'une solution de triphosgéne (0.12 g, 0,72 mmol, 0,4 eq) dans CH>C1; (1,8 ml). Le mélange
réactionnel vire progressivement au jaune et 1 ml de MeCN est ajouté afin de bien solubiliser
le mélange. Le mélange réactionnel est agité a 55°C pendant 2 jours sous azote. Une fois la
réaction terminée, le mélange réactionnel est concentré puis de l'eau est ajoutée afin de faire
précipiter le produit. Le produit est ensuite filtré et lave avec du CH2C1, froid pour donner le
dérivé d'anhydride isatoique souhaité sous la forme d'un solide jaune (80 mg, 27% rdt).

L’acide carboxylique désir¢ 5e est ensuite obtenu via la méthode 2, rdt 6%, sous la forme d’un
solide brun.

° o HRMN (300 MHz, DMSO-d6) : & 11.98 (sl, 1H, NH), 8.62 (dd, J =

_ | 4T7et17Hz, 1H, ArH), 830 (dd, J = 79 et 1.9 Hz, 1H, ArH), 7.28

NN OH (dd, J = 4.7 et 7.8 Hz, 1H, ArH), 4.09 (t, J =7.2 Hz, 2H, CH), 3.55
7 Hko (t,J = 6.4 Hz, 2H, CH).

Acide 4-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)butanoique (6a)

Q Méthode 2, rdt 65 %, solide incolore, 'H RMN (300 MHz,

@LNWOH DMSO0-d6) : § 12.00 (sl, 1H, OH), 11.41 (s, 1H, NH), 7.93 (d, ] =

PN o 6.0 Hz, 1H, ArH), 7.65 (t, J = 6.0 Hz, 1H, ArH), 7.19 (m, 2H, ArH),

N“ 0 3.93 (t, J = 8.5 Hz, 2H, CH>), 2.26 (t, J = 8.5 Hz, 2H, CHy), 1.83

(0, J= 8.5 Hz, 2H, CH2).RMN 3C (100 MHZ, DMSO-d6) : &

174.1,162.0,150.2,139.4,134.9, 127.4,122.4,115.1, 113.8, 31.3, 22.9 (+1 pic sous le DMSO).

HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée C12H12N:NaO4* 271.06893, Trouvée 271.06853
;m/z: [M+HTJ" Calculée C12H13N204 " 249.08698, Trouvée 249.08683

Mode opératoire général de couplage peptidique pour I’obtention des composés MMV665916,
8aa-aq, 8ba-8ea, 9aa-ab et 9ad-ae
Méthode A:

L'acide carboxylique 5a-¢ ou 6a (50 mg, leq), I'amine adéquate 7a-q (1,2eq) et le HBTU (1.5eq)
sont dissous dans du DMF anhydre (0.05 mol/L). Puis, DIPEA (5eq) est ajouté lentement a la
solution. Le mélange réactionnel est agité pendant 2 a 4 jours sous azote a température
ambiante. Une fois la réaction terminée (suivie par IH-RMN)), elle est arrétée avec une solution
aqueuse de HCI 1 N, extraite avec AcOEt et lavée plusieurs fois (au moins 6 fois) avec une
solution de NaCl sat. Les phases organiques sont séchées sur MgSO4, filtrées et concentrées a
sec. Le produit souhaité est ensuite précipiteé puis lave avec Et20.
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Méthode B:

A une solution d'acide carboxylique 5a-¢ ou 6 (50 mg ou 100 mg, 1 eq) et d'amine adéquat (1,2
eq) dans du DMF anhydre (0.05 mol/L) sont ajoutés DIPEA (2 eq) et COMU® (1.05 eq). Le
mélange réactionnel est agité a température ambiante pendant 2 jours sous azote. Une fois la
réaction terminée (suivie par 1H-RMN), le milieu réactionnel est traité avec une solution
aqueuse de HCI 1 N et extrait avec AcOEt. Les phases organiques sont lavées avec une solution
aqueuse de NaHCO3 1M et enfin avec une solution de NaCl sat (au moins 6 fois). Elles sont
ensuite séchées sur MgSO4, filtrées et concentrées a sec. Le produit souhaité est ensuite
précipité et est lavé avec Et20.

Méthode C:

A une solution d'acide carboxylique 5a-e ou 6a (50 mg, 1 eq) dans du dioxane anhydre (0,05
mol/L) sont ajoutés HBTU (1.5 eq), I'amine adéquate 7a-q (2 eq) et la DIPEA (2 eq) a
température ambiante sous azote. Le mélange réactionnel est agité a 50°C pendant 2 jours sous
azote. Au cours de la réaction, le produit souhaité précipite. Apres achevement de la réaction
(controlée par TH-RMN), le précipité est filtré et lavé avec AcOEt froid (trois fois) afin
d’obtenir le composé souhaité pur.

Méthode D:

A une solution d'acide carboxylique 5a-¢ ou 6 (50 mg, 1 eq) et 'amine adéquate 7a-q (2 eq)
dans le dioxane anhydre (0.05 mol/L) sont ajoutés la DIPEA (2 eq) et le COMU® (1,05 eq).

Le mélange réactionnel est agité a 50°C pendant 2 jours sous azote. Au cours de la réaction, le
produit souhaité précipite. Aprés achevement de la réaction (contrdlée par 1H-RMN), le
mélange est refroidi, et le produit souhaité est filtré et lave avec AcOEt froid (3 fois).

3-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(2-méthoxybenzyl)propanamide (8aa)
Méthode A, rdt_79 % (115.6 mg), solide incolore, RMN 'H

o] 0
@kNA)J\N (300 MHz, DMSO-d6) : & 11.51 (s, 1H,NH), 8.30 (t, ] = 9.0
I N Hz, 1H, NH), 7,92 (d, J = 9 Hz, 1H,ArH), 7.66 (t, J = 9Hz,
N0 ~o 1H, ArH), 7.21 (m, 3H, ArH), 7.12 (d, J = 6.0 Hz, 1H,ArH),
H 6.95 (d, J = 9 Hz, 1H, ArH), 6.85 (t, J = 6 Hz, 1H, ArH), 4,20
(d, J =6 Hz, 2H, CHy), 4,13 (t, J = 9.0 Hz, 2H, CH>), 3,78(s,3H, OCH3), +1 pic en dessous du
DMSO(2H,CH2). RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6) : 5 169.9, 161.8, 156.6, 150.0, 139.4, 134.9,
127.9, 127.6, 127.3, 126.7, 122.4, 120.0, 115.2, 113.8, 110.4, 55.3, 37.0, 36.9, 33.3. HRMS
(ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée C19H10N3sNaO4* 376.12678, Trouvée 376.1257 ; m/z :
[M + H ] Calculée C19H20N304" 354.14483, Trouvée 354.14366. Pureté HPLC : 95.5%
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3-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(2-méthoxyphénéthyl)propanamide

(8ab)

o o _0 Méthode A, rdt 21 % (34.6 mg), solide incolore, RMN H
P ﬁ (300 MHz, DMSO-d6) : & 11.42 (sl, 1H, NH), 7.98 (t, J =
N N 6.0 Hz, 1H, NH), 7.92 (d, J = 6 Hz, 1H, ArH), 7.65 (t, J =
PN H 9Hz, 1H, ArH), 7.20 (m, 3H, ArH), 7.09 (d, J = 6 Hz, 1H,
ArH), 6.95 (d, J= 9Hz, 1H, ArH), 6.84 (t, J = 6 Hz,
1H,ArH), 4.09 (t, J = 6 Hz, 2H, CH>), 3.77 (s, 3H, OCHs),
3.21 (g, J= 6 Hz, 2H, CHy), 2.67 (t, J = 6 Hz, 2H, CHy), 2.37 (t, J = 6 Hz, 2H, CH2).RMN 3C
(100 MHz, DMSO-d6) : 6 169.6, 161.8, 157.2, 150.0, 139.4, 134.9, 130.0, 127.6, 127.4, 127.2,
122.5,120.3, 115.1, 113.8, 110.6, 55.2, 38.6, 36.9, 33.5, 29.8. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M +
Na]* Calculée C2oH23N3NaOs* 404.15708, Trouvée 404.15808 ; m/z : [M + H ]* Calculée

C20H22N304" 382.17613, Trouvée 382.17497. Pureté HPLC : 98.1%

3-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(2-méthoxyphényl)propanamide (8ac)
Méthode A, rdt 17 % (26.2 mg), solide incolore, *H RMN (400

|
o o © MHz, DMSO-de) : 6 11.46 (sl, 1H, NH), 9.21 (s, 1H, NH), 7.94
M (dd, J=8.1et 1.3 Hz, 1H, ArH), 7.85 (d, J = 7.6 Hz, 1H, ArH),
@N N 7.66 (td, J =8.3 et 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.20 (m, 3 H, 3 ArH), 7.04
N (M, 2H, 2 ArH), 6.88 (td, J = 7.8 et 1.3 Hz, 1 H, ArH), 4.18 (t,
H J=7.3Hz, 2H, CHy), 3.77 (s, 3H, OCH3), 2.70 (t, J = 7.3 Hz,

2H, CHy). 13C RMN (100 MHz, DMSO-dg) : 169.1, 161.9, 150.0, 149.9, 139.4, 135.0, 127.4,
127.1, 1245, 122.6, 122.5, 120.1, 115.1, 113.8, 111.1, 55.5, 36.8, 34.3. HRMS (ESI-QTof) :
m/z : [M + H]* Calculée C1gH1sN304 * 340.12918, Trouvée 340.12910. Pureté HPLC : 96.7%

3-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)-N-isopentylpropanamide (8ad)
Méthode A,_rdt 26 % (33.0 mg), solide incolore, *H RMN

(0] O
@LNA)\NA)\ (400 MHz, DMSO-d6) : § 11. 41 (s, 1H,), 7.92 (d, J = 6 Hz,
P N 1H,ArH), 7.85 (sl, 1H,NH), 7.65 (t, J = 9Hz, 1H, ArH), 7.18
N o (m, 2H, ArH), 4.08 (t, J = 6 Hz, 2H, CHy), 3.02 (g, J = 9 Hz,
H 2H, CHy), 2.37 (t, J = 9 Hz, 2H, CHy), 1.52 (h, J = 6 Hz, 1H,
CH), 1.25 (q, J = 6 Hz, 2H, CHy), 0.83 (d, J = 9 Hz, 6H, 2 CHs). 13C RMN (100 MHz, DMSO)
£ §169.6, 161.9, 150.1, 139.5, 135.0, 127.4, 122.5, 115.1, 113.9, 38.0, 37.0, 36.7, 33.6, 25.2,
22.4,22.4. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée C16H21NsNaOs* 327.15054, Trouvée
327.14939 ; m/z : [M + H ]* Calculée C1s6H22N303" 304.16557, Trouvée 304.16491. Pureté
HPLC : 98.2%
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N-cyclopentyl-3-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)propanamide (8ae)
o) o) Méthode A, rdt 33 % (41.6 mg), solide incolore, RMN *H (300
~ /O MHz, DMSO-d6) : § 11.41 (s, 1H, NH), 7.92 (dd, J =8.0 et 1.3
i N Hz, 1H, ArH), 7.85 (d, J = 7 Hz , 1H, NH), 7.64 (td, J = 8.0 et
1.3 Hz, 1H ArH), 7.18 (m, 2H, ArH), 4.08 (t, J = 8.0 Hz, 2H,
CH>), 3.93 (h, J=6.0 Hz, 1H, CH), 2.36 (t, J = 8.0 Hz, 2H, CH>),
1.74 (m, 2H, CHy), 1.59 (m, 2H, CHy), 1.46 (m, 2H, CH,), 1.34 (m, 2H, CH,). *C RMN (100
MHz, DMSO): 6 169.1, 161.8, 150.0, 139.4, 134.9, 127.3, 122.4,115.1, 113.8, 50.1, 37.0, 33.5,
32.2, 32.2, 30.0, 23.4, 23.4. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée C21H19N3NaO3*
324.13186, Trouvée 324.13216 ; m/z : [M + H ]* Calculée C1sH20N303" 302.14992, Trouvée

302.15054. Pureté HPLC > 99.9%

3-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)-N-(2-hydroxybenzyl)propanamide (8af)
Méthode D, rdt 48 % (34.7 mg), solide incolore, *H RMN

o} o)

@kNA)\N (400 MHz, DMSO-d6) : & 7.92 (dd, J = 6.8 Hz J = 1,3 Hz,

Iy H 1H, ArH), 7.65 (td,J = 7.3 Hz J = 1,5 Hz, 1H, ArH), 7.18 (m,

N0 HO 2H, 2 ArH), 7.08 (m, 2H, 2 ArH), 6.72 (t, J = 8,3 Hz, 2H, 2

H ArH), 4.08 (t, J = 7,9 Hz, 2H, CH2), 3.85 (s, 2H, CH2-NH),

2.44 (t, J = 8.0 Hz, 2H, CH). *3C RMN (100 MHz, DMSO-ds) : & 161.8, 157.1, 150.0, 139.4,

135.0, 128.5, 128.1, 127.3, 125.1, 122.5, 118.4, 115.5, 115.1, 113.8, 91.4, 41.9, 36.6, 33.0.
HRMS (ESI-QTof) : pas détectable en mode négatif et positif. Pureté HPLC > 99.9%

3-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(2-éthoxybenzyl)propanamide (8ag)
Méthode D, rdt 7 % (5.8 mg), solide incolore, *H RMN (400

0] (0]
@J\N/\)J\N MHz, DMSO-d6) :11.43 (sl, 1H,NH), 8.24 (t, J = 6.0 Hz, 1H,
B H/ji) NH), 7.93 (dd, J = 8.1 et 1.3 Hz, 1H, ArH), 7.66 (t,J = 7.3 et
N o o 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.19 (m, 3H, 3 ArH), 7.11 (dd, J = 7.3 et
H 1.5 Hz, 1H, ArH), 6.93 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH), 6.83 (td, J
=7.6et1Hz, 1H, ArH), 4.21 (d, ) = 5.5 Hz, 2H, CHy), 4.13 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CHy), 4.03 (q, J
= 7.0 Hz, 2H,CH>), 3.44 (sl,2H, CHy), 1.34 (t, J = 7,0 Hz, 3H, OCH3). *C RMN (100 MHz,
DMSO-ds) : 169.9, 161.9, 155.9, 150.1, 139.5, 135.0, 128.0, 127.6, 127.4, 126.9, 122.5, 120.0,
115.1,113.9, 111.4, 63.3, 37.1, 37.0, 33.4, 14.8. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée

C20H21N3Na04390.1424, Trouvée 390.1432 ; m/z : [M + H ]* Calculée C20H22N304" 368.1605
., Trouvée 368.1610. Pureté HPLC : 99.5%
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N-(2-(difluorométhoxy)benzyl)-3-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)propanami
de (8ah)

o o Méthode C, rdt 87 % (72.4 mg), solide incolore, *H RMN

@J\N/\)J\N (400 MHz, DMSO-d6) : 6 11.39 (sl, 1H, NH), 8.40 (t,J =5.7

/§ H/ji) Hz, 1H, NH), 7.93 (dd, J = 6.8 et 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.66 (td,

N0 0 J=7.0et1.5Hz, 1H, ArH), 7.31 (m, 2H, 2 ArH), 7.19 (t, J =

H P 74.2 Hz, 1H, ArH), 7.18 (m, 3H, 3 ArH), 4.27 (d, J = 5.7 Hz,

P 2H, CHy), 4.14 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CHy), + 1 pic en dessous

du DMSO (2H, CH>). 3C RMN (100 MHz, DMSO-ds) : 5 170.1, 161.8, 150.0, 139.4, 135.0,

130.2, 128.9, 128.3, 127.4,125.3, 122.5, 118.3, 116.6, 115.1, 113.8, 56.8, 36.8, 36.7, 33.4

(remarque: le couplage avec le fluor est trop faible pour étre observé). 1°F RMN (470 MHz,

DMSO-d6) : & -81.1 (d, J] = 74.9 Hz), HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée
C19H18F2N304™ 390.1260, Trouvée 390.1267. Pureté HPLC : 95.4%

3-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(2-(trifluorométhoxy)benzyl)propanam
ide (8ai)

o} Méthode D (THF & la place du dioxane), 57 % rdt (48.0 mg),

(0]
~ A solide incolore, 'H RMN (300 MHz, DMSO-ds) : 5 11.40 (sl,
l H/I) 1H, NH), 8.47 (t, J = 5.5 Hz, 1H, NH),7,94 (d, J = 7.7 Hz,
0 o 1H, ArH), 7.66 (t,J = 7,3 Hz, 1H, ArH), 7.37 (m, 4H, 4 ArH),
b

N
H 87.19 (m, 2H, 2 ArH), 4.31 (d, J = 5,5 Hz, 2H, CH>), 4.14 (t,
J =75 Hz, 2H, CH>), + 1 pic en dessous du DMSO (2H,
CH,). ®C RMN (100 MHz, DMSO-ds) : § 170.1, 161.8,
150.0, 146.1, 139.4, 135.0, 131.7, 129.4, 128.7, 127.5, 127.4, 122.5, 120.6, 115.1, 113.8, 36.8,
36.5, 33.3 + 1 pic en dessous du DMSO (remarque: le couplage avec le fluor est trop faible
pour étre observé). 1F RMN (470 MHz, DMSO-d6) : § -56.2. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M +
H]" Calculée C19H17F3sN3O4* 408.1166, Trouvée 408.1181. Pureté HPLC > 99.9%

N-(2-chlorobenzyl)-3-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)propanamide (8aj)
Méthode B, rdt 9 % (13.0 mg), solide incolore, *H RMN (300

o] o)

@kNA}\N MHz, DMSO-ds) : 8 11.44 (sl, 1H, NH), 8.47 (t, J = 6.0 Hz,

Y H 1H, NH), 7.93 (dd, J = 7.9 et 1.5 Hz, 1H, ArH), 7,66 (td, J =

N~ 0 Cl 79et15Hz, 1H, ArH), 7.42 (td, J =7.9 et 1.5 Hz, 1H, ArH),

H 7.28 (m, 3H, 3 ArH), 7.20 (m, 2H, 2ArH), 4.31 (d, J = 6.0

Hz, 2H, CH2-NH), § 4.15 (t, ] = 7.7 Hz, 2H, CHy), 2.55 (t, J = 7.7 Hz, 2H, CH>). $3C RMN (100

MHz, DMSO-dg) : § 170.1, 161.8, 150.0, 139.4, 136.2, 135.0, 132.0, 129.1, 128.8, 128.6, 127.4,

127.1, 122.5, 115.1, 113.8, 36.8, 33.3 (+pic en dessous du DMSO). HRMS (ESI-QTof) : m/z :
[M + H]* Calculée C1gH17CIN3O3* 358.0953 , Trouvée 358.0967. Pureté HPLC : 95.2%
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3-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(4-fluoro-2-méthoxybenzyl)propanami
de (8ak)

0 o} Méthode D, rdt 28 % (22.9 mg), solide incolore, *H RMN
@J\N/\)J\N (300 MHz, DMSO-d6) : 6 11.40 (sl, 1H, NH), 8.26 (t, ] =
/g H 6.0 Hz, 1H, NH), 7.93 (dd, J = 7.7 et 1.2 Hz, 1H, ArH),

N0 ~o F 7.65(td, J=7.7et1.2 Hz, 1H, ArH), 7.17 (m, 3H, 3 ArH),

6.87 (dd, J=11.3 et 2.5 Hz, 1H, ArH), 6.66 (td, J = 8.3 et
2.3 Hz, 1H, ArH), 4.13 (m, 4H, 2 CHy), 3.80 (s, 3H, CHz), + 1 pic en dessous du DMSO(2H,
CH2).1*C RMN (100 MHz, DMSO-d6) : 169.9, 162.1 (d, J = 241.3 Hz), 161.8, 157.8 (d, J =
10.3 Hz), 150.0, 139.4, 135.0, 128.8 (d, J = 9.5 Hz), 127.4, 122.8 (d, J = 2.5 Hz), 122.5, 115.1,
113.8,106.0 (d, J = 21.3 Hz), 99.0 (d, J = 25.6 Hz), 55.8, 36.9, 36.7, 33.4. °F RMN (470 MHz,
DMSO0-d6) : 6 -113.4. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée C19H19FN304" 372.1354,
Trouvée 372.1378. Pureté HPLC > 99.9%

N-(4,5-difluoro-2-méthoxybenzyl)-3-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)propana
mide (8al)

0 o} Méthode D, 70 % rdt (58.4 mg), solide incolore, *H RMN

@kNA)kN F (300 MHz, DMSO-de) : 8.32 (t, = 4,5 Hz, 1H, NH), 7.93

K H (dd,J=7.4¢et1,2Hz 1H, ArH), 7.65 (td,J =7,4 HzJ =

N0 ~o F 1,2 Hz, 1H, ArH), 7.16 (m, 4H, 4 ArH), 4,13 (m, 4H, 2

H CH>), 3,78 (s, 3H, OCHa), + 1 pic en dessous du DMSO

(2H, CH_>). 13C RMN (100 MHz, DMSO-ds) : 170.2, 161.8, 152.9 (d, J = 8.1 Hz), 150.0, 148.3

(dd, J=241.9 et 13.2 Hz), 143.2 (dd, J = 236.9 et 12.5 Hz), 139.4, 135.0, 123.3, 127.3, 122.5,

116.1 (d, J = 18.3 Hz), 115.1, 113.8, 101.0 (d, J = 21.3 Hz), 56.4, 36.8, 36.4, 33.4. °F RMN

(470 MHz, DMSO-d6) : & -138.9 (d, J = 24.2Hz), -149.8 (d, J = 24.2Hz). HRMS (ESI-QTof) :

m/z: [M + Na]" Calculée Ci9H17F2N3sNaO4* 412.1079, Trouvée 412.1089 ; m/z: [M + H ]*
Calculée C19H18F2N304* 390.1260, Trouvée 390.1268. Pureté HPLC > 99.9%

N-(2,4-diméthoxybenzyl)-3-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)propanamide
(8am)

O O Méthode D, rdt 30 % (24.8 mg), solide incolore, *H

@kN/\)J\N RMN (300 MHz, DMSO-d6) : 6 8.15 (t, ] = 6.0 Hz, 1

/& H/ji)\ H, NH), 7.92 (dd, J = 7.7 et 1.0 Hz, 1H, ArH), 7.65 (td,

N~ 0 ~o o~ J=7.7et1.1Hz 1H, NH), 7.19 (m, 2H, 2 ArH), 7.02

H (d,J=8.3Hz, 1H, ArH), 6.52 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH),

6.41 (dd, J = 8.5 et 2.3 Hz, 1H, ArH), 4.12 (m, 4H, 2 CHy), 3.76 (s, 3H, OCH3), 3.73 (s, 3H,

OCHj3), 3.57 (sl,2H, CH2). *C RMN (100 MHz, DMSO-d6) : & 169.7, 161.8, 159.6, 157.6,

150.0,139.4,134.9,128.7,127.4,122.4,118.9, 115.1, 113.8, 104.2, 98.1, 66.3, 55.3, 55.2, 36.9,

36.7, 33.3. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée for C20H22N30s" 384.1554, Trouvée
384.1563. Pureté HPLC : 97.2%
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3-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)-N-(2-méthoxybenzyl)-N-méthylpropanami
de (8an)

o} 0o Méthode B, 46 % rdt (36.5 mg), solide incolore, Présence de
@J\N/\)J\N 2 rotaméres dans un ratio de 1:1, 'H RMN (300 MHz,
/& Kji) DMSO-dg) : 8 11.40 (sl s, 1H, NH), 7.91 (t,J = 6.0 Hz, 1H,
N0 0 ArH), 7.63 (q, J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.30-7.13 (m, 3H, ArH),
H | 7.06-6.88 (m, 3H, 3 ArH), 4.46 (s, 2H, CH,), 4.12 (m, 2H,
CHy), 3,80 (s, 3H, OCHgs, rotal), 3.79 (s, 3H, OCHjs, rota2), 2.94 (s, 3H, CHs, rotal), 2.74 (s,
3H, CHjs, rota2), 2.71 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH2-N). **C RMN (100 MHz, DMSO-ds) : & 170.5
(rotal), 170.4 (rota2), 162.6 (rotal), 162.5 (rota2), 157.0 (rotal+rota2), 151.4 (rotal), 151.2
(rota2), 141.9 (rotal), 141.7 (rota2), 134.6 (rotal), 134.3 (rota2), 128.7 (rotal), 128.1 (rota2),
127.6 (rotal), 127.3 (rota2), 127.1 (rotal), 127.0 (rota2), 125.1 (rotal), 124.5 (rota2), 121.5
(rotal), 121.1 (rota2), 120.4 (rotal), 120.3 (rota2), 117.0 (rotal), 116.7 (rota2), 114.1 (rotal),
114.0 (rota2), 110.8 (rotal), 110.6 (rota2), 55.3 (rotal), 55.2 (rota2), 48.1 (rotal), 45.2 (rota2),
36.8 (rotal), 36.6 (rota2), 35.1 (rotal), 32.7 (rota2), 31.2 (rotal), 31.1 (rota2). HRMS
(ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée CxH22N304 *368.1605, Trouvée 368.1602. Pureté
HPLC : 97.9%

3-(3-(3,4-dihydroisoquinolin-2(1H)-yl)-3-oxopropyl)quinazoline-2,4(1H,3H)-dione (8a0)
Méthode A, rdt 52 % (33.8 mg), solide incolore, présence de

0 0
@J\N/\)J\N 2 rotameres avec un ratio 1:0.8, RMN 'H (400 MHz,
/§ C(j DMSO-ds) : 6 11.44 (sl s, 1H, NH), 7.94 (dd, J = 61 et 5.0Hz,
N~ 0 1H, ArH, rotal), 7.92 (dd,J = 61 et 5.0Hz, 1H, ArH, rota2),
H 7.63 (tdd, J = 7.5, 3.2 et 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.23-7.09 (m, 6H,
ArH), 4.46 (s, 2H, CH2), 4.64 (s, 2H, CH>, rotal), 4.60 (s, 2H, CH>,, rota2), 4.12 (m, 2H, CH>),
3.67 (g, J = 3.7 Hz, 2H, CH»), 2.86 (t, J = 5.9 Hz, 2H, CHy, rotal), 2.77 (t, J = 5.9 Hz, , 2H,
CH,, rota2), 2.73 (t, J = 7.7 Hz, 2H, CH>). $3C RMN (100 MHz, DMSO-ds) : § 169.0 (rotal),
168.9 (rota2), 161.9 (rotal+rota2), 150.0 (rotal+rota2), 135.0 (rotal), 135.0 (rota2), 139.4
(rotal), 139.4 (rota2), 134.8 (rotal), 134.4 (rota2), 133.5 (rotal), 133.2 (rota2), 128.5 (rotal0,
128.4 (rota2), 127.3 (rotal), 127.3 (rota2), 126.5 (rotal+rota2), 126.3 (rotal), 126.2 (rota2),
126.2 (rotal), 126.1 (rota2), 122.5 (rotal+rota2), 115.1 (rotal+rota2), 113.8 (rotal), 113.8
(rota2), 46.3 (rotal), 43.5 (rota2), 42.5 (rotal), 39.0 (rota2), 36.6 (rotal+rota2), 31.4 (rotal),
31.1 (rota2), 28.7 (rotal) 27.9 (rota2). *H HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée
Co0H19NaN303" 372.1319, Trouvée 372.13301 ; m/z : [M + H ]* Calculée CyoH20N303"
350.1500, Trouvée 350.15143. Pureté HPLC : 96.6%
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N-((1H-benzo[d]imidazol-2-yl)méthyl)-3-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)prop
anamide (8ap)

o} 0 Méthode D, rdt 51 % (38.7 mg), solide incolore, *H RMN
N/\)J\N _N (300 MHz, DMSO-ds) : & 12.14 (sl, 1H, NH), 11.44 (s,

/§ H/DN/ 1H, NH), 8.63 (t, J = 6.2 Hz, 1H, NH), 7.93 (d, J = 7.7

N~ 0 Hz, 1H, ArH), 7.66 (t, J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.53 (d, J =

H 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.46 (d, J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.16

(m, 4H, 4 ArH), 4.47 (d, J = 6.2 Hz, 2H, CH2-NH), 4.17 (t, J = 7.7 Hz, 2H, CHy), + 1 pic en
dessous du DMSO (2H, CH,).3C RMN (100 MHz, DMSO-ds) : § 170.4, 161.9, 152.2, 150.1,
143.1, 139.4, 135.0, 134.2, 127.4, 122.5, 121.8, 121.1, 118.4, 115.1, 113.8, 111.2, 37.1, 36.8,

33.2. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée for CigH1sNs503"364.1404, Trouvée
364.1415. Pureté HPLC : 99.2%

3-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)-N-((1-méthyl-1H-pyrazol-5-yl)méthyl)prop
anamide (8aq)

o} /\)OJ\ Méthode D, rdt 42 % (51.2 mg), solide incolore, *H RMN

(300 MHz, DMSO-ds) : 8 11.28 (sl, 1H, NH), 8.40 (t, J = 5.3

di H% Hz, 1H, NH), 7.92 (d, J = 7.9 Hz, 1H, ArH), 7.65 (t, J = 7.9
N o NN Hz, 1H, ArH), 7.28 (d, J = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.18 (m, 2H, 2

H ArH), 6.11 (d, J = 1.5 Hz, 1H, ArH), 4.29 (d, J = 5.3 Hz, 2H,

CHy), 4.12 (t,J = 7.9 Hz, 2H, CHy), 3.73 (s, 3H, CH3), 2.45 (t, J = 7.9 Hz, 2H, CHy) . 3C RMN
(100 MHz, DMSO-ds) : 5 169.8, 161.8, 150.1, 139.6, 137.2, 135.0, 127.3, 122.4, 115.2, 113.8,

105.4,47.9, 36.8, 36.1, 33.3 + 1 C quaternaire qu’on ne voit pas. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M
+ H]* Calculée C16H17NsO3* 328.1404, Trouvée 328.1408. Pureté HPLC : 99.1%

3-(6-fluoro-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)-N-(2-méthoxybenzyl)propanamid
e (8ba)

0 0 Méthode A, 50 % rdt (29.2 mg), solide incolore, *H RMN

F ~ (400 MHz, DMSO-d6) : 5 11.51 (sl, 1H, NH), 8.25 (t, J =
j; ﬁ/@ 5.6 Hz, 1H, NH), 7.63 (dd, J = 2.9 et 8.8 Hz, 1H, 1 ArH),

N0 o 7.57 (td, J = 2.9 et 8.8 Hz, 1H, ArH), 7.21 (m, 2H, 2 ArH),

H 7.12 (dd, J = 7.6 et 1,5 Hz, 1H, ArH), 6.95 (d, J = 8.3 Hz,

1H, ArH), 6.86 (td, J = 7.3 et 0.8 Hz, 1H, ArH), 4.20 (d, J = 5.8 Hz, 2H, CHy), 4.12 (t, J = 7.6
Hz, 2 H, CHy), 3.78 (s, 3H, OCHj3), + 1 pic en dessous du DMSO (2H, CH>) . C RMN (100
MHz, DMSO-d6) : 6 169.8, 161.1 (d, J = 3Hz), 157.3 (d, J = 239.8 Hz), 156.6, 149.7, 136.2,
128.0, 127.7, 126.7, 123.0 (d, J = 24.2 Hz), 120.1, 117.4 (d, J = 7.7 Hz), 114.9 (d, J = 7.6 H2),
112.3 (d,J=24,2 Hz), 110.4,55.3, 37.1, 37.1, 33.3. F RMN (470 MHz, DMSO-d6) : 6 -120.0.

HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée C19H18FN3NaOs* 394.1174, Trouvée 394.1165
;m/z : [M + H]* Calculée C1gH19FN3O3* 372.1354, Trouvée 372.1342. Pureté HPLC : 97.4%
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3-(6,7-difluoro-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)-N-(2-méthoxybenzyl)propana
mide (8ca)

o} o} Méthode A, 69 % rdt (72.3 mg), solide incolore, *H RMN
FjirkNA)kN (400 MHz, DMSO-d6) : 5 11.60 (I, 1H, NH), 8.26 (t, J =
/§ H 5.6 Hz, 1H, NH), 7.88 (dd, J = 10.3 et 8.6 Hz, 1H, ArH),

F N0 o 7.22 (td, J=8.0 et 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.12 (m, 2H, 2 ArH),

6.95 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH), 6.86 (td, J = 7.3 et 0.8 Hz,
1H, ArH), 4.20 (d, J = 5.8 Hz, 2H, 2 ArH), 4.10 (t, J = 7.6 Hz, 2H, 2 ArH), 3.78 (s, 3H, OCHs),
+ 1 pic en dessous du DMSO (2H, CH>). *C RMN (100 MHz, DMSO-d6) : & 169.8, 160.5,
156.6, 153.7 (dd, J = 253.6 et 14.7 Hz), 149.8, 145.6 (dd, J = 242.8 Hz et 13.9 Hz), 137.1 (d, J
=12.5Hz), 128.0,127.7,126.7, 120.1, 115.6 (d, J = 21.3 Hz), 110.6 (dd, J = 5.8 et 2 Hz), 110.4,
103.9 (d, J = 22.0 Hz), 55.3, 37.1, 37.1, 33.2. °F RMN (470 MHz, DMSO-d6) : § -127.7 (d, J
= 21.0Hz), -449 (d, J = 21.0Hz).HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]® Calculée
Ci9H17F2N3NaOs™ 412.1079, Trouvée 412.1083 ; m/z : [M + H ]* Calculée C19H18F2N303"
390.1260, Trouvée 390.1267. Pureté HPLC : 95.3%

3-(6-bromo-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)-N-(2-méthoxybenzyl)propanamid
e (8da)

0o O Méthode A, rdt 67 % (47.0 mg), solide incolore, 'H
Br\@‘\N/\)J\N RMN (400 MHz, DMSO-ds) : 5 11.58 (sI, 1H, NH), 8.26
/g H (t, J =5.5 Hz, 1H, NH), 7.98 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH),

N o) ~o 7.92 (dd, J=8.6 et 2.5 Hz, 1H, ArH), 7,22 (td, J = 8.6 et

1.8 Hz, 1H, ArH), 7.14 (d, J = 8.6 Hz, 1H, ArH), 7.12 (d,
J=9,3 Hz, 1H, ArH), 6.95 (d, J = 8.3 Hz, 1H, ArH), 6.85 (t, J = 7.30 Hz, 1H, ArH), 4.20 (d, J
=5.8 Hz, 2H, CH), 4.12 (t, J = 7,8 Hz, 2H, CH>), 3.78 (s, 1H, OCHz3), + 1 pic en dessous du
DMSO (2H, CHy). 3C RMN (100 MHz, DMSO-ds) : § 169.8, 160.8, 156.6, 149.7, 138.6, 137.5,
129.3, 128.0, 127.6, 126.7, 120.0, 117.6, 115.7, 113.9, 110.4, 55.3, 37.1, 37.0, 33.2. HRMS
(ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée C1gH19BrN3O4" 432.0559 et 434.0538, Trouvée 432.0553
et 434.0533. Pureté HPLC : 99.2%

3-(2,4-dioxo-1,4-dihydropyrido[2,3-d|pyrimidin-3(2H)-yl)-N-(2-méthoxybenzyl)propana
mide (8ea)

o} 0 Méthode D, rdt global (5 étapes) 6 % (7.8 mg), solide
(YkNA)J\N incolore, 'H RMN (300 MHz, DMSO-ds) : & 11.70 (sl, 1H,
| /§ H NH), 8.62 (dd, J=4.5et 1.5 Hz, 1H, ArH), 8.31 (dd, J=7.7

N" ” o) ~o et 1.7 Hz, 1H, ArH), 8.27 (t, J = 6.03 Hz, 1H, NH), 7.27 (dd,

J=7.7¢et4.7Hz, 1H, ArH), 7.22 (t, J = 7.7 Hz, 1H, ArH),
7.12(d,J=7.2Hz, 1H, ArH), 6.95 (d, J = 7.9 Hz, 1H, ArH), 6.86 (t, J = 7.2 Hz, 1H, ArH), 4.20
(d, J = 5.7 Hz, 2H, NH-CHy), 4.12 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH>), 3.79 (s, 3H, OCHs), + 1 pic en
dessous du DMSO (2H, CH>). 13C RMN (100 MHz, DMSO-ds) : § 169.8, 161.5, 156.6, 154.6,
151.0, 150.2, 136.8, 128.0, 127.6, 126.7, 120.1, 119.0, 110.4, 109.4, 55.3, 39.1, 37.0, 33.2.
HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]" Calculée C1sH18N4sNaOs* 377.1220, Trouvée 377.1207 ;
m/z : [M + H]" Calculée C1sH19N4Os* 355.1401, Trouvée 355.1389. Pureté HPLC : 95.6%
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4-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)-N-(2-méthoxybenzyl)butanamide (9aa)
Méthode A, rdt 65 % (98.1 mg), solide incolore, RMN H

(0]
~

o HJ@ (300 MHz, DMSO-d6) : & 11.34 (sl,IH,NH), 8.16 (t, ] =
NW 5.5 Hz , 1H, NH), 7.90 (dd, J = 8.0 et 1.2 Hz, 1H, ArH),
d& 0 7.64 (td, J = 7.7 et 1.2 Hz, 1H,ArH), 7.18 (m, 4H, ArH),
N O 6.95 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH),6.89 (t, J = 7.7 Hz, 1H, ArH),
4.19 (d, J = 6.0 Hz, 2H,CH>), 3.92 (t, = 9.0 Hz, 2H, CHy),
3.78(s,3H, OCHj3), 2.19 (t, J = 9.0 Hz, 2H, CH>), 1.83 (q, J = 9.0 Hz, 2H, CH). RMN *3C (100
MHz, DMSO-d6) : § 171.6, 162.0, 156.6, 150.3, 139.7, 134.9, 127.9, 127.6, 126.9, 122.3, 120.1,
115.2, 113.8, 110.4, 55.3, 37.0, 33.0, 23.9 + 1 pic en dessous du DMSO. HRMS (ESI-QTof) :

m/z : [M + Na]* Calculée C2H2:1N3NaO4* 390.14243, Trouvée 390.14181 ; m/z: [M + H ]*
Calculée C2oH22N304" 368.16048, Trouvée 368.15985. Pureté HPLC : 98.4%

4-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)-N-(2-méthoxyphénéthyl)butanamide (9ab)
Méthode A, rdt 66 % (106.5 mg), solide incolore, RMN

(0]
H 1
N H (400 MHz, DMSO-d6) : 5 1139 (s, 1H, NH), 7.93
dm Vji) (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.83 (t, 1 = 5.0 Hz, 1H, NH),
N 7.64 (t, J= 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.18 (m, 3H, ArH), 7.08
H

(d, J=7.0 Hz, 1H, ArH), 6.93 (d, J= 8.0 Hz, 1H, ArH),
6.84 (t, J = 7.5 Hz, 1H, ArH), 3.89 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH>), 3.76 (s, 3H, OCHs), 3,18 (g, J =
7.0 Hz, 2H, CH), 2.65 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH2), 2.08 (t, J = 8.0 Hz, 2H, CH>), 1.79(q, J = 7.0
Hz, 2H, CHz). RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6) : § 171.3, 162.0, 157.2, 150.2, 139.4, 134.9,
130.0, 127.5, 127.4, 127.2, 122.4, 120.2, 115.1, 113.8, 110.6, 55.2, 38.6, 33.1, 29.9, 23.8 + 1
pic en dessous du DMSO. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée C21H23N3NaO4*
404.15808, Trouvée 404.15708 ; m/z : [M + H ]* Calculée C21H24N304" 382.17613, Trouvée
382.17497. Pureté HPLC : 97.2%

4-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)-N-isopentylbutanamide (9ad)
Méthode A, rdt 40 % (53.7 mg), solide incolore, *H RMN

o]
NWH (300 MHz, DMSO-d6) : 5 11.40 (s, 1H,NH), 7.93 (dd, J =
B I V\( 7.8 et 1.1 Hz, 1H,ArH),7.71 (t, J = 5.0 Hz, 1H, NH), 7.64
N0 (td, J = 7.8 et 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.19 (m, 2H,ArH), 3.90
H (t, J = 8.5 Hz, 2H, CH2), 3.00 (g, J = 8.5 Hz, 2H, CH)),
2.08 (t, J = 8.5 Hz, 2H, CH>), 1,82 (q, J = 8.5 Hz, 2H, CH>), 1,54 (h, J = 8.5 Hz, 1H, CH), 1.25
(g, J = 8.5 Hz, 2H, CHy), 0.84 (d, J = 8.5 Hz, 6H). 13C RMN (100 MHz, DMSO-d6) : & 171.1,
162.0, 150.1, 134.9, 127.4, 122.4, 115.0, 113.8, 39.7, 38.1, 38.1, 36.7, 33.1, 25.1, 23,8, 22.4,
22.4. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [2M + Na]* Calculée CzsHisNsNaOs" 657.3371, Trouvée

657.33618 ; m/z : [M + Na]* Calculée C17H23sN3NaOs* 340.16316, Trouvée 340.16248 ; m/z :
[M + H ] Calculée C17H24N303" 318.18122, Trouvée 318.18068. Pureté HPLC : 98.2%
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N-cyclopentyl-4-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)butanamide (9ae)
Méthode A, rdt 46 % (57.9 mg), solide incolore, *H RMN

0]
NWH (300 MHz, DMSO-d6) : § 11.40 (s, 1H,NH), 7.92 (dd, J = 8.0
B I D et 1.2 Hz, 1H,ArH), 7.71 (d, = 7.0 Hz, 1H, NH), 7.64 (td, J
N0 = 8.0 et 1.2Hz, 1H, ArH), 7.18 (m, 2H, ArH), 3.90 (m, 3H,
H CH>), 2.06 (t, J = 8.0 Hz, 2H, CH>), 1.76 (m, 4H, 2 CH>), 1.59
(m, 2H, CHy), 1.45 (m, 2H, CH,), 1.32 (m, 2H, CHy). *C RMN (100 MHz, DMSO-d6) : &
170.8, 162.0, 150.1, 139.4, 134,9, 127.4, 122,4, 115.0, 113.8, 50.1, 39.7, 33.0, 32.3, 23.8, 30.0,
23.4, 23.4. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée C17H21N3sNaOs* 338.14751, Trouvée

338.14764 ; m/z : [M + H ]* Calculée C17H22N303* 316.16557, Trouvée 316.16553. Pureté
HPLC > 99.9%

Svynthése du 1.3-dioxoisoindolin-2-yl 4-méthylbenzénesulfonate (11)

o A une solution de N-hydroxyphtalimide 10 (1.085 g, 6.65 mmol, 1 eq)

dans CH>Cl, anhydre (20 mL) est ajoutée de la pyridine (2 mL, 24.73

©il<‘<N—O\ 0 mmol, 3,7 eq) et du chlorure de tosyle (1.347 g, 7.07 mmol, 1,06 eq).
o//s/ Le mélange réactionnel est agité a température ambiante pendant 1h30

O sous azote. Le mélange réactionnel est désactivé avec de I'eau, extrait

avec du CH2C1; et lavé avec une solution de NaCl sat (deux fois). Les

phases organiques sont séchées sur MgSQyg, filtrées et concentrées a sec

pour donner le produit souhaité sous la forme d'un solide incolore.
'H RMN (300 MHz, chloroforme-d) : § 7.97 (dt, J = 8.5 et 1.9 Hz, 2H, 2 ArH), 7.85 (m, 4H, 4
ArH), 7.41 (d, J = 8.1 Hz, 2 H, 2 ArH), 2.51 (s, 3H, CHs).

Synthése du 1-(azidométhyl)-2-méthoxybenzéne (13)

A une solution d'alcool 2-méthoxybenzylique 12 (2 mL, 14.91 mmol, 1 eq) dans CH2Cl, (20
mL) est ajoutée goutte a goutte la triéthylamine (2 mL, 14.39 mmol, 1 eq) et MsCI (2,3 mL,
29.72 mmol, 2 eq) a 0°C sous azote. Le mélange réactionnel est agité a 0°C pendant 2 h puis
ramené & température ambiante. La réaction est suivie par CCM. Aprés 160 min d'agitation, 2
mL de triéthylamine sont ajoutés a 0°C au mélange qui s'est coloré en jaune. Le mélange est
ensuite amené a température ambiante pendant 80 min puis est refroidi a 0°C, et 2 ml
supplémentaires de triéthylamine sont ajoutés. Le mélange réactionnel est agité pendant une
nuit & température ambiante sous azote. La réaction est arrétée avec une solution aqueuse
saturée de NaHCOs extraite avec CH2C1> et lavée avec une solution de NaCl sat. Les phases
organiques sont sechees sur MgSOa, filtrées et concentrées a sec pour donner le dérivé chlorure
de benzyle (avec des traces de produit mésyle) sous la forme d'une huile brun orangé. Le produit
a été utilisé sans autre purification pour I'étape suivante.

0 'H RMN (300 MHz, chloroforme-d) : & 7.36 (m, 2H, 2 ArH), 7.96 (td, ] = 7.4 et
- 0.8 Hz, 1H, ArH), 6.91 (d, J = 8.3 Hz, 1H, ArH), 4.68 (s, 2H, CH2), 3.90 (s, 3H,
Cl CH3).

184



Le derive de chlorure de benzyle brut obtenu est ensuite dissous dans du MeCN (20 ml) puis
NaNs (0.98 ml, 27.92 mmol, 2 eq) est ajouté par portions a température ambiante sous azote.
Le mélange réactionnel a été agité pendant 24 h a 85 °C sous azote. Le mélange réactionnel a
été désactivé avec de I'eau, extrait avec du CH2C12 et lave avec de la saumure (deux fois). Les
phases organiques sont séchées sur MgSO4, filtrées et concentrées a sec. Le résidu orange a
ensuite été purifié par chromatographie sur colonne (éluant : 90/10, éther de pétrole/AcOEt)
pour donner le produit souhaité sous forme de liquide incolore (1.501 g, 62 % rdt (2 étapes)).

1H RMN (300 MHz, chloroforme -d) : 7.34 (td, J=7,9 et 1,7 Hz, 1H, ArH),

(0]
/Ji) 7.27 (m, 1H, ArH), 6.96 (m, 2H, 2 ArH), 4.37 (s, 2H, CH2), 3.88 (s, 3H,
N CH3).

N

Synthése du sel de 2-((tert-butoxycarbonyl)amino)éthane-1-sulfonate de
tétrabutylammonium (15)

_\_\ Une solution de Taurine 14 (504.2 mg, 4,03 mmol, 1leq), NaOH 2N
N agueux (2 mL) et Boc20O (0.9 mL, 4.21 mmol, 1eq) dans du THF (1.5
NN \_L mL) est agitée pendant 20 h a température ambiante sous azote. Le
mélange réactionnel est extrait avec de I'éther diéthylique. La phase

o o aqueuse est diluée dans 20 ml d'eau, puis LiOH.H20 (171,3 mg, 4,08

>l\ )J\ /\/\\S/O' mmol, 1 eq) et nBusNHSO4 (1.411 g, 4.16 mmol, 1 eq) sont ajoutés.
O ” ‘o Lemélange est agité pendant 30 min puis le produit est extrait avec du

CH2C1; (trois fois). Les phases organiques sont séchées sur MgSOa,
filtrées et concentrées a sec pour donner le produit souhaité sous forme de liquide incolore
(1.864 g, rdt quantitatif). Le produit est utilisé sans autre purification dans I'étape suivante. *H
RMN (300 MHz, chloroforme-ds) : 6 6.15 (sl,1H, NH), 3.51 (m, 2H, CH>), 3.28 (t, J = 7.1 Hz,
8H, 4 CHy), 2.86 (m, 2H, CH>), 1.62 (t, J = 7.1 Hz 8H, 4 CH»), 1.42 (m, 8H, 4 CH>), 1.37 (s,
9H, 3 CH3), 0.97 (t, J = 7.1 Hz, 12 H, 4 CHs).

Synthése du 2-amino-N-(2-méthoxybenzyl)éthane-1-sulfonamide (16)

A une solution de sel d'ammonium 16 (1.262 g, 2.704 mmol, 1 eq) dans CH2C1, (10 mL) et
DMF (30 L) est ajouté du triphosgéne (0.18 mL, 1.08 mmol, 0.4 eq). Le mélange réactionnel
est agité a température ambiante pendant 30 min sous azote. Lorsque la réaction est terminée
(suivie par CCM), le mélange réactionnel est refroidi a 0°C, et une solution de
2-méthoxybenzylamine (0.45 mL, 3.44 mmol, 1.3 eq) et DBU (0.8 mL, 5.355 mmol, 2 eq) dans
CH.C1, (2,6 ml) est ajoutée lentement sous azote. Le mélange réactionnel est agité a
tempeérature ambiante pendant une nuit. La réaction est ensuite arrétée avec une solution de
NaOH 1 N, extraite avec du CH2C1 et lavée avec une solution de NaCl saturée. Les phases
organiques sont sechees sur MgSO4, filtrées et concentrees a sec. Le residu est purifié par
chromatographie flash (éther de pétrole/AcOEt, 7/3) pour donner notre intermédiaire sous
forme de liquide incolore (351.2 mg, rdt 38%).

0 H RMN (300 MHz, chloroforme-de) : & 7.33 (m, 2 H, 2

o) 0, HJ@ ArH), 6.94 (m, 2H, 2 ArH), 5.15 (sl, 2H, 2 NH), 4.30 (d, J =

>LO)LN/\/\S\( 6.4 Hz, 2H, CH,), 3.89 (s, 3H, OCHa3) 3.44 (q, J = 5.7 Hz,
H o) 2H, CH>), 2.98 (m, 2H, CH,), 1.43 (s, 9H, 3 CHa).
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L’intermédiaire (394.6 mg, 1.15 mmol, 1eq) est dissous dans une solution de TFA (6 mL) et de
CH.C1, (6 mL). Le mélange réactionnel est agité a température ambiante pendant 24 h sous
azote. Il est ensuite concentré sous vide. Le résidu est dissous dans CH>C1, et lavé avec du
NaOH IN aqueux (deux fois). Les phases organiques sont séchées sur MgSO0a, filtrées et
concentrées a sec pour donner 17 sous la forme d'une huile incolore (100.6 mg, rdt = 36 %). Le
produit est utilisé sans autre purification dans I'étape suivante.

_0 'H RMN (300 MHz, chloroforme-ds) : & 7.62 (s, 1H, NH), 7.34 (m,

0 HK) 2H, 2 ArH), 6.96 (td, J = 7.3 1.0 Hz, 2H, 2 ArH), 4.31 (sl, 2H, NH>),

/\/\\S:N 3.88 (s, 3H, OCHg),3.83 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CH>) 2.94 (t, J = 5.4 Hz,
H2N 0 2H, CH2), 2.18 (sl, 2H, CHy).

Procédure générale pour 1’obtention des composés 17 et 18

Une solution de composé 11 (100 mg, 0.32 mmol, 1 eq) et de propargylamine ou
d'homopropargylamine (1.5 eq) dans de la pyridine (6 mL) est agitée & 120°C pendant 24 h sous
azote. Le mélange réactionnel est refroidi a température ambiante et évaporé a sec. Le résidu
est dissous dans CH2C1; et lavé avec une solution de HCI 1 N puis avec une solution de NaCl
sat. Les phases organiques sont séchées sur MgSOs, filtrées et concentrées sous vide pour
donner le produit souhaité qui est utilisé pour les étapes suivantes sans autre purification.

3-(prop-2-yn-1-yl)quinazoline-2,4(1H,3H)-dione (17)
0 Rdt 73%, solide incolore, tH RMN (400 MHz, chloroforme-d) : § 9.65
N/\ (s, 1H, NH), 8.18 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.65 (t, J = 7.3 Hz, 1 H, ArH),
X 7.14 (d, J=8.1Hz, 1H, ArH), 4.88 (d, J = 2.0 Hz, 2H, CH>), 2.22 (t,J =
” o 2.27 Hz, 1H, CH), + 1 pic (1H, ArH) en dessous du pic du chloroforme.

13C RMN (100 MHz, chloroforme-d) : § 161.8, 151.2, 138.6, 135.7, 129.0,
124.0, 115.4, 114.7, 71.2, 30.5, 30.0.

3-(but-3-yn-1-yl)quinazoline-2,4(1H,3H)-dione (18)
Rdt 80%, solide incolore, *H RMN (400 MHz, chloroforme-d) : § 9.92

O
@kNMé (sl, 1H, NH), 8.16 (dd, J = 7.8 et 1.0 Hz, 1H, ArH), 7.64 (td, J = 8.4 et
P 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.26 (td, J = 7.5 et 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.13 (d, J = 8.1
N o Hz, 1 H, ArH), 4.32 (t, J = 7.6 Hz, 2H, CHy), 2.68 (td, J = 2.8 et 7.3 Hz,
H 2H, CHy), 1.99 (t, J = 2.8 Hz, 1H, CH). *C RMN (100 MHz,
chloroforme-d) : & 162.1, 151.7, 138.4, 135.2, 128.5, 123.5, 115.0, 114.5, 70.0, 39.26, 29.7,
17.6.
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Synthése du
2-(2.4-dioxo-1.4-dihvdroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(2-méthoxvbenzyl)éthane-1-sulfonamid

e (19)

Une solution du composé 11 (130.4 mg, 0.4109 mmol, 1 eq) et du composé 13 (100.2 mg, 0.41
mmol, 1 eq) dans la pyridine (6 mL) est agitée a 90°C pendant 20 h sous azote. Le mélange
réactionnel est refroidi a temperature ambiante et évaporé a sec. Le résidu est dissous dans
CH2C1,, et lavé avec une solution de HCI 1 N et une solution de NaCl sat. Les phases
organiques sont séchées sur MgSOs, filtrées et concentrées a sec. Le résidu est purifié par
chromatographie (CH2Cl2/MeOH, 99/1) pour donner 20 sous forme de cristaux incolores (46.6
mg, rdt 29%).

_0 'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) : 11.51 (sl, 1H, NH), 7.94

o} 0 HJi) (dd, J = 7.8 et 1.0 Hz, 1H, ArH), 7.67 (td, J = 8.3 et 1.4 Hz,
N/\/\\s\\/N 1H, ArH), 7.54, (t, J = 6.3 Hz, 1H, NH), 7.35 (dd, J = 7.3 et
/& 1.0 Hz, 1H, ArH), 7.22, (m, 3H, 3 ArH), 6.98 (d, J = 8.3 Hz,
N o 1H, ArH), 6.94 (t, J = 7.3 Hz, 1H, ArH), 4.26 (t, J = 7.3 Hz,
H 2H, CH>), 4.17 (d, J = 6.3 Hz, 2H, NH-CH>), 3.81 (s, 3H,

OCHzs), 3.32 (m, 2H, CH2).13C RMN (100 MHz, DMSO-ds) : & 161 .9, 156.6, 150.0, 139.4,
135.1, 128.6, 128.5, 127.4, 125.7, 122.6, 120.2, 115.2, 113.8, 110.6, 55.3, 48.5, 41.0, 34.8.
HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]" Calculée C1gH19N3NaOs"412.0938, Trouvée 412.0941 ;
m/z : [M + H]" Calculée C1sH20N30s"390.1119, Trouvée 390.1127. Pureté HPLC : 95.1%

Procédures générales pour 1’obtention des triazoles 20 et 21

L'alcyne 17 ou 18 (1 eq), CuSO4.5H20 (0.4 eq) et I’acide L-ascorbique de sodium (0,3 eq) sont
dissous dans un mélange 1:1 de tert-butanol/H20 (0.025 mol/L), puis I’azoture 13 (2,6 eq) est
ajouté. Le mélange réactionnel est agité a température ambiante pendant 24 h. La réaction est
arrétée avec de I'eau en agitant pendant 20 min, une émulsion blanche se forme. Le mélange est
ensuite extrait avec du CH2C1, (deux fois). Les phases organiques sont séchées sur MgSOa,
filtrées et concentrées a sec. Les solides sont lavés avec de I'éther diéthylique (trois fois) pour
donner les dérivés de triazole souhaités.

3-((1-(2-méthoxybenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)méthyl)quinazoline-2,4(1H,3H)-dione (20)
Rdt 43 % (46.6 mg), solide incolore, *H RMN (400 MHz,

0
DMSO-ds) : 6 11.51 (sl, 1H, NH), 7.93 (dd, J = 7.9 et 0.9 Hz,
dlYN 1H, ArH), 7.91 (s, 1H, ArH),7.67 (td, J = 8.3 et 1.5 Hz, 1H,
N"So ~ N b ArH), 7.33 (td, J = 8.3 et 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.20 (m, 2H, 2
H /O ArH), 7.07 (dd, J = 7.7 et 1.3 Hz, 1H, 1 ArH), 7.04 (d, J =
8.3,1H, ArH), 6.92 (t, J = 7.3 Hz, 1H, ArH), 5.47 (s, 2H, CH>),
5.13 (s, 2H, CH2), 3.79 (s, 3H, OCHs). 3C RMN (100 MHz, DMSO-ds) : 5 161.7, 156.8, 149.9,
142.9, 139.5, 135.2, 129.0, 129.6, 127.4, 123.6, 123.5, 122.6, 120.5, 115.2, 113.7, 111.2, 55.5,
48.2, 35.6. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée C1gH17NsNaO3" 386.1224, Trouvée

386.1227 ; m/z: [M + H ]* Calculée C19H18Ns03" 364.1404, Trouvée 364.1411. Pureté HPLC :
99.3%
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3-(2-(1-(2-méthoxybenzyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)éthyl)quinazoline-2,4(1H,3H)-dione (21)
o) N=N Rdt 69 % (58.4 mg), solide incolore, *H RMN (400 MHz,
AN DMSO-d6) : & 11.42 (sl, 1H, NH), 7.91 (dd, J = 7.8 et 1.0

[ [ N Hz, 1H, ArH), 7.87 (s, 1H, ArH), 7.65 (td, J = 8.3 et 1.4 Hz,
NS0 /Ob 1H, ArH), 7.32 (td, J = 8.8 et 1.9 Hz, 1H, ArH), 7.19 (m, 2H,

H 2 ArH), 7.04 (d, J = 8.1 Hz, 1H, ArH), 6.92 (m, 2H, 2 ArH),

5.47 (s, 2H, CHy), 4.14 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CHy), 3.81 (s, 3H, OCHs), 2.94 (t, J = 7.6 Hz, 2H,

CH,). 3C RMN (100 MHz, DMSO-d6) : § 161.9, 156.6, 150.1, 143.7, 139.4, 135.0, 129.7,
129.0, 127.4,123.8, 122.8, 122.5, 120.5, 115.1, 113.8, 111.1, 378.1545. Pureté HPLC : 99.0%

55.5, 48.0, 23.5, + 1 pic en dessous du DMSO. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]" Calculée
C20H19NsNaO3"400.1380, Trouvée 400.1362 ; m/z : [M + H ]* Calculée C20H1sNsO3*378.1561,
Trouvée

PARTIE 2 : SYNTHESE DES ANALOGUES DE MMV665587

Les différentes méthodes de couplages peptidiques
Méthode A:

L'acide carboxylique (50 mg, 1 eq), I'amine adéquate (1.2 eq) et le HBTU (1,5 eq) sont dissous
dans du DMF anhydre (0.05 mol/L). Puis, DIPEA (5 eq) est ajouté lentement a la solution. Le
mélange réactionnel est agité pendant 2 a 4 jours sous azote a température ambiante. Une fois
la réaction terminée (suivie par *H-RMN), le milieu réactionnel est traité avec une solution
aqueuse de HCI 1 N, extrait avec AcOEt et lavé plusieurs fois (au moins 6 fois) avec une
solution de NaCl sat. Les phases organiques sont séchées sur MgSQsa, filtrées et concentrées a
sec. Le produit souhaité est ensuite précipité et lavé avec Et>0.

Méthode B:

A une solution d'acide carboxylique (50 mg ou 100 mg, 1 eq) et d'amine adéquat (1.2 eq) dans
du DMF anhydre (0.05 mol/L) sont ajoutés DIPEA (2 eq) et COMU® (1.05 eq). Le mélange
réactionnel est agité a température ambiante pendant 2 jours sous azote. Une fois la réaction
terminée (suivie par tH-RMN), le milieu réactionnel est traité avec une solution aqueuse de HCI
1 N et extrait avec AcOEt. Les phases organiques sont lavées avec une solution aqueuse de
NaHCO3z 1M et enfin avec une solution de NaCl sat (au moins 6 fois). Les phases organiques
sont séchees sur MgSOa, filtrées et concentrées a sec. Le produit souhaité est ensuite précipité
et lavé avec Et20.

Méthode C:

A une solution d'acide carboxylique (50 mg, 1 eq) dans du dioxane anhydre (0.05 mol/L) puis
HBTU (1,5 eq), I'amine adéquate (2 eq) et la DIPEA (2 eq) sont ajoutés a température ambiante
sous azote. Le mélange réactionnel est agité a 50°C pendant 2 jours sous azote. Au cours de la
réaction, le produit souhaité précipite. Aprés achévement de la réaction (contr6lée par
'H-RMN)), le précipité est filtré et lavé avec AcOEt froid (trois fois) afin d’obtenir le composé
souhaité pur.
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Méthode D:

A une solution d'acide carboxylique (50 mg, 1 eq) et d'amine adéquate (2 eq) dans le dioxane
anhydre (0,05 mol/L) sont ajoutés la DIPEA (2 eq) et le COMU® (1.05 eq). Le mélange
réactionnel est agité a 50°C pendant deux jours sous azote. Au cours de la réaction, le produit
souhaité précipite. Aprés achévement de la réaction (controlée par *H-RMN), le mélange est
refroidi, et le produit souhaité est filtré et lavé avec AcOEt froid (3 fois).

Méthode E :

Dans un flacon a micro-ondes sec, sont ajoutés 1’acide carboxylique (50 mg, 0.192 mmol, 1.3
eq) et le BTFFH (1.5 eq) dans du DCM anhydre (0.5 mol/L). La DIPEA (4.5 eq) est ensuite
ajoutée au mélange qui est laissé sous agitation a température ambiante, sous atmosphére inerte
pendant 30 min. Le dérivé d’amine adéquate (20 mg, 0.148 mmol, 1 eq) est ensuite ajouté au
milieu réactionnel qui est laissé sous agitation & 80°C, sous atmosphére inerte, pendant 18h.
Une fois la réaction terminée, le milieu réactionnel est refroidi a température ambiante, dilué
avec de I’eau et extrait avec de I’acétate d’éthyle. Puis la phase organique est lavée une fois
avec une solution de NaHCOs, deux fois avec une solution de NH4Cl et une derniere fois avec
une solution de NaCl sat. La phase organique est sechée sur MgSO4 et concentrée sous vide
pour obtenir le produit souhaité qui est purifié par chromatographie.

Méthode F :

A un mélange composé d’acide carboxylique (50 mg, 1 eq) et d’aniline (1.1 eq) dans du DCM
anhydre (0,15 mol/L), est ajoutée la DIPEA (3 eq). Le mélange est laissé sous agitation et sous
atmospheére inerte a température ambiante pendant 30 min. T3P (1.7 eq) est ensuite ajouté au
mélange qui est laissé sous agitation a température ambiante ou a 80°C (si le mélange est une
suspension a t.a, le chauffage permet de mieux dissoudre la poudre restée en suspension) et
sous atmosphére inerte pendant 18h. La réaction est suivie par RMN *H. Une fois la réaction
terminée, le milieu réactionnel est dilué avec de ’eau et extrait avec de I’acétate d’éthyle. Puis
la phase organique est lavée trois fois avec une solution de NaHCOg, avec une solution de
NH4CI et une derniére fois avec une solution de NaCl saturée. La phase organique est séchée
sur MgSOs et concentrée sous vide afin d’obtenir le composé désiré qui est ensuite purifié par
chromatographie.

Méthode G :

A un mélange composé d’acide carboxylique (50 mg, 1 eq), de TCFH (1.leq) et d’amine (1.2
eq) dans de I’ACN anhydre (0.3 mol/L) est ajoutée la NMI (2 eq). Le mélange est laissé sous
agitation et sous atmospheére inerte a température ambiante ou a 80°C (si le mélange est une
suspension a t.a, le chauffage permet de mieux dissoudre la poudre restée en suspension)
pendant 18h. La réaction est suivie par RMN H. Une fois la réaction terminée, le milieu
réactionnel est évaporé puis de ’acétate d’éthyle est ajoutée. La phase organique est ensuite
lavée trois fois avec une solution de NaHCOs, puis avec une solution de NH4Cl et une derniere
fois avec une solution de NaCl saturée. La phase organique est séchée sur MgSQs et concentrée
sous vide afin d’obtenir le composé désiré qui est ensuite purifié par chromatographie.
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Méthode H :

A une solution composée d’acide carboxylique (50 mg, 1 eq), de HOPO (0.5 eq) et d’amine
(1.1 eq) dans de ’ACN/H20 1/1 (0.07 mol/L) est ajoutée DIC (1.1 eq). Le mélange est laissé
sous agitation et sous atmosphére inerte a 80°C pendant 18h. La réaction est suivie par RMN
'H. Une fois la réaction terminée, le milieu réactionnel est évaporé puis de I’acétate d’éthyle
est ajoutée. La phase organique est ensuite lavee trois fois avec une solution de NaHCOs.La
phase organique est sechée sur MgSOas et concentrée sous vide afin d’obtenir le composé désiré
qui sera ensuite purifié par chromatographie.

Les purifications par chromatographie sont realisees avec de la silice de type Silicagel ou avec
Puriflash 4250 Interchim ® sur des colonnes phase normal en utilisant les éluants EP/AcOEt ou
DCM/MeOH sauf indication contraire indiquant 1’utilisation de colonne en phase inverse
(effectuée apres une colonne en phase normal pas assez efficace).

Méthode d’utilisation de la colonne Puriflash® CN :

CVv %ACN | %H:20
0 10 90
35 30 70
75 30 70
90 50 50
100 50 50
120 100 0

Svynthése des composés 28xxx et 29xxx

Voie de synthése n°1

1% étape :

A une solution d'anhydride isatoique 22 (1 eq) et de chlorhydrate d'ester méthylique d'acide
aminé 23 (1.3 eq) dans du THF anhydre (0.1 mol/L) est ajoutée la DIPEA (1.4 eq). Le mélange
réactionnel est agité a 70°C pendant 18h (ou 24h) sous azote. Ensuite, le mélange réactionnel
est évaporé et le résidu est dissous avec AcOEt. Les phases organiques sont lavées avec une

solution de NH4Cl sat, extraites avec AcOEt et lavées avec une solution de NaCl sat. Les phases
organiques sont séchées sur MgS04, filtrées et évaporées a sec pour donner I'amine 24.

2°Me étape :

L'amine 24 (1 eq) est ensuite dissoute dans du CH2C1, anhydre (0,03 mol/L), du K.COz (3 eq)
et du chloroformiate d'éthyle (2.2 eq) sont ensuite ajoutés. Le mélange réactionnel est agité
pendant 18 a 24 h sous azote. La réaction est arrétée avec une solution saturée de NH4Cl1,
extraite avec CH2C1, et lavée avec de la saumure. Les phases organiques sont secheées sur
MgS0s4, filtrées et évaporées a sec pour fournir 25.
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3°Me étapes :

25 (1 eq) est dissous dans EtOH (0,05 mol/L), et NaOH (2 eq) est ajouté. Le mélange réactionnel
est agité a 70°C pendant 12-48h. Le mélange réactionnel est acidifié et extrait avec AcOEt et
lavé avec une solution de NaCl sat. Les phases organiques sont séchées sur MgSOa, filtrées et
concentrées a sec. Le solide est lavé avec Et20 ou iPr20 pour donner l'acide carboxylique
souhaité 26.

Acide 2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-méthylbutanoique (26aa)
0 'H RMN (400 MHz, DMSO-dg) : 8 1.59 (sl, 1H, NH), 7.93 (dd, J = 8.0
I(OH 1.0Hz), 7.68 (ddd, J =8.7, 7.3 et 1.6 Hz, 1H, ArH), 7.24 (ddd, J =8.7,
N 7.3et1.0Hz, 1H, ArH), 7.20 (d, J=8.0 Hz, 1H, ArH), 4.91 (d, J = 9.3Hz,
Nko O 1H, CH), 2.56 (m, 1H, CH), 1.12 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3), 0.63(d, J =
H 6.7 Hz, 3H, CHs3).'*C RMN (100 MHz, DMSO-ds) : & 171.4, 162.7,
150.7, 139.9, 136.5, 128.3, 124.0, 115.9, 113.7, 58.8, 27.4, 22.7, 119.3. HRMS (ESI-QTof) :
m/z : [M + Na]+ Calculée C13H14N2NaO4 * 285.0846, Trouvée 285.0849.

Acide 2-(6-bromo-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-méthylbutanoique
(26fa)

0 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) : & 12.66 (sl, 1H, OH), 11.77 (sl, 1H,

Br \/Q(OH NH), 8.02 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.88 (dd, J = 8.7 et 2.3 Hz, 1H,

\E:ﬁ‘\"‘ ArH), 7.18 (d, J = 8.7 Hz, 1H, ArH), 4.93 (d, J = 9.2Hz, 1H, CH),

Nko 0 2.59 (m, 1H, CH), 1.17 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3), 0.68 (d, J = 6.7Hz,

H 3H, CHs). **C RMN (100 MHz, DMSO-de) :  170.3, 160.8, 149.7,

138.6, 138.2, 129.5, 117.8, 114.9, 114.4, 58.3, 26.8, 22.1, 18.8. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M
+ Na]+ Calculée C13H13BrN2NaOs * 362.9951, Trouvée 362.9947.

Acide 2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-4-méthylpentanoique (26ab)

IH RMN (300 MHz, DMSO-ds) : 5 12.71 (sl, 1H, OH), 11.55 (sl, 1H,
NH), 7.94 (dd, J = 8.0 et 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.69 (ddd, J = 8.7, 7.4 et 1.4

0
OH Hz, 1H, ArH), 7.22 (m, 2H, ArH), 5.40 (dd, J = 8.8 et 5.3 Hz, 1H, CH),
(:ﬁ‘\N 1.98 (m, 2H, CH>), 1.43 (m, 1H, CH), 0.90 (d, J = 6.6Hz, 3H, CH3), 0.84
N0 ©
H

(d, J = 6.6Hz, 3H, CHa).

Acide 2-(6-bromo-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-4-méthylpentanoique
(26fb)

H RMN (300 MHz, DMSO-dg) : & 12.80 (sl, 1H, OH), 11.70 (sl,
o) 1H, NH), 8.01 (d, J = 2.3Hz, 1H, ArH), 7.86 (dd, J = 8.7 et 2.4 Hz,

Br OH 1H, ArH), 7.17 (d, J = 8.7Hz, 1H, ArH), 5.35 (dd, J = 8.3 et 5.8 Hz,
N 1H, CH), 1.97 (m, 2H, CHy), 1.43 (m, 1H, CH), 0.89 (d, J = 6.6 Hz,

*o 0 3H, CHs), 0.84 (d, J = 6.6Hz, 3H, CHs).
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Acide 2-(6-chloro-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-méthylbutanoique
(25ea)
RMN *H (500 MHz, dmso-d6) : § 12.77 (sbr, 1H, OH), 11.77 (sbr,
Q 1H, NH), 7.90 (d, J = 2.5 Hz, 1H, ArH), 7.77 (dd, J = 2.5 and 8.7
cl NX(OH Hz, 1H, ArH), 7.25 (d, J = 8.7 Hz, 1H, ArH), 4.91 (d, J = 9.3 Hz,
k o) 1H, CH), 2.61 (m, 1H, CH), 1.18 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3), 0.68 (d,
ﬁ 0o J = 6.6 Hz, 3H, CH3). RMN 3C (125 MHz, dmso-d6) : § 170.4,
160.9, 149.7, 138.3, 135.4, 126.8, 126.6, 117.6, 114.6, 58.5, 26.8,
22.3, 18.9. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée C13H13CIN2NaOs* 319.0456,
Trouvee 319.0456.

4°™¢ étape

L’acide carboxylique 26 est couplé a I’amine 27 ou 7 via I’un des couplages peptidiques décrits
précédemment.

2-(6-bromo-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)-3-
méthylbutanamide (28faa)

0 Couplage peptidique méthode A, rdt (4 étapes) 12 % (49.2

Br j;(“ (l) mg), solide incolore, *'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) : &
ﬁN \©/ 11.71 (sl, 1H, NH), 9.65 (s,1H, NH), 7.98 (d, J = 2.3 Hz,
N/&O O 1H, ArH), 7.80 (dd, J = 8.8 et 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.15 (m,

H 4H, 4 ArH), 6.59 (ddd, J =8.1 et 2.5 et 1.0 Hz, 1H, ArH),

5.00 (d, J = 9.1 Hz, 1H, CH), 2.74 (m, 1H, CH), 3.70 (s, 3H, OCHs3), 1.13 (d, J = 6.6 Hz, 3H,
CHs), 0.67 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CHs). 3C RMN (100 MHz, DMSO-d6) : § 167.4, 159.7, 159.3,
150.8, 140.8, 140.2, 137.4, 129.4, 129.1, 118.8, 115.9, 113.2, 112.5, 108.8, 105.9, 59.6, 55.0,

26.6, 22.3, 18.5. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]+ Calculée C20H21BrN3O4* 446.0715 et
448.0695, Trouvée 446.0707 et 448.0689. Pureté HPLC >99.9%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)-4-
méthylpentanamide (28aba)

Couplage peptidique méthode A, rdt (4 étapes) 46 % (60.4
mg), solide incolore, *H RMN (400 MHz, DMSO-d6) : § 11.47

(0]
H 5 (sl, 1H, NH), 9.50 (s, 1H, NH), 7.94 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH),
N \©/ 7.68 (td, J = 8.5 et 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.16 (m, 5H, 5 ArH), 6.61
”ko 0 (m, 1H, ArH), 5.44 (q, J = 4.8 Hz, 1H, CH), 3.69 (s, 3H,

OCHg), 2.14 (m, 1H, CH>), 1.91 (m, 1H, CH2), 1.42 (m, 1H,
CH), 0.91 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CHa), 0.86 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3)."*C RMN (100 MHz,
DMSO0-d6) : 168.0, 162.2, 159.3, 150.0, 140.1, 139.6, 135.1, 129.1, 127.6, 122.5, 115.1, 114.2,
112.7, 108.9, 106.1, 55.0, 52.9, 37.1, 24.8, 23.2, 21.9. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]+
Calculée C21H24N30O4" 382.1762, Trouvée 382.17481. m/z : [M + Na]+ Calculée
Co1H23NaN304" 404.1581, Trouvée 404.15656. Pureté HPLC : 95.3%
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2-(6-bromo-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)-4-
méthylpentanamide (28fba)

Couplage peptidique méthode A, rdt (4 étapes) 42 % (35.3
mg), solide incolore, 'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) : §

(0]
Br H (') 11.63 (sl, 1H, NH), 9.49 (s, 1H, NH), 8.03 (d, J = 2.3 Hz,
N \©/ 1H, ArH), 7.17 (m, 3H, 3 ArH), 7.09 (m, 1H, ArH)), 6.62
Nko 0 (ddd, J = 8.1 et 2.5 et 1.0 Hz), 5.42 (dd, J = 5.0 et 9.3 Hz,

H

1H, ArH), 3.70 (s, 3H, CHa), 2.14 (m, 1H, CHy), 1.89 (m,
1H, CH,) , 1.44 (m, 1H, CH) , 0.91 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CHs), 0.86 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CHs). 1C
RMN (100 MHz, DMSO-d6) : 5 167.7, 161.2, 159.3, 149.7, 140.1, 138.9, 137.7, 129.5, 129.1,
117.6, 116.0, 114.0, 112.7, 109.0, 106.1, 55.0, 53.1, 37.1, 24.8, 23.2, 21.9.. HRMS (ESI-QTof)
: m/z : [M + HJ+ Calculée CiH23BrNsO4* 460.0867 et 462.0846, Trouvée 460.08767 et
462.08604. Pureté HPLC : 97.6%

2-(6-chloro-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)-3-
méthylbutanamide (28eaa)

o | Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 17 % (40.5

cl \/Q(H o Mg), solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : § 10.45
KILN \©/ (sl 1H, NH), 8.73 (sl, 1H, NH), 8.01 (d, J = 2.4, 1H, ArH),
NIA\O O 7.46 (dd, J = 2.4 et 8.7 Hz, 1H, ArH), 7.28 (t, J = 2.4 Hz,

H 1H, ArH), 7.13 (t, J = 8.2 Hz, 1H, ArH), 7.05 (d, J = 8.7

Hz, 1H, ArH), 6.96 (d, J = 8.2 Hz, 1H, ArH), 6.60 (dd, J = 2.4 et 8.2 Hz, 1H, ArH), 5.26 (d, J
= 10.4 Hz, 1H, CH), 3.74 (s, 3H, OCHs), 3.05 (m, 1H,CH), 1.23 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3), 0.84
(d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3).1*C RMN (125 MHz, CDCl3) : & 167.3, 162.6, 160.2, 151.8, 139.0,
137.1,136.0,129.7,129.4,128.0, 117.2,115.3, 112.4,110.2, 106.1, 64.4,55.4, 26.9, 21.2, 19.2.

HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C20H21CIN304*402.12151 et 404.11939, Trouvée
402.12016 et 404.11852. Pureté HPLC >99.9%

2-(6-bromo-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-fluoro-5-méthoxyphényl)-
3-méthylbutanamide (28fau)

O H | Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 6 % (10.0

Br N N O mg), solide incolore, *H RMN (500 MHz, DMSO-d6) : &
K o \©/ 11.60 (s, 1H, NH), 9.61 (s, 1H, NH), 8.02 (d, J = 2.3 Hz,

N~ ~O 1H, ArH), 7.87 (dd, J = 8.8 et 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.18 (d, J

H F = 8.8 Hz), 7.10 (dt, J = 11.3 et 2 Hz, 1H, ArH), 6.96 (t, J

=2 Hz, 1H, ArH), 6.49 (dt, J = 11 et 2.3 Hz, 1H, ArH), 4.99 (d, J = 8.7, 1H, CH), 3.70 (s, 3H,
OCHa), 2.69 (m, 1H, CH), 1.13 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CH3), 0.67 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CH3).°F
RMN (470 MHz, DMSO-d6) : & - 111.8 3C RMN (125 MHz, DMSO-d6) : § 167.4, 162.8 (d,
J=238.9 Hz), 161.8, 160.5 (d, J = 13.5 Hz), 149.9, 140.1 (d, J = 14.3 Hz), 138.8, 137.9, 129.6,
117.7,115.0, 114.1, 101.5, 99.2 (d, J = 26.7 Hz), 96.3 (d, J = 25.1 Hz), 59.1, 55.5, 26.6, 22.3,

18.4. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée C2 Hzo BrFN3047464.06157 et 466.05979,
Trouvée 464.0599 et 466.0581. Pureté HPLC : 97.3%
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2-(6-bromo-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-(difluorométhoxy)phényl)-
3-méthylbutanamide (28fac)

r. g Couplage peptidique methode F, rdt (4 étapes) 8 % (42.0

O H Y mg), solide incolore, *H RMN (500 MHz, DMSO-d6) :

Br N N O  §11.70 (s, IH, NH), 9.66 (s, |H, NH), 8.02 (d, J =2 Hz,

/§ o \©/ 1H, ArH), 7.87 (dd, J =8.6 et 2 Hz, 1H, ArH), 7.46 (t, J

” O =2 Hz, 1H, ArH), 7.37 (d, J = 8.6 Hz, 1H, ArH), 7.29

(t, J = 80 Hz, 1H, ArH),7.15 (t, J = 74 Hz, 1H,

CHF2)7.18 (d, J = 8.6 Hz, 1H, ArH), 6.83, (dd, J = 8.0 et 2.0 Hz, 1H, ArH), 5.02 (d, J = 9 Hz,

1H, CH), 2.70 (m, 1H, CH), 1.14 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3), 0.68 (d, J = 6.9 Hz, 3H, CH3). °F

RMN (470 MHz, DMSO-d6) & -81.2, - 81.4. 3C RMN (125 MHz, DMSO-d6) : § 167.3, 161.3,

150.9, 149.9, 140.5, 138.8, 137.9, 129.8, 129.6, 117.7, 116.9, 116.4 (t, J = 257 Hz), 115.7,

114.2, 113.4, 110.8, 59.1, 26.6, 22.3, 18.4. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée

CooH19BrF2N304 *482.05215 et 484.05036, Trouvee 482.05134 et 484.04972. Pureté HPLC
>99.9%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(2-méthoxybenzyl)-3-
méthylbutanamide (29aaa)

| Couplage peptidique méthode A, rdt (4 étapes) 26 % (44.5 mg),

o o solide incolore, *H RMN (400 MHz, DMSO-d6) : § 11.52 (sl,
I(HJ@ 1H, NH), 8.16 (t, J = 6.0 Hz, 1H, NH), 7.96 (d, J = 7.8 Hz, 1H,
dN ArH), 7.67 (t, J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.20 (m, 4H, 4 ArH), 6.91
N Yo © (d, J=8.1Hz, 1H, ArH), 7.84 (t, J = 7.6 Hz, 1H, ArH), 4.97 (d,

H J = 9.3 Hz, 1H, CH), 4.19 (m, 1H, NH-CH>), 3.75 (s, 3H,
OCHa), 2.73 (m, 1H, CH), 1.16 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CHs), 0.85 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CH3).*C
RMN (100 MHz, DMSO-d6) : & 168.7, 162.4, 163.3, 150.3, 139.7, 135.1, 127.6, 127.5, 127.3,

127.2,122.5,120.0, 116.0, 115.1, 114.1, 110.1, 58.8, 55.2, 37.1, 26.4, 22.9. HRMS (ESI-QTof)
:m/z : [M + H]+ Calculée C21H24N304"™ 382.1762, Trouvée 382.17862. Pureté HPLC : 97.0%

2-(6-bromo-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(2-méthoxybenzyl)-3-
méthylbutanamide (29faa)

| Couplage peptidique méthode A, rdt (4 étapes) 54 % (56.1

o 0o mg), solide incolore, *H RMN (400 MHz, DMSO-d6) : &

Br ITHJQ 11.68 (sl, 1H, NH), 8.14 (t, J = 6.0 Hz, 1H, NH), 2.01 (d, J
ﬁN = 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.85 (dd, J = 8.8 et 2.3 Hz, 1H, ArH),

N g © 7.16 (m, 3H, 3 ArH), 6.92 (d, J = 7.6 Hz, 1H, ArH), 6.84 (t,

H J=17.6 Hz, 1H, ArH), 4.93 (d, J = 9.3 Hz, 1H,CH), 4.18 (t,

J=7.3 Hz, 2H,NH-CHy), 2.67 (m, 1H, CH), 3.75 (s, 3H,0CHs), 1.15 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CHs),
0.64 (d, J = 7.1 Hz, 3H, CH3).23C RMN (100 MHz, DMSO-d6) : & 168.6, 161.5, 156.5, 139.0,
137.9,129.7,127.8,127.5,127.3,120.1, 117.8, 116.1, 114.2, 110.4,59.1, 55.4, 37.2, 26.6, 23.0,

18.9. (+ 1 C quaternaire que 1’on ne voit pas). HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]+ Calculée
Co1H23BrN3O4" 460.0872 et 462.0851, Trouvée 460.0864 et 462.0849. Pureté HPLC : 88.0%
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2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)-N-(2-méthoxybenzyl)-4-
méthylpentanamide (29aba)

| Couplage peptidique méthode A, rdt (4 étapes) 53 % (54.3 mg),

o 0 solide incolore, *H RMN (400 MHz, DMSO-d6) : § 11.48 (sl,

HK) 1H, NH), 8.24 (t, J = 6.0 Hz, 1H, NH), 7.95 (dd, J=8.0 et 1.0

@N Hz, 1H, ArH), 7.67 (td, J = 8.4 et 1.3 Hz, 1H, ArH), 7.20 (m,

N/§O o 4H, 4 ArH), 6.92 (d, J = 8.1 Hz, 1H, ArH), 6.86 (t, J = 7.3 Hz,

H 1H, ArH), 5.41 (m, 1H, CH), 4.20 (m, 2H, NH-CHy), 3.76 (s,

3H, OCH3), 2.06 (m, 2H, CH>), 1.36 (m, 1H, CH), 0.88 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CHz), 0.84(d, J =

6.6 Hz, 3H, CH3).13C RMN (100 MHz, DMSO-d6) : § 169.2, 162.3, 156.2, 150.1, 139.7, 135.0,

127.6, 127.5,127.1, 127.0, 122.4, 120.0, 115.0, 114.3, 110.1, 55.2, 52.6, 37.2, 36.8, 24.9, 23.3,

21.7. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]+ Calculée C22H26N304" 396.1923, Trouvée 396.1913.

m/z : [M+Na]+ Calculée C22H2sN3NaO4* 418.1743, Trouvée : 418.1731 m/z : [M+K]+ Calculée
Ca2H2sKN304" 434.1482, Trouvée : 434.1475.

2-(6-bromo-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(2-méthoxybenzyl)-4-
méthylpentanamide (29fba)

| Couplage peptidique méthode A, rdt (4 étapes) 51 % (57.2
o) mg), solide incolore, *H RMN (400 MHz, DMSO-d6) : &

Q Hji) 11.65 (sl, 1H, NH), 8.24 (t, J = 6.0 Hz, 1H, NH), 8.01 (d, J

Br N N = 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.84 (dd, J = 8.8 et 2.5 Hz, 1H, ArH),
PO 7.17 (m, 3H, 3 ArH), 6.93 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH), 6.87 (t,

N © J=7.4Hz, 1H, ArH), 5.37 (t, J = 7.3 Hz, 1H, CH), 4.20 (m,

2H, NH-CHy), 3.76 (s, 3H, OCH3), 2.05 (t, J = 7.3 Hz , 2H,

CH2), 1.37 (m, 1H, CH), 0.87 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3), 0.83 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3).13C RMN
(100 MHz, DMSO-d6) : 5 169.0, 161.3, 156.3, 138.9, 137.6, 129.4, 127.6, 127.1, 123.3, 120.0,
118.7,117.5, 116.1, 113.9, 110.1, 55.2, 55.8, 37.2, 36.7, 24.9, 23.3, 21.7. HRMS (ESI-QTof) :

m/z : [M + K]" Calculée C22H24BrKN3zO * 512.05882 et 514.05662, Trouvée 512.05981 et
514.05823. Pureté HPLC : 86.5%

Voie de synthese n° 2

1% étape : synthése du composé 11 (voir PARTIE 1)

2°Me étape :

Le composé 11 (1 eq) et le chlorhydrate de I’ester méthylique de I’acide aminé adéquate 23
(1.01 eq) sont dissous dans la pyridine (0.1 mol/L). Le mélange est laissé sous agitation, a
120°C, sous atmosphere inerte (N2) pendant 18h. Lorsque la réaction est terminée, le solvant
est évaporé sous pression réduite. Le résidu est dissous dans de 1’acétate d’éthyle et est lavé 2
fois avec une solution d’HCI 1N, puis avec une solution de NaHCOs et enfin avec une solution

de NaCl sat. La phase organique est séchée sur MgSO4 et concentrée sous vide pour donner le
produit 30.

3°Me étape :

L’ester 30 est dissous dans du méthanol anhydre (0.15 mol/L), puis de I’hydroxyde de sodium
(11.5 eq) est ajouté au mélange qui est laissé sous agitation a 70°C, sous atmosphere inerte
pendant 18h. Lorsque la réaction est terminée, le solvant est évaporé sous pression réduite et le
résidu est dissous dans 1’acétate d’éthyle. La phase organique est alors lavée 3 fois avec une

solution aqueuse d’HCI, puis avec une solution de NaCl saturée. Enfin la phase organique est
séchee sur MgSO4 et concentrée sous vide pour donner I’acide carboxylique 26.
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Acide 1-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)cyclobutane-1-carboxylique (26ac)
o 'H RMN (500 MHz, DMSO-d6) : & 12.81 (sl, 1H, OH), 11.27 (sl, 1H,
o NH),7.97 (dd,J=7.9et 1.5Hz, 1H, ArH), 7.64 (ddd, J = 8.4, 7.3 et 1.5
N Hz, 1H, ArH), 7.18 (ddd, J = 8.1, 7.1 et 0.9Hz, 1H, ArH), 7.16 (d, J =
“No O 82Hz, 1H, AH), 2.73 (m, 2H, CHy), 2.63 (m, 2H, CHz), 2.16 (m, 1H,
H CHy), 1.74 (m, 1H, CHy), **C RMN (125 MHz, DMSO-d6) : & 173.8,
161.8, 149.6, 139.4, 134.9, 127.2, 122.4, 114.9, 114.5, 62.5, 33.3, 16.5. HRMS (ESI-QTof) :
m/z : [M + H]* Calculée C13H13N204 * 261.08698, Trouvée 261.08721.
Acide
(35)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-méthylpentanoiquecarboxylique
(26ad)

| !H RMN (500 MHz, DMSO-d6) : présence 2 dia ratio 0.5/1 § 7.78

o (m,1H, ArH, dia 1+ dia2), 7.29 (m, 1H, ArH, dia 1+ dia2), 6.96 (m, 1H,

/Q/OH ArH, dia 1+ dia2), 6.75 (m, 1H, ArH, dia 1+ dia2), 4.94 (d, J = 9.6 Hz,

N 1H, CH, dial), 4.94 (d, J = 9.6 Hz, 1H, CH, dia2), 1.11 (m, 2H, CHy,

(:f:AO O dia 1), 1.04 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CHg, dia 2), 0.88 (t, J = 7.0, 3H, dia 1),

H 0.82 (m, 2H, CH>, dia 2), 0.68 (t, 7.0, 3H, dia 2), 0.52 (d, d, J = 6.4 Hz,

3H, CHs, dia 1). 3C RMN (125 MHz, DMSO-d6) : 171.2 (dial), 171.1

(dia2), 162.3 (dia 1 + dia 2), 150.4 (dia 1 + dia 2), 139.9 (dia 1 + dia 2), 136.0 (dia 1 + dia 2),

128.1 (dia 1l + dia 2), 123.4 (dia 1 + dia 2), 115.7 (dia 1 + dia 2), 113.6 (dia 1 + dia 2), 58.0 (dia

1), 56.6 (dia 2), 33.3 (dia 2), 33.1 (dia 1), 28.3 (dia 2), 25.1 (dia 1), 18.5 (dia 1), 15.0 (dia 2)

11.6 (dia2), 11.3 (dial). HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée C14H17N204* 277.11828,
Trouvée 277.11863

Acide 2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)propanoique (26ae)
o) 'H RMN (500 MHz, DMSO-d6) : § 12.51 (sl, 1H,0H), 11.55 (s, 1H,
J\WOH NH), 7.93 (dd, J = 8.2 et 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.69 (ddd, J =8.2, 7.3 et 1.4
N Hz, 1H, ArH), 7.23 (ddd, J =8.2, 7.3 et 0.9 Hz, 1H, ArH), 7.20 (dd, J =
NIA\O O 8.2 et 0.9 Hz, 1H, ArH), 5.40 (g, J = 7.0 Hz, 1H, CH), 1.46 (d, J = 7.0
H Hz, 3H, CH3). 3C RMN (125 MHz, DMSO-d6) : § 171.3, 161.4, 149.5,

1304, 1353, 127.5, 122.8, 115.2, 113.6, 48.6, 14.29. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée
C11H11N204 * 235.07133, Trouvée 235.07138.

Acide 2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)butanoique (26af)
o 'H RMN (500 MHz, DMSO-d6) : § 12.60 (sl, 1H,0H), 11.55 (s, 1H,
j}(OH NH), 7.93 (dd, J = 7.8 et 1.0 Hz, 1H, ArH), 7.69 (ddd, J =8.2, 7.3 et 1.4
[ ;[ ‘N Hz, 1H, ArH), 7.23 (m, 2H, ArH), 5.26 (dd, J = 9.6 et 5.0 Hz, 1H,
Nko O CH),2.14 (m, 1H, CH>), 2.0 (m, 1H, CH>), 0.81 (t, J = 7.5, 3H, CHa).
H 13C RMN (125 MHz, DMSO-d6) : § 171.0, 161.8, 149.9, 139.5, 135.4,

127.6, 122.8, 115.2, 113.4, 54.4, 21.3, 10.8. HRMS (ESI-QTof) : m/z :
[M + H]" Calculée C12H13N204 ™ 249.08698, Trouvée 249.08728.
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Acide 2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)acétique (26ag)
'H RMN (500 MHz, DMSO-d6) : §: 12.86 (s,1H,OH),11.51 (s,1H,N-
Q H), 7.95 (dd, J = 7.9 et 0.8 Hz, 1H, HAr), 7.69 (ddd, J = 8.8, 7.9 et
N/\WOH 1.3 Hz1H, HAr), 7.24 (m, 2H, ArH), 4,57 (s,2H,CH2). *C RMN (125
/g o MHz, DMSO-d6) : 4 169.1, 161.5, 149.7, 139.3, 135.2, 127.3, 122.6,
N~ ~0
H

115.2, 113.3, 41.2. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée
C10HoN204" 221.05568, Trouvée 221.05459

Acide 1-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)cyclopropane-1-carboxylique (26ah)
o 'H RMN (300 MHz, DMSO-d6) : 11.36 (m, 1H, NH) 7.92 (m, 1H,
ZWOH ArH), 7.65 (m, 1H, ArH), 7.19 (q, 2H, ArH), 1.69 (m, 2H, CH2), 1.34
N (m, 2H, CH2). *3C RMN (100 MHz, DMSO-d6) : 72.6, 162.5, 150.3,
NKO O 139.7,135.1, 127.4, 122.5, 115, 114.1, 59.8, 18.6. HRMS (ESI-QTof) :

H m/z : [M + H]" Calculée C12H11N204" 247.07133, Trouvée 247.07137

4°M¢ étape :

L’acide carboxylique 26 est couplé a I’amine 27 via 1’'un des couplages peptidiques décrits
précédemment.

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-hydroxyphényl)-3-
méthylbutanamide (28aab)

La 4°™ étape de couplage peptidique permettant d’obtenir le composé 31 est réalisée avec
I’aniline 27b protégée par un groupement TBDMS. Puis une 5°™ étape de déprotection est
nécessaire pour obtenir le composé 28aab.

Protection de 27b :

La 3-aminobenzophénol (1eq) est dissoute dans du DCM (0.3 mol/L) puis du TBDMSCI (2.1
eq) et de I'imidazole (1.1 eq) sont ajoutés. Le milieu réactionnel est agité pendant 48h. Le milieu
réactionnel est ensuite dissous dans du DCM. La phase organique est alors lavée 3 fois avec
une solution aqueuse de NH4ClI sat puis avec H20 et finalement avec une solution de NaCl sat.
La phase organique est ensuite séchée sur MgSO4 et concentrée sous vide.

5me étape de déprotection :

Le produit 31 (1eq) est dissous dans du THF anhydre (0.1 mol/L) puis du TBAF (6.7 eq) est
ajouté. Le milieu réactionnel est agité pendant 7h. Lorsque la réaction est terminée, le solvant
est évaporé sous pression réduite et le résidu est dissous dans ’acétate d’éthyle. La phase
organique est alors lavée 3 fois avec une solution aqueuse de NH4Cl sat. La phase organique
est ensuite séchée sur MgSO4 et concentrée sous vide pour donner le composé désiré qui est
purifié par chromatographie sur Puriflash 4250 Interchim ® afin d’obtenir 28aab pur.
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o Couplage peptidique méthode A, rdt (5 étapes +1) 29 % (30.0
H mg), solide incolore, *H RMN (500 MHz, DMSO-d6) : §

N\/Q(N OH " 11.48 (sl, 1H, NH), 9.40 (sl, 1H, NH or OH), 9.26 (sl, 1H, NH

Ao \©/ or OH), 7.95 (d, J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.68 (t, = 7.7 Hz, 1H,

N © ArH), 7.21 (m, 2H, ArH), 7.09 (t, J = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.00

(t, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 8.87 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 6.42

(dd, J = 1.5 et 8.0 Hz, 1H, ArH), 4.99 (d, J = 8.9 Hz, 1H, CH), 2.73 (m, 1H, CH), 1.15d, J =
6.5 Hz, 3H, CHs), 0.68 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3).1*C RMN (100 MHz, DMS0-d6) : & 167.2,
162.3,157.3,150.3, 140.1, 139.6, 135.1, 128.9, 127.7, 122.5, 115.1, 114.0, 111.3, 110.3, 107.8,

59.0,26.5, 22.5, 18.5. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C19H20N304* 354.14483,
Trouvée 354.14458. Pureté HPLC : 98.7%

N-(3-(difluorométhoxy)phényl)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-
méthylbutanamide (28aac)

r. g Couplage peptidique méthode D, rdt (4 étapes) 28 % (45.0
o H Y mg), solide incolore, '"H RMN (400 MHz, CDCI3) : § 10.28
Nj;(N O (s, 1H, NH), 9.03 (s, 1H, NH), 8.09 (dddd, J = 7.9, 1.5 et

A6 \©/ 1.5Hz, 1H, ArH), 7.60 (t, J = 7 Hz, 1H, ArH), 7.51 (t,

” o) J=1.9Hz, 1H, ArH), 7.24 (m, 3H, ArH), 7.12 (d, J = 7.9 Hz,

1H, ArH), 6.81 (d, J=7.7 Hz, 1H, ArH), 6.47 (t, J = 74 Hz,

1H, OCHF2), 5.30 (d, J = 10.9 Hz, 1H, CH), 3.10 (m, 1H, CH), 1.22 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3),
0.86 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3).1*F RMN (470 MHz, DMSO-d6) & -80.8. 1*C RMN (100 MHz,
CDCI3): 5 167.6, 163.7, 152.1, 151.8, 139.4, 138.6, 136.0, 130.1, 128.8, 124.0, 116.8, 116.0 (t

J=259 Hz), 115.4, 115.1, 114.2, 111.3, 64.8, 27.0, 21.0, 19.2. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M
+ H]" Calculée C2oH20F2N304 * 404.14164, Trouvée 404.14162. Pureté HPLC : 96.3%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-isopropoxyphényl)-3-
méthylbutanamide (28aad)

Couplage peptidiqgue méthode D, rdt (4 étapes) 27 % (44.0
Q H Y mg), solide incolore, *H RMN (300 MHz, CDCI3) : § 10.19

N N O (s, 1H, NH), 8.79 (s, 1H, NH), 8.12 (dd J=8.1 et 1.1Hz, 1H,

Ao \©/ ArH), 7.60 (dddd J = 8.3, 1.1 et 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.29 (m,

N © 2H, ArH), 7.24 (t J = 8.1 Hz, 2H, ArH), 6.99 (dd J=8.2 et

1Hz, 1H, ArH), 6.60 (dd J = 8.1 et 1.1 Hz, 1H, ArH), 5.30

(d, J = 10.9 Hz, 1H, CH), 4.51 (sept, J = 6Hz, 1H, OCH), 3.12 (m, 1H, CH),1.30 (d, J = 6 Hz,
6H, 2 CH3), 1.22 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3), 0.87 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3).2*C RMN (75 MHz,
CDCI3) : 6 167.1, 163.5, 158.4, 152.0, 139.0, 138.4, 135.8, 129.6, 128.7, 123.8, 115.3, 114.1,

112.0, 112.0, 107.7, 69.9, 64.7, 26.8, 22.0, 22.0, 20.9, 19.1. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M +
H]* Calculée C2oH21FN3O4 ™ 387.15415, Trouvée 387.15393. Pureté HPLC : 99.0%
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2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-éthoxyphényl)-3-
meéthylbutanamide(28aae)

Couplage peptidique méthode D, rdt (4 étapes) 15 % (28.0

0 H ( mg), solide incolore, *H RMN (400 MHz, CDCls) : 10.49 (s,

N N O  1H, NH), 8.86 (s, 1H, NH), 8.08 (d, J = 7.8Hz, 1H, ArH),

Ao \©/ 7.57 (t, = 7.5Hz, 1H, ArH), 7,20 (m, 4H, ArH), 6.98 (d, J =

H O 7.5 Hz, 1H, ArH), 6.59 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH),5.30 (d, J =

10.8 Hz, 1H, CH), 3.96 (g, J = 6.5 Hz, 2H, OCH>), 3.10 (m,

1H, CH), 1.36 (t, J = 7 Hz, 3H, CH3), 1.23 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3), 0.87 (d, J = 6.6 Hz, 3H,
CH3).2*C RMN (100 MHz, CDCls3) : § 167.4, 163.7, 159.6, 152.2, 139.1, 138.7, 135.9, 129.7,
128.7, 123.9, 1155, 114.2, 112.2, 110.9, 106.4, 64.6, 63.6, 26.9, 21.1, 19.2, 14.9. HRMS

(ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C21H2aN3O4 * 382.17613, Trouvée 382.17546. Pureté
HPLC : 97.8%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-méthyl-N-(3-
(trifluorométhoxy)phényl)butanamide (28aaf)

e F ¢ Couplage peptidique méthode D, rdt (4 étapes) 13 % (22.0

0 \/Q(H " mg), solide incolore, *H RMN (300 MHz, CDCl3) : 10.43 (s,

N N O  1H,NH), 9.11 (s, 1H, NH), 8.08 (d, J = 7.9Hz, 1H, ArH), 7.59
(:fk)% J \©/ (d, J=8.7 Hz, 2H, ArH), 7.38 (d, J = 7.9 Hz, 1H, ArH), 7.27
N70 (d, J=7.1Hz, 1H, ArH), 7.21 (d, J = 7.2 Hz, 1H, ArH), 7.15

H (d, J=7.6 Hz, 1H, ArH), 6.90 (d, J = 6.9 Hz, 1H, ArH), 5.31

(d, J =10.7 Hz, 1H, CH), 3.10 (m, 1H, CH), 1.20 (d J = 6.3 Hz, 3H, CH3), 0.85 (d J = 6.3 Hz,
3H, CH3).2F RMN (470 MHz, CDCls) § -57.7 13C RMN (75 MHz, CDCls) : 167.6, 163.7,
152.0, 149.4, 139.2, 138.5, 135.9, 129.9, 128.5, 123.9, 120.3(q, J = 257 Hz), 118.1, 116.3,

115.3, 114.0, 112.9, 64.5, 26.7, 20.8, 19.0. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée
CaoH10FsN304 * 422.13222, Trouvée 422.13161. Pureté HPLC : 92.2%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-fluorophényl)-3-méthylbutanamide
(28aag)

o Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 10 % (6.3 mg),
X(“ = solide incolore, 'H RMN (500 MHz, CDCls) : 9.00 (s, 1H, NH),

N 8.13 (d, J=7.9 Hz, 1H, ArH), 7.63 (ddt, J = 8.8, 7.5 et 1.5 Hz,
(:f:AO o) \©/ 1H, ArH), 7.52 (dt, J = 10.9 et 2.0 Hz, 1H, ArH), 7,18 (m, 4H ,
H ArH), 6.76 (td, J = 8,2 et 2.0 Hz, 1H, ArH), 5.29 (d, J=11.0 Hz,

1H, CH), 3.11 (m, 1H, CH), 1.21 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3), 0.87

(d, J = 6.7 Hz, 3H, CHs). *®F RMN (470 MHz, CDCls) § - 111.5. **C RMN (125 MHz, CDCI3)
:167.4, 163.7, 163.1 (d, J = 244.4 Hz), 151.9, 139.6 (d, J = 11.0 Hz), 138.5, 136.0, 130.1 (d, J
= 9.2 Hz), 129.0, 124.1, 115.4 (d, J = 2.5 HZz), 115.3, 114.3, 111.2 (d, J = 21.3 Hz), 107.6 (d, J

= 26.2 Hz), 65.1, 26.9, 20.9, 19.2. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C1gH19FN303
+ 356.1405, Trouvée 356.14029. Pureté HPLC : 98.6%
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N-(3-chlorophényl)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-méthylbutanamide
(28aah)

0 Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 27 % (41.7 mg),
I(H ¢y solide incolore, "H RMN (500 MHz, CDCls) : 8.98 (s, 1H,

N NH), 8.68 (s, 1H, NH), 8.17 (d, J = 7.9 Hz, 1H, ArH), 7.65 (m,
(:ﬁ:ko 0 \©/ 2H, ArH), 7.40 (d, J = 7.9 Hz, 1H, ArH), 7,30 (d, J=7.9 Hz,
H 1H, ArH), 7,21 (t, J = 8,1 Hz, 1H, ArH), 7,06 (m, 2H, ArH),

5.30 (d, J=11.1 Hz, 1H, CH), 3.12 (m, 1H, CH), 1.21 (d, J=6.5

Hz, 3H, CHa), 0.88 (d, J=6.5 Hz, 3H, CH3). *C RMN (125 MHz, CDCls) : 167.55, 163.71,
152.10, 139.12, 138.57, 136.04, 134.68, 130.01, 128.82, 124.44, 124.06, 120.25, 118.14,
115.42, 114.22, 64.74, 26.90, 20.97, 19.22. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée

C19H19CIN3O3z * 372.11095 et 374.10872, Trouvée 372.1103 et 374.10861. Pureté HPLC :
96.3%

N-(3,5-difluorophényl)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-
méthylbutanamide(28aai)

Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 43 % (63.9

O H mg), solide incolore, *H RMN (500 MHz, DMSO-d6) : 11.55

N N F (s, 1H, NH), 9.83 (s, 1H, NH), 7.95 (dd, J = 8.0 et 1.0 Hz,

/§ o \©/ 1H, ArH),7.70 (ddd, J = 8.6, 7.4 et 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.31

H O (m, 2H, ArH), 7,23 (m, 2H, ArH),6.76 (tt, J = 9.2 et 2.3 Hz,

F 1H, ArH), 5.04 (d, J=8.9 Hz, 1H, CH), 2.70 (m, 1H, CH),

1.14 (d, J=6.7 Hz, 3H, CHs), 0.67 (d, J=6.7 Hz, 3H, CH3).2®F RMN (470 MHz, DMSO-d6) §
-109.9 13C RMN (125 MHz, DMSO-d6) : 168.0, 162.3, 162.2 (dd, J = 242.7 et 15.1 Hz), 162.2
(dd, J=242.7 et 15.1 Hz),150.2, 141.7 (t, J = 13.7 Hz), 139.6, 135.3, 127.7, 122.7,115.3, 113.8,
102.7 (dd, J =22.4 et 7.1 Hz), 102.7 (dd, J = 22.4 et 7.1 Hz)), 98.2 (t, J = 26.1 Hz), 58.8, 26.6,

22.3, 18.4. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C19H1sF2N303* 374.13107, Trouvée
374.13116. Pureté HPLC : 98.7%

N-(3,4-difluorophényl)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-
méthylbutanamide (28aaj)

o Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 40 % (56.8 mg),
\/;(H £ solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : 9.87 (sl, 1H,
(:ﬁLN \@ NH), 9.04 (sl, 1H, NH), 8.12 (dt, J = 8.0 et 1.4 Hz, 1H,
Nko @ = ArH),7.64 (m, 2H, ArH), 7.26 (dt, J = 7.5 et 1.0 Hz, 1H, ArH),

H 7,07 (m, 3H, ArH), 5.29 (d, J=11.0 Hz, 1H, CH), 3.09 (m, 1H,

CH), 1.19(d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3), 0.86 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3).2°F RMN (470 MHz, CDCls) &
- 135.8 (d, J = 20.8 Hz), -142.7 (d, J = 20.8 Hz). *C RMN (125 MHz, CDCls) : 167.4, 163.7,
152.0, 150.2 (dd, J = 247.1 et 13.3 Hz), 147.1 (dd, J = 245.5 et 13.3 Hz), 138.5, 136.1, 134.5
(dd, J=9.17 et 3.3Hz), 128.9, 124.1, 117.2 (d, J = 18.5 Hz), 115.3, 114.2, 115.7 (dd, J = 5.1 et

3.1 Hz), 109.9 (d, J = 22.1 Hz), 65.0, 26.9, 20.9, 19.2. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]*
Calculée C19H18F2N303* 374.13107, Trouvée 374.12978. Pureté HPLC : 99.1%
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N-(3-chloro-5-fluorophényl)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-
méthylbutanamide (28aak)

Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 40 % (64.7 mg),

Q H solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCI3) : & 9.93 (s, 1H,

Nj;("‘ Cl' NH), 9.15 (sl, 1H, NH), 8.10 (d, J = 8.03 Hz, 1H, ArH), 7.64

Ao \©/ (t,J=7.7 Hz, 1H, ArH), 7.38 (dt, J = 10.5 et 2.0 Hz, 1H, ArH),

N O 7.27 (m, 2H, ArH), 7.12 (d, J = 8.2 Hz, 1H, ArH), 6.77 (dt, J =

F 8.2 et 2.0 Hz, 1H, ArH), 5.29 (d, J = 10.9 Hz, 1H, CH), 3.09

(m, 1H, CH), 1.19 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3), 0.86 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3).*°*F RMN (470 MHz,

DMSO-d6) & -109.8. 3C RMN (125 MHz, CDCI3) : 167.6, 163.8, 162.9 (d, J = 247.4 Hz),

151.2, 140.0 (d, J = 12.1 Hz), 138.5, 139.2, 135.2 (d, J = 12.5 Hz), 128.9, 124.2, 115.7 (d, J =

2.7 Hz),115.3, 114.2, 111.9 (d, J = 25.2 Hz), 105.9 (d, J = 26.2 Hz), 65.1, 26.9, 20.8,

19.2.HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C19H1sCIFN303 * 390.10152 et 392.09857
, Trouvée 390,10173 et 392,09936. Pureté HPLC : 98.8%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-méthyl-N-(3-
(trifluorométhyl)phényl)butanamide (28aal)

0 ’ F Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 44 % (35.0

N F mg), solide incolore, *H RMN (400 MHz, CDCI3) : § 10.14

N F' (s, 1H, -NH-), 9.06 (s, 1H, -NH-), 8.04 (m, 1H, ArH), 7.78 (s,

N*o 0 1H, ArH), 7.64 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.53 (t, J = 7.2 Hz,

H 1H, ArH), 7.31 (m, 1H, ArH), 7.31 (d, J = 7.7 Hz, 1H, ArH),

7.16 (m, 1H, ArH), 7.05 (d, J = 8.1 Hz, 1H, ArH), 5.25 (d, J = 10.9 Hz, 1H, CH), 3.04 (m, 1H, CH),
1.12 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CHs), 0.80 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CHs). 1°F RMN (470 MHz, CDCls) : -
62.73.1°C RMN (100 MHz, CDCI3) : § 167.8, 163.7, 152.1, 138.6, 138.6, 136.1, 131.4 (q, J =
32.4 Hz), 129.6, 128.8, 124.1, 123.9 (q, J = 278.5 Hz), 123.2, 121.0, 116.9, 115.4, 114.2, 64.8, 26.9,

21.0, 19.2. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée C2H19F3N303 " 406.1373, Trouvée
406.13702. Pureté HPLC : 98.8%

N-(3-(difluorométhyl)phényl)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-
méthylbutanamide(28aam)

0 F Couplag(_e peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 24 % (35.0

H mg), solide incolore, *H RMN (400 MHz, CDCI3) : &

(:fkr\l\/g( ﬁF 10,48 (s, 1H, NH), 9,11(s, 1H, NH), 8,08 (t, 1H, ArH), 7,75

NJ%O O (s, 1H, ArH), 7,61 (d, J = 8,2 Hz, 1H, ArH), 7,57 (m, 1H,

H ArH), 7,33 (t, J =79 Hz et J = 7,9 Hz, 1H, ArH), 7,20 (m,

2H, ArH), 7,12 (d, J = 8,1 Hz, 1H, ArH), 6,55 (t, J = 56,5 Hz, 1H, CHF2), 5,33 (d, J = 10,7 Hz, 1H,

CH), 3,11 (m, 1H, CH), 1,21 (d, J = 6,5 Hz, 3H, CH3), 0,85 (d, J = 6,5 Hz, 3H, CH3).2°F RMN (470

MHz, CDCls) : & -110.74. *3C RMN (100 MHz, CDCI3) : § 167.8 , 163.75 , 152.18 , 138.67 ,

138.42 ,135.95, 135.23 (t, J = 22 Hz) , 129.49 , 128.68 , 123.95 , 122.30, 121.32 (t, J = 6.0 Hz) ,

117.36 (t. J = 6.0 Hz) , 115.46 , 114.51 (t, J = 240.0 Hz) , 114.16 , 64.47 , 26.93 , 21.05 , 19.18.

HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C20H20F2N3Os* 388.14672, Trouvée 388.14635.
Pureté HPLC : 96.0%
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2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-méthyl-N-(3-
(méthylthio)phényl)butanamide (28aan)

Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 30 % (47.4 mg),

0 H | solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : : § 9.63 (s, 1H,

N N S NH), 8.83 (sl, 1H, NH), 8.15 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.64 (tt,

A6 \©/ J=1.3et8.0 Hz, 1H, ArH), 7.58 (t, J = 1.3, 1H, ArH), 7.25 (m,

H o 2H, ArH), 7.18 (t, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.10 (d, J = 8.0 Hz,

1H, ArH), 6.96 (dt, J = 1.3 et 8.0 Hz, 1H, ArH), 5.32 (d, J =

10.9 Hz, 1H, CH), 3.13 (m, 1H, CH), 2.45 (s, 3H, SCH3) 1.23 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3), 0.89
(d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3).23C RMN (125 MHz, CDCls) : § 167.3, 163.6, 151.9, 139.7, 138.5,
138.4,136.0,129.3,129.0,124.1,122.4,117.7,116.6, 115.2, 114.3, 65.0, 26.9, 21.0, 19.3, 15.8.

HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée C20H22N303S * 384.13764, Trouvée 384.13721.
Pureté HPLC : 99.7%

N-(3-((difluorométhyl)thio)phényl)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-
méthylbutanamide (28aao)

Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 5 % (8.3 mg),
solide incolore, *H RMN (400 MHz, CDCI3) : § 10.27 (sl,

F_F

e oo T
,\I(N S 1H,NH), 9.03 (sl, 1H, NH), 8,10 (d, J=7,8 Hz, 1H, ArH), 7,77
PR \©/ (s, 1H, ArH), 7,60 (m, 2H, ArH), 7,25 (m, 3H, ArH), 7,13 (d,
N0 J=8,2Hz, 1H, ArH), 6,78 (t, J = 57,2 Hz, 1H, CHF?2), 5,31 (d,
H J= 10,8 Hz, 1H, CH), 3,11 (m, 1H, CH), 1,21 (d, J = 6,5 Hz,
3H, CHs), 0,86 (d, J = 6,5 Hz, 3H, CHs). ®F RMN (470 MHz, CDCls) : § — 92.27 3C RMN (100
MHz, CDCI3) : 6 167.68, 163.73, 152.14, 138.82, 138.61, 136.04, 130.88, 129.90, 128.79,
126.95, 126.34, 124.03, 121.48, 121.12 (t, J = 275 Hz), 115.43, 114.20, 64.61, 26.91, 21.02,
19.20.HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C2oH20F2N303S * 420.1188, Trouvée

420.11832. Pureté HPLC : 97.7%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-méthyl-N-(m-tolyl)butanamide (28aap)
Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 25 % (36.4 mg),

i I{H solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : § 10.27 (sl, 1H,

N NH), 8.77 (sl, 1H, NH), 8.12 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.60 (tt,
(:f:ko 0 \©/ J=19et7.7 Hz, 1H, ArH), 7.40 (s, 1H, ArH), 7.32 (d, ] = 8.0
H Hz, 1H, ArH), 7.24 (m, 2H, ArH), 7.15 (t, J = 8.0 Hz, 1H, ArH),

6.88 (d, J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 5.31 (d, J = 10.8 Hz, 1H, CH),

3.13 (m, 1H, CH), 2.28 (s, 3H, CH3) 1.23 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CHa), 0.87 (d, J = 6.6 Hz, 3H,
CH3).1*C RMN (125 MHz, CDCl3) : § 167.6, 163.9, 152.4, 139.2, 138.9, 138.1, 136.2, 129.1,

129.0, 125.5,124.2,121.0,117.5,115.7, 114.5, 65.0,22.2, 21.8, 21.3, 19.5. HRMS (ESI-QTof)
:m/z : [M + H]" Calculée C2H22N303 " 352.16557, Trouvée 352.16539. Pureté HPLC : 96.2%
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2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-méthyl-N-(3-(pentafluoro-°-
sulfanyl)phényl)butanamide (28aaq)

0 F
I}/H F\é:F Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 22 % (37.0
/’L £ F mg), solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : § 9.52
N Yo © (s, 1H, -NH-), 9.08 (s, 1H, -NH-), 8.07 (d, J=7.1 Hz, 1H,
H ArH), 7.90 (s, 1H, ArH), 7.66 (d, J = 6.8 Hz, 1H, ArH), 7.57
(s, 1H, HAr), 7.37 (s, 1H, ArH), 7.27 (d, J = 7.7 Hz, 1H, HAr), 7.19 (m, 1H, ArH), 7.03 (d, J =
7.6 Hz, 1H, ArH), 5.25 (d, J = 10,7 Hz, 1H, CH), 3.05 (m, 1H, CH), 1.14 (d, J = 5.2 Hz, 3H,
CHjs), 0.80 (d, J = 5.3 Hz, 3H, CH3). ®F RMN (470 MHz, CDCls) -84.2 (g, J = 150.0), -62.7 (d,
J =150.0), **C RMN (125 MHz, CDCls) : § 167.7, 163.7, 151.9, 138.4, 136.1, 134.9, 129.1,
128.1, 124.2, 123.1, 121.7, 117.8, 115.2, 114.3, 65.0, 26.9, 20.7, 19.01, (+1C quaternaire).

HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée C19H19FsN303S * 464.10618, Trouvée 464.1062.
Pureté HPLC >99.9%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-ethynylphényl)-3-méthylbutanamide
(28aar)

o Couplage peptidiqgue méthode F, rdt (4 étapes) 15 %
I(H Z (11.2mg), solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : §

N 9.71 (s, 1H, NH), 8.93 (s, 1H, NH), 8.16 (d, J=7.8Hz, 1H,
©%g o) ©/ ArH),7.70 (m, 2H, ArH), 7.68 (s, 1H, CH=C), 7.60 (d, J =
N O 7.9Hz, 1H, ArH) 7.27 (m, 3H, ArH), 7.13 (d, J = 8.1 Hz, 1H,

ArH), 5.32 (d, J = 10.9 Hz, 1H, CH), 3.13 (m, 1H, CH), 1.23

(d, J = 6.5Hz, 3H, CH3), 0.89 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3).13C RMN (125 MHz, CDCl3) : 5 167.4,
163.7,151.9, 138.5, 138.0, 136.0, 129.1, 129.0, 128.1, 124.1, 123.5, 122.9, 120.7, 115.2, 114.3,

83.3, 77.5, 65.0, 26.9, 20.9, 19.3. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée C21H20N303 *
362.14992, Trouvée 362.14976. Pureté HPLC >99.9%

N-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-
3-méthylbutanamide (28aas)

0 ’ Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 22 % (34.3

N o mg), solide incolore, *H RMN (400 MHz, DMSOd6) : §

it \@ ><F 11,55 (s, 1H, NH), 9,74 (s, 1H, NH), 7,96 (d, J = 7,6 Hz, 1H,

NIA\O o o F ArH), 7,69 (m, 2H, ArH), 7,30 (d, J = 8,6 Hz, 1H, ArH),

H 7,23(m, 3H, ArH), 5,30 (d, J = 8,6 Hz, 1H, CH), 2,72 (m, 1H,

CH), 1,15 (d, J=6,4 Hz, 3H, CH3), 0,68 (d, J =7,0 Hz, CHz).°F RMN (470 MHz, CDCls) & — 49.2.
13C RMN (125 MHz, CDCI3) : 167.7, 162.3, 150.2, 142.4, 139.7, 138.3, 135.7, 131.3, 127.7,

122.6, 115.9, 115.2, 113.9, 109.7, 103.2, 58.8, 26.5, 22.4, 18.5. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M
+ H]* Calculée C2oH1sF2N30s5 * 418.12090, Trouvée 418.12039. Pureté HPLC : 99.5%
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2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-isopropylphényl)-3-
méthylbutanamide (28aat)

Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 30 % (28.2

(0]
H mg), solide incolore, *H RMN (500 MHz, DMSO-d6) : 11.49
N (s, 1H, NH), 9.50 (s, 1H, NH), 7.94 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH),
NIA\O o] 7.68 (ddd, J = 8.5, 7.8 et 1.4 Hz, 1H, ArH), 7,37 (d, 7.8 Hz,
H

1H, ArH), 7.34 (t, J = 1.4 Hz, 1H, ArH), 7,21 (m, 2H, ArH),

7,16 (t, J = 7.8 1H, ArH), 6.90 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH),5.01
(t, J = 9.0 Hz, 1H, CH), 2.80 (m, 1H, CH), 2.74 (m, 1H, CH), 1.17 (d, J = 2.2 Hz, 3H, 3 CH3),
1.15(d, J =2.2 Hz, 3H, 3 CH3), 1.14 (d, J = 6.8 Hz, 3H, 3 CH3), 0.67 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3).
13C RMN (125 MHz, CDCI3) : 167.8, 162.4, 150.4, 148.6, 139.0, 135.1, 128.2, 128.2, 127.7,
122.4, 121.2, 118.4, 118.2, 115.3, 114.0, 59.0, 33.5, 26.5, 23.9, 23.9, 22.5, 18.5. HRMS
(ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C22H26N3O3 * 380.19687, Trouvée 380.19667. Pureté
HPLC : 95.1%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-fluoro-5-méthoxyphényl)-3-
méthylbutanamide (28aau)

Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 42 % (66 mg),
Q H | solide incolore, H RMN (400 MHz, CDCI3) : & 10.26 (s,

N N O 1H,NH), 8.96(sl, 1H, NH), 8.09 (m, 1H, HAr), 7.60 (t, J =7.4

Ao \©/ Hz, 1H, ArH), 7.22 (m, 1H, ArH), 7.12 (d, J = 8.2Hz, 1H, ArH),

N © 6.92 (m, 2H, HAr), 6.31 (dt, J = 10.4 et 2.1 Hz, 1H, ArH), 5.28

F (d, J = 11.3 Hz, 1H, CH), 3.72 (s, 3H, OCHjs), 3.08 (m, 1H,

CH), 1.20 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CHs), 0.85 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CHs). *°F RMN (470 MHz, DMSO-
d6) 5 -110.8. *C RMN (100 MHz, CDCI3) : § 168.0, 163.7 (d, J = 240.7 Hz), 163.2, 161.2 (d,
J =13.0 Hz), 152.1, 139.9 (d, J = 13.7 Hz), 138.7, 136.0, 128.2, 124.0, 115.4, 114.2, 101.4,

99.8 (d, J = 26.6 Hz), 97.9 (d, J = 25.2 Hz), 64.7, 55.7, 26.9, 21.0, 19.2. HRMS (ESI-QTof) :
m/z : [M + H]" Calculée C20H21FN30O4* 387.15415, Trouvée 387.15393. Pureté HPLC : 99.4%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(4-fluoro-3-méthoxyphényl)-3-
méthylbutanamide (28aav)

Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 27 % (41.7 mg),
Q H | solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : § 10.27 (sl, 1H,

N N O NH), 8.91 (sl, 1H, NH), 8.11 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.60 (it,

Ao \@ J=15et7.7Hz, 1H, ArH), 7.54 (d, J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.24

N © F(tt,J=15et 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.13 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH),

6.94 (dd, J = 9.0 et 10.6 Hz), 6.82 (dt, J = 3.0 et 8.5 Hz, 1H,

ArH), 5.30 (d, J = 10.9 Hz, 1H, CH), 3.84 (s, 3H, OCHs), 3.11 (m, 1H, CH), 1.23 (d, J = 6.6
Hz, 3H, CHs), 0.87 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CHs). 1°F RMN (470 MHz, CDClI3) & - 139.8. 3C RMN
(125 MHz, CDCI3) : 167.4, 163.7, 152.2, 149.2 (d, J = 242.9 Hz), 147.7 (d, J = 11.1 Hz), 138.6,
135.9, 134.4 (d, J = 2.8 Hz), 128.8, 124.0, 115.8 (d, J = 19.3 Hz), 115.4, 114.2, 111.8 (d, J =

6.5 Hz), 106.3, 64.8, 56.3, 26.9, 21.0, 19.2. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée
C20H21FN304 * 386.15106, Trouvée 386.1506. Pureté HPLC : 98.8%
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2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(2-fluoro-3-méthoxyphényl)-3-
méthylbutanamide (28aaw)

O n F | Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 35 % (54.4 mg),

N N O solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : & 10.57 (sl, 1H,

K S NH), 8.89 (sl, 1H, NH), 8.15 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.85 {t,

N~ o J=7.0Hz, 1H, ArH), 7.61 (td, J = 1.2 et 7.8 Hz, 1H, ArH),

H 7.25 (t, J = 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.14 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH),

6.97 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 6.85 (t, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 5.38 (d, J = 10.7 Hz, 1H, CH),
3.81 (s, 3H, OCHs3), 3.14 (m, 1H, CH), 1.26 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CHz), 0.89 (d, J = 6.5 Hz, 3H,
CHs). *°F RMN (470 MHz, CDCl3) 6§ - 152.3. 3C RMN (125 MHz, CDCI3) : 167.5, 163.2,
152.5, 147.4 (d, J = 8.8 Hz), 143.0 (d, J = 243.2 Hz), 138.6, 135.9, 128.8, 127.2 (d, J = 7.8 Hz),
124.0, 123.9 (d, J = 5.0 Hz), 115.5, 114.2, 114.1, 108.7, 64.3, 56.4, 27.0, 21.1, 19.3. HRMS

(ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée C20H21FN30O4 * 386.15106, Trouvée 386.15088. Pureté
HPLC : 99.6%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(2-fluoro-5-méthoxyphényl)-3-
méthylbutanamide (28aax)

o) ji’(H | Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 25 % (39.2 mg),

N o solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : § 10.51 (sl, 1H,

@i D/ NH), 8.99 (s, 1H, NH), 8.17 (dd, J = 0.8 et 7.7 Hz, 1H, ArH),
N0 © E 8.02 (dd, J = 3.0 et 6.8 Hz, 1H, ArH), 7.63 (td, J = 1.4 et 7.7

H Hz, 1H, ArH), 7.27 (td, J = 0.8 et 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.15 (d, J

= 8.0 Hz, 1H, ArH), 6.93 (dd, J = 9.0 et 10.5 Hz, 1H, ArH), 6.52 (dt, J = 3.0 et 9.0 Hz, 1H,
ArH), 5.37 (d, J = 10.9, 1H, CH), 3.75 (s, 3H, OCHs), 3.15 (m, 1H, CH), 1.26 (d, J = 6.5 Hz,
3H, CHa), 0.91 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CHs). °F RMN (470 MHz, CDCls) § -140.85. *C RMN
(125 MHz, CDCI3) : 167.4, 163.2, 156.0 (d, J = 1.8 Hz), 152.6, 147.0 (d, J = 236.1 Hz), 138.6,
135.9, 129.0, 126.8 (d, J = 11.5 Hz), 124.1, 115.5, 115.1, 114.9, 114.3, 109.9 (d, J = 7.4 Hz),

106.6, 64.6, 27.0, 21.1, 19.3. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée Cz0H21FN3O4 *
386.15106, Trouvee 386.15059. Pureté HPLC : 99.2%

N-(3,5-diméthoxyphényl)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-
méthylbutanamide (28aay)

o Couplage peptidique méthode D, rdt (4 étapes) 37 % (59 mg),
j;(“ & solide incolore, "H RMN (500 MHz, CDCI3) : & 9.53 (s, 1H,
dN ArH), 8.73 (s, 1H, ArH), 7.99 (m, 1H ArH), 7.11 (m, 1H, ArH),
Nko o 7.02 (dd, J = 8.1 et 2.7 Hz, 1H, ArH), 6.68 (s, 2H, ArH), 6.08

H 5 (s, 2H, ArH), 5.19 (d, J = 10.5 Hz, 1H, CH), 3.60 (s, 6H,

-~ OCHs), 2.99 (m, 1H, CH), 1.12 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3), 0.75

(d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3).*C RMN (125 MHz, CDCI3) : § 167.5, 163.6, 161.1, 152.1, 139.7,
138.7, 135.9, 128.7, 123.9, 115.5, 114.2, 98.4, 97.0, 64.6, 55.5, 55.5, 26.9, 21.1, 19.2. HRMS

(ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C21H24N30s * 398.17105, Trouvée 398.17101. Pureté
HPLC : 97.6%
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2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(2-méthoxypyridin-4-yl)-3-
méthylbutanamide (28aaz)

Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 16 % (24 mg),

O H | solide incolore, 'H RMN (500 MHz, CDCls) : 9.48 (s, 1H,-
N N C NH-),9.11 (s, 1H, NH), 8.16 (d, J=7.9Hz, 1H, ArH), 8.02 (d,
Ao U J=5.7 Hz, 1H, ArH), 7.67 (m, 1H, ArH), 7.28 (m, 1H, ArH),

N (0]

H

7.11 (d, J=8.2Hz, 1H, ArH), 7.06 (d, J=1.6 Hz, 1H, ArH), 7.01

(dd, J=5.8 et 1.8Hz, 1H, ArH), 5.30 (d, J=11.0 Hz, 1H, CH),
3.90 (s, 3H, OCHg), 3.11 (m, 1H, CH), 1.21 (d, J=6.6 Hz, 3H, CHz3), 0.89 (d, J=6.6 Hz, 3H,
CH3).1*C RMN (125 MHz, CDCls) : § 168.0, 166.6, 163.7, 152.0, 147.7, 147.3, 138.6, 136.0,
128.8, 124.1, 115.4, 114.1, 108.6, 100.0, 64.6, 53.7, 26.8, 20.9, 19.1. HRMS (ESI-QTof) : m/z
: [M + H]" Calculée C19H21N4O4 * 369.15573, Trouvée 369.1562. Pureté HPLC >99.9%

N-(2-chloropyridin-4-yl)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-
méthylbutanamide (28aaa’)

o Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 23 % (35.5 mg),
H ¢, Solide incolore, 'H RMN (500 MHz, CDCls) : § 10.00 (s, 1H,

dN \@( NH), 9.43 (sl, 1H, NH), 8.18 (d, J = 5.8Hz, 1H, ArH), 8.10 (d,
Nko 0 _N  J=7.7Hz, 1H, ArH), 7.65 (ddd, J = 8.3, 7.7 et 1.4 Hz, 1H,

N ArH), 7.63(d, J = 1.8 Hz, 1H, ArH), 7.35 (dd, J = 5.8 et 1.8Hz,

1H, ArH), 7.26 (m, 1H, ArH), 7.12(d, J = 8.3Hz, 1H, ArH),

5.29 (d, J=10.6Hz, 1H, CH), 3.07 (m, 1H, CH), 1.19 (d, J = 6.6Hz, 3H, CH3), 0.85(d, J = 6.6Hz,
3H, CH3). ®*C RMN (125 MHz, CDCls) : 168.2, 163.7, 152.4, 151.9, 150.2, 147.2, 138.5, 136.3,
128.9, 124.3, 115.3, 114.1, 113.9, 113.0, 64.8, 26.8, 20.8, 19.1. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M

+ H]" Calculée C1gH1sCIN4O3 * 373.10619 et 375.10324 , Trouvée 373.10636 et 375.10362.
Pureté HPLC >100%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(6-méthoxypyrazine-2-yl)-3-
méthylbutanamide (28aab’)

Couplage peptidique méthode D, rdt (4 étapes) 16 % (28 mg),
solide incolore, *tH RMN (500 MHz, CDCls) : § 10.55 (s, 1H,
NH), 9.06 (s, 1H, NH), 8.78 (s, 1H, ArH), 8.13 (d, J = 7.3Hz,
1H, ArH), 7.93 (s, 1H, ArH), 7.62 (m, 1H, ArH), 7,24 (t, J =
7.3Hz, 1H, ArH), 7.14 (d, J = 8.1Hz, 1H, ArH), 5.35 (d, J =
10.3Hz, 1H, CH), 3.81 (s, 3H, OCH3), 3.10 (m, 1H, CH),1.24 (d, J = 6.5Hz, 3H, CH3), 0.86 (d,
J=6.8Hz, 3H, CH3).2*C RMN (125 MHz, CDCls) : § 167.2, 163.1, 158.1, 151.9, 144.9, 138.5,
135.7,129.8,128.7,127.1,123.9, 115.3, 114.0, 63.0, 53.7, 26.6, 21.1, 18.9. HRMS (ESI-QTof)
:m/z : [M + H]" Calculée C1sH20Ns04 " 370.15098, Trouvée 370.15123. Pureté HPLC : 98.7%
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2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(2-méthoxypyrimidin-4-yl)-3-
méthylbutanamide (28aac’)

Couplage peptidique méthode E, rdt (4 étapes) 40 % (35,6 mg),

O H | solide incolore,
N N (0]
dN \U 'H RMN (500 MHz, CDCl5) : §9.78 (sl, 1H, NH), 9.35 (sl, 1H,
/§ 0] N
|l:l| @]

NH), 8.12 (dd, J = 8.0 et 1.0 Hz, 1H, ArH), 7.89 (d, J = 5.7 Hz,

1H, ArH), 8.39 (d, J =5.7 Hz, 1H, ArH),7.62 (ddd, J = 8.9, 7.0
et 1.3 Hz, 1H, ArH), 7.24 (ddd, J = 8.9, 7.0 et 0.8 Hz, 1H, ArH), 7.17 (d, J = 8.4 Hz, 1H, ArH),
5.29 (d, J = 10.0 Hz, 1H, CH), 3.08 (m, 1H, CH), 3.97 (s, 3H, OCH3), 1.23 (d, J = 6.7 Hz, 3H,
CHs), 0.87 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3).3C RMN (125 MHz, CDCls) : § 168.6, 165.0, 160.5, 151.7,
138.6,135.8,129.1, 123.9, 115.2, 114.3, 104.8, 62.8, 54.9, 26.6, 21.4, 18.9. HRMS (ESI-QTof)
:m/z : [M + H]" Calculée C18H20N504 ™ 370.15098, Trouvée 370.15095. Pureté HPLC >99.9%

N-(5-chloropyridin-3-yl)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-
méthylbutanamide (28aad’)

o) ji'("' Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 14 % (21 mg),

N ci solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : § 11.57 (sl, 1H,

@l \(j/ NH), 9.90 (sl, 1H, NH), 8.62 (d, J = 1.5 Hz, 1H, ArH), 8.29 (d,
N Y © N J=15Hz, 1H, ArH), 8.14 (t, J = 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.96 (d, J

H = 7.4 Hz, 1H, ArH), 7.70 (t, J = 7.4 Hz, 1H, ArH), 7.24 (m,

2H, ArH), 5.09 (d, J = 8.7 Hz, 1H, CH), 2.71 (m, 1H, CH), 1.16 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3), 0.69
(d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3).*C RMN (125 MHz, CDCls) : 168.4, 162.4, 150.2, 142.2, 139.7,
139.6, 136.7, 135.4, 130.4, 127.8, 126.3, 122.7, 115.2, 113.8, 58.7, 26.6, 22.3, 18.4. HRMS

(ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée CisH1sCIN4Os * 373.10619 et 375.10392, Trouvée
373.10535 et 375.10324. Pureté HPLC : 99.6%

N-(4-chloropyridin-2-yl)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-
méthylbutanamide (28aae’)

o Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 22 % (31.2 mg),
H ¢, Solide incolore, 'H RMN (500 MHz, CDCls) : § 10.83 (s, 1H,

dj\N @ NH), 9.59 (sl, 1H, NH), 8.36 (d, J = 1.4 Hz, 1H, ArH), 8.10
Nko 0O N~ (m, 2H, ArH), 7.60 (td, J = 1.4 et 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.21 (td, J

H =0.8et 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.10 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.02

(dd, J = 1.8 et 5.5 Hz, 1H, ArH), 5.32 (d, J = 9.2 Hz, 1H, CH),

3.09 (m, 1H, CH), 1.26 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3), 0.86 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3).13C RMN (125
MHz, CDCIs) : 6 168.4, 163.0, 152.6, 152.3, 148.0, 146.3, 138.7, 135.8, 130.0 123.8, 120.4,
115.3, 115.1, 114.3, 62.9, 26.8, 21.5, 19.0. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée

C18H18CIN4O3z * 373.10619 et 375.10392, Trouvée 373.10606 et 375.10332. Pureté HPLC :
99.5%
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3H, CH3).23C RMN (125 MHz, CD2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(4-
méthoxypyridin-2-yl)-3-méthylbutanamide(28aaf”)

o | Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 13 % (19 mg),
X(H o solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) :11.51 (sl, 1H,

N Tﬁ/ NH), 9.69 (sl, 1H, NH), 8.08 (dd, J =8.0 et 1.4 Hz, 1H, ArH),

Nko O N~z 8.02 (d, J = 6.0 Hz, 1H, ArH), 7.95 (d, J = 2.3 Hz, 1H, ArH),

H 7.53 (dd, J=8.0 et 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.16 (t, J = 8.0 Hz, 1H,

ArH), 7.04 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 6.59 (d, J = 6.0 Hz, 1H, ArH), 5.29 (d, J = 9.5 Hz, 1H,
CH), 3.88 (s, 3H, OCH3), 3.12 (m, 1H, CH), 1.25 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CHz), 0.86 (d, J = 6.5 Hz,
Cl3): 5 168.6,167.9,162.9, 153.6, 152.5, 148.0, 139.0, 135.5, 128.9, 123.4,115.0, 114.5, 108.3,

99.4, 62.9, 55.6, 26.7, 21.5, 19.0. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C1H21N4O4 *
369.15573, Trouvée 369.15697. Pureté HPLC : 98.7%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(5-méthoxypyridin-3-yl)-3-
méthylbutanamide (28aag’)

0 | Coypla_ge peptidique méthode A, rdt (4 étapes) 8 % (27.3 mg),

H o Ssolide incolore, 'H RMN (400 MHz, CDCls) :11.82 (sl, 1H,

@N m NH), 10.14 (sl, 1H, NH), 8.28 (s, 1H, ArH), 8.20 (s, 1H, ArH),
Nko 0 N7 8.12 (d, J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 8.02 (s, 1H, ArH), 7.60 (t, J =

H 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.22 (t, J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.13 (d, J =

7.7 Hz, 1H, ArH), 5.39 (d, J = 10.4 Hz, 1H, CH), 3.86 (s, 3H, OCH3), 3.13 (m, 1H, CH), 1.20
(d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3), 0.88 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3).3C RMN (125 MHz, CDCls) : & 168.8,
163.2, 156.6, 152.7, 139.0, 136.7, 135.7, 132.3, 129.2, 123.8, 115.2, 114.2, 114.3, 112.0, 65.32,

55.9,27.3,20.7, 19.3. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C1gH21N4O4 * 369.15573,
Trouvée 369.15611. Pureté HPLC : 98.9%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(6-méthoxypyridin-2-yl)-3-
méthylbutanamide (28aah’)

Couplage peptidique méthode A, rdt (4 étapes) 24 % (35.6

Q H | mg), solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : § 10.36 (sl,

N N Nxpr©  1H, NH), 8.73 (sl, 1H, NH), 8.16 (dd, J = 1.0 et 8.0 Hz, 1H,

PN U ArH), 7.81 (d, = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.60 (td, J = 1.0 et 8.0 Hz,

N O 1H, ArH), 7.58 (t, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.24 (td, J = 0.5 et 8.0

Hz, 1H, ArH), 7.13 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 6.46 (dd, J = 0.5

et 8.0 Hz, 1H, ArH), 5.33 (d, J = 10.3 Hz, 1H, ArH), 3.81 (s, 3H, OCHs3), 3.12 (m, 1H, CH),

1.27 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3), 0.89 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3).13C RMN (100 MHz, CDCls) : &

167.4,163.1,163.0, 152.1, 149.3, 141.1, 138.7, 135.7, 129.0, 123.9, 115.4, 114.3, 106.3, 105.4,

63.2, 53.8, 26.7, 21.5, 19.1. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée CisH21N4O4 *
369.15573, Trouvée 369.15553. Pureté HPLC : 99.5%
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N-(2,6-diméthoxypyrimidin-4-yl)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-
méthylbutanamide (28aai’)

0 H | Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 15 % (24.6 mg),

N NN O solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : § 10.90 (sl, 1H,

/§ 5 | jN/ NH), 9.54 (sl, 1H, NH), 8.10 (dd, J = 0.8 et 8.0 Hz, 1H, ArH),

N~ o 7 7.59 (td, J = 1.2 et 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.34 (s, 1H, ArH), 7.22

H _0 (m, 2H, ArH), 7.29 (d, J = 10.0 Hz, 1H, CH), 3.96 (s, 3H,
OCHpa), 3.94 (s, 3H, OCHg), 3.10 (m, 1H, CH), 1.25(d, J = 6.5

Hz, 3H, CHa), 0.87 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3).*C RMN (125 MHz, CDCls) : § 173.5, 168.8,
164.5, 162.7, 159.7, 152.3, 138.9, 135.6, 128.8, 123.6, 115.5, 114.4, 89.0, 62.69, 54.7, 54.4,

26.6, 21.4, 18.9. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée Ci9H2NsOs * 400.16155,
Trouvée 400.16142. Pureté HPLC : 98.9%

N-(4,6-diméthoxypyrimidin-2-yl)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)-3-
méthylbutanamide (28aaj’)

o) I(H | Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 21 % (33.1 mg),

N_ _N_ _O solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : § 10.07 (sl, 1H,

@i S NH), 8.83 (sl, 1H, NH), 8.14 (dd, J = 1.3 et 8.0 Hz, 1H, ArH),

N Yo 0 NF 7.61 (td, J=1.5¢et 7.7 Hz1H, ArH), 7.24 (td, J = 0.9 et 7.7, 1H,

H o ArH), 7.14 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 5.74 (s, 1H, ArH), 5.33

d (d, J = 10.3 Hz, 1H, CH), 3.91 (s, 6H, OCH3), 3.10 (m, 1H,

CH), 1.28 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3), 0.87 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3). 3C RMN (125 MHz, CDCl3)

:5172.2,172.2, 166.6, 163.0, 156.3, 151.8, 138.7, 135.7, 129.0, 123.8, 115.3, 114.3, 84.9, 63 .4,

54.5, 54.5, 26.7, 21.6, 19.1 HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C1oH22NsOs *
400.16155, Trouvée 400.16249. Pureté HPLC : 99.3%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(6-méthoxypyrimidine-4-yl)-3-
méthylbutanamide (28aak’)

o ) | Coypla_tge peptidlique méthode E, rdt (4 étapes) 40 % (47 mg),

N o solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : 6 10.87 (sl, 1H,

(:ﬁLN TN NH), 9.61 (sl, 1H, NH), 8.41 (s, 1H, ArH), 8.09 (dd, J = 8.0 et
Nko O N._N  12Hz 1H, ArH), 7.62 (s, 1H, ArH), 7.57 (dd, J = 7.4 et 1.5,

H 1H, ArH), 7.19 (dd, J = 7.4 et 0.9Hz, 1H, ArH), 7.08 (d, J =

8.0Hz, 1H, ArH), 5.29 (d, J = 10.0Hz, 1H, ArH), 3.95 (s, 3H, OCH3), 3.06 (m, 1H, CH), 1.23
(d,J = 6.7 Hz, 3H, CH3), 0.85 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3).13C RMN (125 MHz, CDCl3) : 5 171.5,
168.9, 163.0, 158.0, 157.2, 152.3, 138.7, 135.8, 128.9, 123.8, 115.3, 114.3, 95.8, 62.9, 54.5,

26.8, 21.4, 18.9. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée CisH20Ns04 * 370.15098,
Trouvée 370.15123. Pureté HPLC >100%
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2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(4-méthoxypyrimidin-2-yl)-3-
méthylbutanamide (28aal’)

0 H | Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 24 % (16.9 mg),

N N._Ng_ O solide incolore, 'H RMN (500 MHz, CDCls) : § 10.21 (sl, 1H,

J! \Nﬁj NH), 9.18 (sl, 1H, NH), 8.24 (d, J = 5.8 Hz, 1H, ArH), 8.14

N Yo Z (dd, J=1.0et 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.60 (td, J = 1.0 et 8.0 Hz, 1H,

H ArH), 7.23 (t, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.14 (d, J = 8.0 Hz, 1H,

ArH), 6.41 (d, J = 5.8 Hz, 1H, ArH), 5.32 (d, J = 10.2 Hz, 1H, CH), 3.97 (s, 3H, OCHj3), 3.10
(m, 1H, CH), 1.27 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3), 0.86 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CH3).13C RMN (125 MHz,
CDCls) : & 170.5, 166.8, 163.2, 157.7, 157.2, 151.8, 138.7, 135.7, 129.0, 123.7, 115.3, 114.3,

103.9, 63.6, 54.2,26.8,21.5, 19.1. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C1gH20Ns04 *
370.15098, Trouvée 370.15125. Pureté HPLC : 98.7%

N-((3s,5s,7s)-adamantan-1-yl)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)-3-
méthylbutanamide (28aam”)

O H Coypla_ge peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 18 % (28.4mg),
d'\‘ Nﬂ solide incolore, *H RMN (500 MHz, DMSO-d6) : & 11.41 (sl,
o 1H, NH), 7.93 (dd, J = 1.0 et 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.66 (td, J = 1.3

N~ ~O et 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.21 (td, J = 1.0 et 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.17

H (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 6.98 (sl, 1H, NH), 4.74 (d, J = 9.5 Hz,

1H, CH), 2.65 (m, 1H, CH), 1.95 (m, 3H, 3 CH), 1.87 (m, 6H, 3 CH>), 1.56 (m, 6H, 3 CH>),
1.04 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CHs3), 0.60 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3).1*C RMN (125 MHz, CDCI3) : §
167.6, 162.6, 150.6, 139.7, 135.3, 127.9, 122.8, 115.2, 114.2,60.4,51.4,41.1,41.1, 41.1, 36.3,

36.3, 36.3, 29.0, 29.0, 29.0, 26.5, 22.4, 18.9. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée
C23H30N303 * 396.22817, Trouvée 396.2283. Pureté HPLC : 99.0%

N-cyclopentyl-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-
méthylbutanamide(28aan’)

o Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 29 % (40.9 mg),

I(H solide incolore, *tH RMN (500 MHz, CDCls) : § 8.91 (sl, 1H, NH),

N 8.12 (dd, J = 8.0 et 0.9Hz, 1H, ArH), 7.62 (ddd, J =8.4, 7.4 et 1.5

E:f:ko 0 Hz, 1H, ArH), 7.24 (m, 1H, ArH), 7.06 (d, J = 8.6, 1H, ArH), 6.68

H (s, 1H, NH), 5.13 (d, J=10.8 Hz, 1H, CH), 4.21 (m, 1H, CH), 2.94

(m, 1H, CH2), 1.94 (m, 2H, CH2), 1.63 (m, 2H, CH2), 1.38 (m, 2H, CH2),1.60 (m, 1H, CH2),

1.17 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3), 0.82 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3).*C RMN (125 MHz, CDCls) : §

168.6, 163.2, 151.4, 138.4, 135.6, 129.1, 123.8, 114.9, 114.4, 63.7,51.4, 33.2, 33.0, 26.9, 23.9,

23.9, 21.1, 19.3. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]" Calculée C1gH23N3NaO3z" 352.1632,
Trouvée 352.1629. Pureté HPLC : 94.6%
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3-(3-méthyl-1-morpholino-1-oxobutan-2-yl)quinazoline-2,4(1H,3H)-dione(28aao”)
Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 31 % (41.4 mg), solide

0 ﬁo
" N._J incolore, 1H RMN (500 MHz, CDCls) : 3 10.32 (sl, 1H, NH), 8.12
P (dd, J=7.9 et 0.8Hz, 1H, ArH), 7.66 (ddd, J = 8.6, 7.2 et 1.3 Hz, 1H,
N Yo ArH), 7.26 (m, 1H, ArH), 7.18 (d, J = 8.1, 1H, ArH), 5.21 (d, J = 9.7
H Hz, 1H, CH), 3.82 (m, 1H, CH2), 3.59 (m, 2H, CH>), 5.51 (m, 1H,
CH2), 3.40 (m, 3H, CHy), 3.24 (m, 1H, CHy), 3.04 (m, 1H, CH), 1.17 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3),
0.82 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3).2*.C RMN (125 MHz, CDCl3) : & 167.4, 162.4, 151.4, 138.7,
135.9, 129.0, 123.9, 115.4, 113.8, 67.2, 66.7, 57.7, 45.7, 43.1, 27.5, 21.8, 18.5. HRMS
(ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée C17H21N3NaO4* 354.1424, Trouvée 354.1423. Pureté
HPLC : 98.6%

3-(1-((1S,4S)-2-oxa-5-azabicyclo[2.2.1]heptan-5-yl)-3-méthyl-1-oxobutan-2-
yl)quinazoline-2,4(1H ,3H)-dione (28aap”)

Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 10 % (14.5 mg),

Q @ solide incolore, Présence de 2 diastéréoisomeres possedant 2
@N NS rotaméres, 'H RMN (500 MHz, CDCls) : § 9.93 (sl, 1H, NH, dia 1

N o ©

H

1)\

rota 1), 9.85 (sl, 1H, NH, dia 1 rota 2), 9.84 (sl, 1H, NH, dia 2 rota

1), 9.71 (sl, 1H, NH, dia 2 rota 2), 8.13 (m, 1H, ArH, dia 1 rota 1 +

dia 1 rota 2 + dia 2 rota 1 + dia 2 rota 2), 7.65 (m, 1H, ArH, dia 1
rota 1 + dia 1 rota 2 + dia 2 rota 1 + dia 2 rota 2), 7.25 (m, 1H, ArH, dia 1 rota 1 + dia 1 rota 2
+dia2rotal +dia?2rota2),7.14 (m, 1H, ArH, dia1rotal + dia 1 rota 2 + dia 2 rota 1 + dia
2 rota 2), 7.14 (m, 1H, ArH, dia 1 rota 1 + dia 1 rota 2 + dia 2 rota 1 + dia 2 rota 2), 5.30-1.68
(m, 10H, dia 1 rota 1 + dia 1 rota 2 + dia 2 rota 1 + dia 2 rota 2), 1.31-0.79 (m, 6H, CH3, dia 1
rota 1 + dia 1 rota 2 + dia 2 rota 1 + dia 2 rota 2) *C RMN (125 MHz, CDCls) : § 167.9 (dia 1
rota 1 + dia 1 rota 2), 166.6 (dia 2 rota 1) 165.9 (dia 2 rota 2), 162.3 (dia 1 rota 1 + dia 1 rota
2), 162.1 (dia 2 rota 1 + dia 2 rota 2), 151.3 (dia 1 rota 1 + dia 1 rota 2), 151.0 (dia 2 rota 1 +
dia 2 rota 2), 138.7 (dia 1 rota 1 + dia 1 rota 2), 138.6 (dia 2 rota 1 + dia 2 rota 2), 136.0 (dia 1
rota 1), 135.8 (dia 1 rota 2),135.8 (dia 2 rota 1), 135.7 (dia 2 rota 2), 129.2 (dia 1 rota 1), 129.1
(dia 1 rota 2), 129.1(dia 2 rota 1, 128.9 (dia 2 rota 2), 124.6 (dia 1 rota 1), 123.9 (dia 1 rota 2),
123.9 (dia 2 rota 1), 123.8 (dia 2 rota 2), 115.4 (dia 1 rota 1), 115.3 (dia 1 rota 2), 115.2 (dia 2
rota 1), 115.2 (dia 2 rota 2), 113.9 (dia 1 rota 1 + dia 1 rota 2), 113.7 (dia 2 rota 1 + dia 2 rota
2)+36C(dialrotal+dialrota2+dia2rotal+dia2rota?2):76.2,75.9, 75.5, 74.6, 74.1,
73.4,59.8,59.6,59.1, 58.7, 58.5, 57.6, 57.5, 57.2, 56.2, 55.4, 54.8, 54.7, 54.5, 37.6, 37.2, 35.7,
35.6, 29.8, 27.6, 27.1, 27.0, 26.9, 26.7, 22.1, 22.1, 22.1, 21.9, 21.5, 19.2, 18.5. HRMS
(ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée Ci1gH21N3NaO4" 366.1424, Trouvée 366.1422. Pureté
HPLC : 91.7%
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3-(3-méthyl-1-oxo-1-(2-oxa-6-azaspiro[3.3]heptan-6-yl)butan-2-yl)quinazoline-
2,4(1H,3H)-dione(28aaq’)

o Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 29 % (41.2 mg),

Q /35/ solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : § 10.58 (sl, 1H,

N N NH),8.13 (dd, J = 8.1 et 1.0 Hz, 1H, ArH), 7.65 (ddd, J = 8.5, 7.3

et 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.26 (m, 1H, ArH), 7.22 (d, J = 8.1 Hz, 1H,

ArH), 5.10 (d, J = 9.7 Hz, 1H, CH), 3.71 (m, 4H, CH>), 4.28 (m,

2H, CHy), 4.11 (d, J = 8.7Hz, 1H, CHy), 3.82 (d, J = 8.7 Hz, 1H,

CHy), 2.95 (m, 1H, CH),1.19 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3), 0.76 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3).3C RMN

(125 MHz, CDCl3z) : 6 169.3, 162.1, 151.1, 138.8, 135.7, 128.8, 123.7, 115.5, 113.5, 80.9, 80.3,

60.4, 58.0, 57.3, 38.1, 26.4, 22.0, 18.3. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée
Ci1gH21N3NaO4" 366.1424, Trouvée 366.1427. Pureté HPLC > 99.9%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(1-hydroxy-1,3-
dihydrobenzo[c][1,2]oxaborol-6-yl)- 3-méthylbutanamide (28aar’)

OH Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 11 % (11.3

B/ mg), solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : § 9.81

[ :[ (sl, 1H, NH), 8.83 (s, 1H, NH), 8.04 (t, ] = 6.7 Hz, 1H, ArH),
7.74 (m, 1H, ArH), 7.56 (m, 1H, ArH), 7.47 (m, 1H, ArH),

7.14 (m, 2H, ArH), 7.05 (m, ArH), 6.56 (sl, 1H, OH), 5.28

d,J= 10.9 Hz, 1H, CH), 4.90 (s, 2H, CH2), 2.99 (m, 1H, CH), 1.17 (d, J = 5.6 Hz, 3H, CH3),
0.81 (d, J = 5.6 Hz, 3H, CH3).*C RMN (125 MHz, CDCls) : & 168.0, 163.6, 151.8, 149.9,
138.6,136.7,135.7,128.7,124.2,123.8, 122.7,121.4,115.3,114.2, 71.0, 63.5, 26.9, 21.4, 19.1.

HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]" Calculée C20H20BN3sNaOs " 416.1388, Trouvée 416.1388.
Pureté HPLC : 89.3%

1-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)cyclobutane-1-
carboxamide (28aca)

o Couplage peptidique méthode E, rdt (4 étapes) 20 % (15.0 mg),
Q’(H (|) solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : § 9.44 (s, 1H,

N NH), 9.06 (s, 1H, NH), 8.11 (d, J = 7.1 Hz, 1H, ArH), 7.64 (m,
(:fkk 0 \©/ 1H, ArH), 7.42 (t, J = 2.1 Hz, 1H, ArH), 7.26 (m, 1H, ArH),
ﬁ © 7.15 (t, J = 8.1 Hz, 1H, ArH), 7.09 (d, J=8.1 Hz, 1H, ArH),

6.95 (dd, J=8.0, 1.1 Hz, 1H, ArH), 6.61 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz,

1H, ArH), 3.78 (s, 3H, OCH3), 3.21 (td, J = 8.3, 1.9 Hz, 2H, CH>), 2.25 (dt, J = 12.9, 10.3 Hz,
2H, CH>), 2.04-1.90 (m, 1H, CH>), 1.82 (m, J = 9.8 Hz, 1H, CH,). °C RMN (125 MHz, CDCl5)
16 169.1, 163.3, 160.3, 150.9, 139.8, 138.4, 135.7, 129.6, 128.4, 124.0, 115.2, 115.0, 111.9,

110.5, 105.6, 65.5, 55.5, 33.5, 33.5, 16.1. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]+ Calculée
C20H20N304 * 366.14483, Trouvée 366.14451. Pureté HPLC >100%
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(3S)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)-3-
méthylpentanamide (28ada)

| Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 3 % (5.6 mg),

solide incolore, présence de deux diastéréoisomeres ratio :

Q H | 0.4/06. *H RMN (500 MHz, DMSO-d6) : § 11.48 (sl, 1H, NH,

N N O dial + dia2), 9.51 (s, 1H, NH, dial + dia2), 7.94 (m, J = 7.1

0 \©/ Hz, 1H, ArH, dial + dia2), 7.68 (tt, J = 8.0 et 1.4 1Hz, 1H,

N ArH, dial + dia2), 7.16 (m, 5H, ArH, dial + dia2), 6.59 (m,

1H, ArH, dial + dia2), 5.08 (d, J = 8.8 Hz, 1H, CH, dia 1),

5.05 (d, J = 8.8 Hz, 1H, CH, dia 2), 3.69 (s, 3H, OCH3, dial + dia2), 1.15 (m, 2H, CHz, dia 1),

1.09 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CH3, dia 2), 0.93 (t, J = 7.3 Hz, 3H, CH3, dia 1), 0.78 (t, J = 7.3 Hz,

3H, CHg, dia 2), 0.86 (m, 2H, CH_, dia 2), 0.63 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CH3, dia 1) + 1H (dia 1 +

dia 2) sous le pic du DMSO. 3C RMN (125 MHz, DMSO-d6) : § 167.3 (dia 1+ dia 2), 162.3

(dia 1+dia 2), 159.3 (dia 1 +dia 2), 150.3 (dia 1+ dia 2), 140.3 (dia 1 + dia 2), 139.6 (dia 1+ dia

2),135.2 (dial +dia 2), 129.1 (dia 1 + dia 2), 127.7 (dia 1 + dia 2), 122.5 (dia 1 + dia 2), 115.2

(dia 1+ dia 2), 114.0 (dia 1 + dia 2), 112.6 (dia 1 + dia 2), 108.8 (dial+ dia 2), 105.9 (dia 1 +

dia 2), 58.8 (dia 2), 58.2 (dia 1), 55.0 (dia 1 + dia 2), 32.7 (dia 2), 32.5 (dia 1), 24.3 (dia 1 + dia

2), 18.4 (dia2), 14.3 (dia 1), 11.3 (dia 2), 11,2 (dia 1). HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]*
Calculée C21H24N304 " 382.17613, Trouvée 382.17563. Pureté HPLC : 97.7%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)propanamide
(28aea)
Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 22 % (36.9 mg),

0 Jﬁ(“ & solide incolore, *H RMN (500 MHz, DMSO-d6) : & 11.47(s,

N 1H, NH), 9.54 (s, 1H, NH),7.93 (dd, J = 8.0 et 1.0 Hz, 1H,
(;ﬁ:ko o \©/ ArH), 7.68 (dd, J = 7.5 et 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.17 (m, 5H, ArH),
N 6.60 (ddd, J = 8.0, 2.5 et 1.0Hz, 1H, ArH), 5.44 (g, J = 6.9Hz,

1H, CH), 3.70 (s, 3H, OCH3), 1.48 (d, , J = 6.9Hz, 3H,

CHs).*C RMN (125 MHz, DMSO-d6) : & 168.0, 161.8, 159.3, 149.7, 140.3, 139.6, 135.0,

129.1, 127.5, 122.5, 115.1, 114.3, 112.3, 108.7, 105.7, 55.0, 50.1, 14.2. HRMS (ESI-QTof) :
m/z : [M + H]* Calculée C1gH1sN304 * 340.12918, Trouvée 340.1289. Pureté HPLC >100%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)butanamide (28afa)
Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 3 % (7.3 mg),

0
j\ﬂ/n (|3 solide incolore, *H RMN (500 MHz, DMSO-d6) : § 11.48(s,
N \©/ 1H, NH), 9.51 (s, 1H, NH),7.94 (dd, J = 8.0 et 1.0 Hz, 1H,
Nko o ArH),7.68 (dd, J = 7.8 et 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.17 (m, 5H, ArH),
H 6.60 (ddd, J =7.8, 2.0 et 1.0Hz, 1H, ArH), 5.44 (dd, J = 9.7 et
5.2 Hz, 1H, CH), 3.70 (s, 3H, OCH3), 2.28 (m, 1H, CH2), 2.02 (m, 1H, CH>), 0.80 (t, J = 7.5Hz,
3H, CHz3). 13C RMN (125 MHz, DMSO0-d6) : § 167.8, 162.3, 159.1, 150.1, 140.2, 139.7, 135.1,
129.1, 127.6, 122.5, 115.1, 114.1, 112.5, 108.8, 105.9, 55.7, 55.0, 21.1, 10.7. HRMS

(ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée C19H20N304 * 354.14483, Trouvée 354.1444. Pureté
HPLC : 97.2%
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2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)acétamide (28aga)
o) H | Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 2 % (8.5 mg),
N o solide incolore, *H RMN (500 MHz, DMSO-d6) : & 11.55(sl,
(:ft"‘;ﬁf \©/ 1H, NH), 10.20 (s, 1H, NH), 7.94 (dd, J = 7.8 et 1.4 Hz, 1H,
N © ArH),7.70 (dd, J=7.8 et 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.23 (m, 4H, ArH),
H 7.08 (ddd, J=8.0, 2.0 et 0.8 Hz, 1H, ArH), 6.60 (ddd, J = 8.0,
2.5 et 0.8Hz, 1H, ArH), 4.69 (s, 2H, CH_), 3.71 (s, 3H, OCH3).1*C RMN (125 MHz, DMSO-
d6):6164.5,161.9,159.6, 150.1, 140.0, 139.5, 135.3, 129.6, 127.5, 122.7, 115.3, 113.6, 111.3,

109.0, 104.7, 55.0, 43.1. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C17H16N304* 326.11353,
Trouvée 326.1122. Pureté HPLC >100%

1-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)cyclopropane-1-
carboxamide(28aha)

o} H | Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 11 % (20 mg),

Q N o solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : § 8.74(sl, 1H,

©\)J\i \©/ NH), 8.16 (dd, J=7.9 et 1.0 Hz, 1H, ArH), 7.90 (s, 1H, NH),

N Yo © 7.64 (ddd, J = 8.9, 7.0 et 1.3 Hz, 1H, ArH), 7.25 (m, 2H,

H ArH), 7.14 (t, J = 8.2, 1H, ArH), 7.06 (d, J = 8.3 Hz, 1H,

ArH), 6.87 (dd, J = 8.1 et 1.0 Hz, 1H, ArH), 6.62 (dd, J = 8.1 et 2.0 Hz, 1H, ArH), 3.76 (s, 3H,
OCH3), 2.02 (m, 2H, CH2), 1.33 (m, 2H, CH2). *C RMN (125 MHz, CDCls) : § 167.9, 163.5,
160.2, 151.4, 139.0, 138.5, 135.9, 129.6, 128.9, 124.1, 115.0, 114.8, 112.5, 110.8, 105.9, 55.5,

38.3, 31.1, 29.9. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée CioH1sNsO4 * 352.12918,
Trouvée 352.12905. Pureté HPLC >100%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-méthoxy-N-(3-
méthoxyphényl)propanamide(28aja)

La 1° étape ne consiste pas a faire réagir le composé 11 avec le composé 23i mais avec le
composé 32 (23i protégé par le groupement TBDMSCI).

Protection de 23i :

Le Chlorhydrate d'ester méthylique de L-sérine 23i (1eq) est dissous dans du DCM (0.3 mol/L)
puis du TBDMSCI (2.1 eq) et de I'imidazole (1.1 eq) sont ajoutés a 0°C. Le milieu réactionnel
est agité pendant 18h a t.a. Le milieu réactionnel est ensuite dissous dans du DCM. La phase
organique est alors lavée 3 fois avec une solution aqueuse de NH4Cl sat puis avec H.O et
finalement avec une solution de NaCl sat. La phase organique est ensuite séchée sur MgSO4 et
concentrée sous vide pour obtenir le composé 32.

Couplage peptidique méthode F, rdt (4 étapes) 6 % (21 mg),

é solide incolore, *H RMN (500 MHz, DMSO-d6) : & 11.49 (s,

0 J;(H | 1H, NH), 9.58 (s, 1H, NH), 7.94 (dd, J = 7.9 et 1.0 Hz, 1H,

N N O ArH),7.68(dd,J=8.0et1.5Hz, 1H, ArH), 7.17 (m, 5H, ArH),
d/g 4 \©/ 6.62 (ddd, J = 8.0, 2.5 et 0.5Hz, 1H, ArH), 5.72 (dd, J = 8.9 et
N~ 0 5.3 Hz, 1H, CH), 4.02 (m, 2H, CH>), 3.70 (s, 3H, OCH3), 3.23

H (s, 3H, OCH3).23C RMN (125 MHz, DMSO-d6) : & 166.6,

162.3, 159.3, 150.2, 139.8, 135.1, 129.2, 127.6, 122.3, 115.5, 114.2, 112.6, 109.1, 106.1, 69.0,

58.2, 55.0, 52.9. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée CisH1sN3Os * 340.12918,
Trouvée 340.1289. Pureté HPLC >100%
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Voie de synthese n° 3

1%¢ étape :

A une solution de L-Valine (1 eq) et Boc,O (1leq) dans THF/H20 1/1 (0.2 mol/L) est ajouté
NaOH (1 eq). Le mélange est laissé sous agitation, pendant 18h. Lorsque la réaction est
terminée, THF est évaporé. H.O est ajoutée, et la phase aqueuse est extraite avec AcOEL.

Ensuite la phase aqueuse est acidifiée a pH 2 et est extraite avec AcOEt. La phase organique
est séchée et évaporée afin d’obtenir le composé 33.

2™ étape

Couplage peptidique (méthode F ou G) avec 27a ou 279 pour obtenir 34aa ou 34ag.

3™ étape :

A une solution de 34 dans DCM (0.2 mol/L) est ajouté TFA (1 mol/L). Le mélange est laissé
sous agitation pendant 6h. Lorsque la réaction est terminée, DCM et TFA sont évaporés. Le
résidu est dissous avec DCM et refroidi a 0°C, puis une solution de NaOH 2N est ajoutée

lentement sous agitation jusqu’a obtenir un pH basique. Les deux phases sont séparées et la
phase organique est séchée et évaporée afin d’obtenir le composé 35.

(S)-2-amino-N-(3-méthoxyphényl)-3-méthylbutanamide (35aa)
'H RMN (500 MHz, CDCls) : 9.58 (sl, 1H, NH), 7.39 (t, J = 2.0Hz,

] Nj;(ﬂ b 1h, ArH), 7.20 (t, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.21 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH),
2
Ty

7.17 (dd, J = 8.0 et 2.0 Hz, 1H, ArH), 3.80 (s, 3H, OCH3), 3.51 (sl, 1H,

CH), 2.45 (sl, 2H, NHy), 2.43 (m, 1H, CH), 1.03 (d, J = 6.8 Hz, 3H,

CHs), 0.60 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3).3C RMN (125 MHz, CDCI3) : 172.6, 160.3, 139.1, 129.7,
111.7, 110.1, 105.1, 60.5, 55.4, 30.8, 19.9, 16.1.

(S)-2-amino-N-(3-fluorophényl)-3-méthylbutanamide (35ag)

'H RMN (400 MHz, CDCls) : 9.53 (sl, 1H, NH), 7.58 (dt, J = 10.9 et
I(“ e 2.0Hz 1H, ArH), 7.23 (m, 2H, ArH), 6.79 (ddd, J = 8.3, 2.6 et 1.2 Hz,
HN 1H, ArH), 3.38 (d, J = 3.5Hz, 1H, CH), 2.45 (m, 1H, CH), 1.55 (sl, 2H,
o) \©/ NHz2), 1.05 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CHz3), 0.87 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CH3). En
mélange : reste aniline, produit non purifié engagée tel que dans

I’étape suivante.

4°™¢ étape :
Méthode « one-pot, two steps » :

Dans un premier temps le composé 35 est engagé dans une réaction de couplage peptidique
avec un acide anthranilique 36 via la méthode F afin d’obtenir I’intermédiaire 37 qui n’est pas
isolé. La réaction est suivie par 'H RMN, lorsqu’elle est terminée DIPEA (2 eq) est ajouté et le
mélange réactionnel est refroidi a 0°C, puis du triphosgéne est ajouté. Le mélange est laissé
sous agitation a t.a pendant 5h. Lorsque la réaction est terminée, une solution de NaHCOs est
ajoutée puis le produit est extrait avec DCM. La phase organique est lavée avec une solution de
NaClsat, séchée avec MgSO4 et évaporée afin d’obtenir le composé désiré 28. Le composé est
ensuite purifié par chromatographie.
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Méthode séquentielle :

Dans un premier temps les composes 35 et I’acide anthranilique 36 sont engagés dans une
réaction de couplage peptidique via la méthode H afin d’obtenir le composé 37 qui est isolé.

(S)-4-amino-N-(1-((3-méthoxyphényl)amino)-3-méthyl-1-oxobutan-2-yl)nicotinamide
(37maa)

0 Rdt : 6% (4 étapes), solide incolore (21.3 mg), *H RMN (500

H (|) MHz, DMSO-d6) : § 10.11 (sl, 1H, NH), 8.62 (s, 1H, ArH),

r@fﬁ \©/ 8.43 (d, J = 8.3 Hz, 1H, NH), 8.03 (d, 5.0 Hz, 1H, ArH), 7.34
L i © (t, J = 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.19 (m, 2H, ArH), 7.04 (sl, 2H,
2 NH>), 6.62 (m, 2H, ArH), 4.32 (t, J = 8.3 Hz, 1H, CH), 3.72

(s, 3H, OCHj3), 2.18 (m, 1H, CH), 1.00 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3), 0.96 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3).
13C RMN (125 MHz, DMSO0-d6) : § 170.6, 167.9, 159.5, 154.3, 150.4, 149.7, 140.0, 129.5,

111.5,110.9,110.4, 108.8, 105.0, 59.8, 55.0, 29.9, 19.2, 19.2. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M +
H]* Calculée C1gH23N4O3 " 343.17647, Trouvée 343.17615. Pureté HPLC : 99.0%

(S)-3-amino-N-(1-((3-méthoxyphényl)amino)-3-méthyl-1-oxobutan-2-yl)-1H-pyrazole-4-
carboxamide (37naa)

7 H (|) Rdt : 6% (2 étapes), solide incolore (7.6 mg), *H RMN (500

HN/i‘\H \©/ MHz, DMSO-d6) : 6 11.69 (sl, 1H,NH), 9.95 (s, 1H, NH),

N=NH O 7.99 (sl, 1H, NH), 7.53 (d, J = 7.4 Hz, 1H, CH pyrazole), 7.33

2 (t, J =2.0 Hz, 1H, ArH), 7.18 (m, 2H, ArH), 6.63 (d, J = 8.0

Hz, 1H, ArH), 5.62 (sl, 2H, NH>), 4.36 (t, J = 8.3 Hz, 1H, CH), 3.73 (s, 3H, OCH3), 2.12 (m,

1H, CH), 0.96 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CH3), 0.94 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CH3). °C RMN (125 MHz,

DMSO-d6) : 6 170.7, 164.4, 159.4, 139.9, 129.3, 111.6, 108.7, 105.1, 58.6, 54.9, 30.1, 19.1,

18.8, manque : 3C pyrazole. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C16H22Ns03 *
332.17172, Trouvée 332.17172. Pureté HPLC : 95.0%

Le composé 37 obtenu est ensuite dissous dans DCM (0.15 mol/L) avec DIPEA (2 eq), et le
mélange réactionnel est refroidi a 0°C ; puis du triphosgene est ajouté. Le mélange est laissé
sous agitation a t.a pendant 5h. Lorsque la réaction est terminée, une solution de NaHCOs est
ajoutée puis le produit est extrait avec DCM. La phase organique est lavée avec une solution de
NaCl sat, séchée avec MgSO4 et évaporée afin d’obtenir le composé désiré 28.
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(S)-2-(6-fluoro-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazolin-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphenyl)-3-
meéthylbutanamide (28baa)

Méthode « one-pot, two steps », Purification colonne phase

O H | inverse, rdt (5 étapes) 3 % (24.4 mg), solide incolore, H
F N N O RMN (500 MHz, CDCls) : & 10.23 (sl, 1H, NH), 8.70 (sl,
Ao \©/ 1H, NH), 7.77 (dd, J = 8.0 et 2.7 Hz, 1H, ArH), 7.31 (m,
N” 0
H

2H, ArH), 7.15 (t, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.10 (dd, J = 8.8 et

4.0 Hz, 1H, ArH), 6.97 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 6.62 (dd,
J=8.0et2.0 Hz, 1H, ArH), 5.28 (d, J = 10.7 Hz, 1H, CH), 3.76 (s, 3H, OCHa), 3.10 (m, 1H,
ArH), 1.23 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CHs), 0.86 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3). °F RMN (470 MHz,
CDCls3) § -117.08. 3°C RMN (125 MHz, CDCI3) : § 167.2, 162.8, 160.2, 158.9 (d, J = 245.2
Hz), 151.8, 139.0, 135.0, 129.7, 124.1 (d, J = 24.5 Hz), 117.4 (d, J = 7.6 Hz), 115.3(d,J=7.8
Hz), 114.1 (d, J = 24.2 Hz), 112.3, 110.3, 105.9, 64.6, 55.4, 26.9, 21.0, 19.2. HRMS (ESI-QTof)
:m/z: [M + H]" Calculée C2H21FN3O4 * 386.15106, Trouvée 386.15059. Pureté HPLC : 97.6%

(S)-2-(7-fluoro-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)-3-
méthylbutanamide (28caa)

0 Méthode « one-pot, two steps », rdt (5 étapes) 8 % (63.7

j;(“ é mg), solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : § 10.19

N (sl, 1H, NH), 8.80 (sl, 1H, NH), 8.08 (dd, J = 8.9 et 5.8 Hz,

F/(;f:ko o) \©/ 1H, ArH), 7.29 (sl, 1H, ArH), 7.13 (t, J = 8.1 Hz, 1H, ArH),

H 6.96 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 6.90 (td, J = 8.7 et 2.2 Hz,

1H, ArH), 6.81 (dd, J = 8.7 et 2.2 Hz, 1H, ArH), 6.60 (dd, J = 8.1 et 2.2 Hz, 1H, ArH), 5.25 (d,

J =10.8 Hz, 1H, CH), 3.74 (s, 3H, OCHg), 3.07 (m, 1H, CH), 1.22 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3),

0.85 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CHs). °F RMN (470 MHz, CDCls) § -99.67. 3C RMN (125 MHz,

CDCI3): 6 167.4,167.2 (d, J = 257.8 Hz), 162.7, 160.2, 152.0, 140.6 (d, J = 13.0Hz), 131.8 (d,

J=11.1Hz),129.7,112.3, 112.2, 110.8, 110.5, 105.9, 102.1 (d, J = 26.4Hz), 64.6, 55.4, 26.9,

21.1,19.2. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée CaoH21FN3O4* 386.15106, Trouvée
386.15012. Pureté HPLC >99.9%

(S)-2-(6,7-difluoro-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)-3-
méthylbutanamide (28daa)

Méthode « one-pot, two steps », rdt (5 étapes) 8 % (63.7
Q H | mg), solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : § 10.33

F N N O (sl, 1H, NH), 8.77 (sl, 1H, NH), 7.84 (t, J = 8.7 Hz, 1H,
0 \©/ ArH), 7.23 (m, 1H, ArH), 7.12 (t, = 8.0 Hz, 1H, ArH), 6.95

F N O (m, 2H, ArH), 6.60 (dd, J = 8.0 et 2.0 Hz, 1H, ArH), 5.25
(d, 3 =10.6 Hz, 1H, CH), 3.73 (s, 3H, OCHz), 3.04 (m, 1H,

CH), 1.22 (d, J= 6.5 Hz, 3H, CH3), 0.84 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3). °F RMN (470 MHz, CDCls) &
-122.97 (d, J=21.7 Hz), -122.88 (d, J = 21.7 Hz).13C RMN (125 MHz, CDCI3) : 5 167.4, 162.2,
160.2, 155.5 (dd, J = 260.0 et 14.5 Hz) 151.8, 147.4 (dd, J = 248.2 et 13.4 Hz), 138.2, 136.1 (d,
J=10.6 Hz), 129.8, 116.7 (d. J = 19.2 Hz), 112.4, 110.5 (d, J = 6.4 Hz), 110.3, 106.2, 104.6 (d,

J = 22.1 Hz), 64.5, 55.4, 26.9, 21.1, 19.1. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée
Ca0H20F2N304 " 404.14164, Trouvée 404.14105. Pureté HPLC : 96.1%

(S)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydropyrido[3,4-d]pyrimidine-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)-3-
methylbutanamide (28gaa)
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o Méthode séquentielle, rdt (5 étapes) 3 % (20.5 mg), solide
§ (ID incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : & 8.73 (sl, 1H, NH),

@ka O/ 8.62 (s, 1H, ArH), 8.49 (d, J = 5.0 Hz, 1H, ArH), 7.88 (d, J =
N NAO o) 5.0 Hz, 1H, ArH), 7.28 (sl, 1H, ArH), 7.15 (t, J = 8.2 Hz, 1H,
H ArH), 6.97 (d, J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 6.60 (dd, J = 8.2 et 2.2

Hz, 1H, ArH), 5.24 (d, J = 10.9 Hz, 1H, CH), 3.74 (s, 3H,

OCHj), 3.06 (m, 1H,CH), 1.21 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3), 0.86 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3).3C RMN
(125 MHz, CDCI3) : & 166.9, 162.4, 160.2, 151.1, 144.3, 138.9, 138.5, 133.7, 129.8, 120.6,

119.7, 112.4, 110.6, 105.9, 64.9, 55.4, 26.8, 21.0, 19.2. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]+
Calculée C19H21N4O4 " 369.15573, Trouvée 369.15506. Pureté HPLC : 98.8%

(S)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydropyrido[2,3-d]pyrimidine-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)-3-
méthylbutanamide (28haa)

Méthode séquentielle, rdt (5 étapes) 5 % (31.1 mg), solide

Q H | incolore, 'H RMN (500 MHz, CDCls) : § 12.18 (sl, 1H, NH),

X N N O 8.82 (sl, 1H, NH), 8.75 (d, J = 3.5 Hz, 1H, ArH), 8.48 (d, J =

» Ao \©/ 7.7 Hz, 1H, ArH), 7.38 (s, 1H, ArH), 7.26 (m, 1H, ArH), 7.15

NN O (t, J=8.0 Hz), 7.00 (d, J = 7.7 Hz, 1H, ArH), 6.62 (dd, J = 1.5

et 8.0 Hz, 1Hm, ArH), 5.27 (d, J = 10.8 Hz, 1H, CH), 3.77 (s,

3H, OCHs), 3.11 (m, 1H, CH), 1.23 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3), 0.89 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CHa).

13C RMN (125 MHz, CDCI3) : 6 166.8, 162.4, 160.2, 154.5, 151.4, 150.7, 139.2, 139.1, 129.7,

120.0, 112.03, 110.5, 110.2, 105.5, 64.9, 55.4, 26.8, 21.0, 19.2. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M
+ H]* Calculée C19H21N404 " 369.15573, Trouvée 369.15538. Pureté HPLC : 99.6%

(S)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydropyrido[3,2-d]pyrimidine-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)-3-
méthylbutanamide (28iaa)

o Méthode séquentielle, rdt (5 étapes) 2 % (13.9 mg), solide
N \/Q(H é incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : § 11.61 (sl, 1H, NH),
ErkN \@/ 9.52 (s, 1H, NH), 8.52 (dd, J = 1.2 et 4.5 Hz, 1H, ArH), 7.69
N NAO o) (dd, J = 4.3 et 8.3 Hz, 1H, ArH), 7.63 (dd, J = 1.2 et 8.3 Hz),
H 7.19 (t, J = 1.7 Hz, 1H, ArH), 7.14 (t, J = 8.2 Hz, 1H, ArH),

7.09 (d, J = 8.1 Hz, 1H, ArH), 6.59 (dd, = 1.7 et 8.1 Hz, 1H,

ArH), 5.02 (d, J = 8.9 Hz, 1H, CH), 3.69 (s, 3H, OCH3), 2.73 (m, 1H, CH), 1.17 (d, J = 6.7 Hz,
3H, CHj3), 0.70 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3). *3C RMN (125 MHz, CDCI3) : § 167.2, 161.0, 159.3,
149.7,145.0, 140.3, 137.0, 131.0, 129.1, 123.8, 112.6, 108.8, 106.0, 59.3, 55.0, 26.5, 22.5, 18.5.

HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée C19H21N4O4 * 369.15573, Trouvée 369.15512.
Pureté HPLC >99.9%
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(S)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydropyrimido[4,5-d]pyrimidine-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)-
3-méthylbutanamide (28jaa)

o Méthode séquentielle, rdt (5 étapes) 4 % (22.6 mg), solide

X(H b incolore, *H RMN (500 MHz, CDCl3) : 8 9.31 (s, 1H, ArH),

N~ | N 9.14 (s, 1H, ArH), 8.54 (sl, 1H, NH), 7.29 (sl, 1H, ArH), 7.14

k\N NAO o) \©/ (t,J = 8.2 Hz, 1H, ArH), 6.95 (d, J = 7.8 Hz, 1H, ArH), 6.61

H (dd, J = 8.2 et 1.4 Hz, 1H, ArH), 5.21 (d, J = 10.9 Hz, 1H,

CH),3.76 (s, 3H, OCH3), 3.04 (m, 1H,CH), 1.23 (d, J = 6.6 Hz,

3H, CHa), 0.89 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3).2*C RMN (125 MHz, CDCI3) : § 166.3, 162.7, 161.2,

160.2, 159.4, 155.5, 150.8, 138.8, 129.8, 112.1, 110.6, 107.9, 105.7, 64.9, 55.4, 26.8, 20.9, 19.2.

HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée C1sH20N504 " 370.15098, Trouvée 370.15063.
Pureté HPLC : 95.0%

(S)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroptéridin-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)-3-
méthylbutanamide (28kaa)

o Méthode séquentielle, rdt (5 étapes) 6 % (42.1 mg), solide
N H (|) incolore, *H RMN (500 MHz, CDCls) : § 10.67 (sl, 1H, NH),
[/ ]\)J\N \©/ 8.79 (sl, 1H, NH), 8.58 (m, 2H, ArH), 7.26 (t, J = 2.0 Hz, 1H,
Sy NIA\o o) ArH), 7.07 (t,J = 8.2 Hz, 1H, ArH), 6.95 (dd, J = 2.0 et 8.2 Hz,
H 1H, ArH), 6.55 (dd, J = 2.0 et 8.2 Hz), 5.27 (d, J = 10.8 Hz, 1H,

CH), 3.71 (s, 3H, OCHg), 3.07 (m, 1H, CH), 1.24 (d, J = 6.7

Hz, 3H, CH3), 0.88 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3).1*C RMN (125 MHz, CDCI3) : § 166.6, 161.4,
160.1, 150.1, 148.5, 147.3, 141.9, 139.0, 129.6, 127.3, 112.3, 110.4, 105.7, 65.1, 55.4, 26.7,

21.0, 19.2. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C1sH20NsO4 * 370.15098, Trouvée
370.15001. Pureté HPLC : 99.1%

(S)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydrothiéno[3,2-d]pyrimidine-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)-3-
méthylbutanamide (28laa)

o Méthode « one-pot, two steps », rdt (5 étapes) 2 % (13.6 mg),
H | solide incolore, *H RMN (500 MHz, CDCl3) : 6 10.74 (sl, 1H,
{’jk"IfN O NH), 8.90 (sl, 1H, NH), 7.67 (d, J = 5.3 Hz, 1H, ArH), 7.31 (t,
Q- J=2.2Hz, 1H, ArH), 7.15 (t, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.00 (d, J
N" 0 = 8.0 Hz, 1H, ArH), 6.92 (d, J = 5.3 Hz, 1H, ArH), 6.61 (dd, J

= 2.2 ¢t 8.0 Hz, 1H, ArH), 5.26 (d, J = 10.6 Hz, 1H, CH), 3.76

(s, 3H, OCHs), 3.09 (m, 1H,CH), 1.21 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3), 0.86 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3).13C
RMN (125 MHz, CDCI3) : & 167.6, 160.2, 159.8, 153.0, 144.4, 139.2, 136.6, 129.7, 117.1,

112.7, 112.4, 110.4, 105.8, 64.6, 55.4, 26.9, 21.1, 19.2. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]+
Calculée C1gH20N304S * 374.1169, Trouvée 374.11607. Pureté HPLC : 99.4%
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(S)-2-(6-fluoro-2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-fluorophényl)-3-
méthylbutanamide (28bag)

o Méthode « one-pot, two steps », rdt (5 étapes) 5 % (42.4
. I(“ £ M), solide incolore. 'H RMN (500 MHz, CDCls) : 6 9.91
N (sl, 1H, NH), 8.89 (sl, 1H, NH), 7.78 (dd, J = 8.0 et 2.9 Hz,
KI:AO 0 \©/ 1H, ArH), 7.50 (dt, J = 10.9 et 2.1Hz, 1H, ArH), 7.36 (td, J
H =8.3et 2.9 Hz, 1H, ArH), 7.20 (m, 1H, ArH), 7.12 (m, 2H,
ArH), 6.76 (tdd, J = 8.3, 2.5 et 0.5 Hz, 1H, ArH), 5.27 (d, J
=11.0 Hz, 1H, CH), 3.09 (m, 1H, CH), 1.20 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3), 0.85 (d, J = 6.7 Hz, 3H,
CHs). *°F RMN (470 MHz, CDCl3) § -111.37, -116.80. 3C RMN (125 MHz, CDCI3) : § 167.2,
163.1 (d, J = 245.5Hz), 162.9, 158.9 (d, J = 245.6Hz), 151.7, 139.4 (d, J = 11.0Hz), 134.9, 130.1
(d,J =9.5Hz), 124.2 (d, J = 24.7Hz), 117.3 (d, J = 7.8Hz), 115.4 (d, J = 2.8Hz), 115.3, 114.3
(d, J = 24.6Hz), 111.2 (d, J = 21.5Hz), 107.6 (d, J = 26.3Hz), 65.0, 26.8, 20.9, 19.2. HRMS
(ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée C19H1gF2N303 * 374.13107, Trouvée 374.12972. Pureté
HPLC : 95.7%

2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-méthoxyphényl)-3-
méthylbutanamide ou S-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-N-(3-
méthoxyphényl)-3-méthylbutanamide (27aaa)

MVV665878 (27aaa) est synthétisé via les 3 voies de synthese, (avec voie 3, purification
colonne phase inverse), rdt = 24%, 36% ou 8% respectivement avec les voies de synthése 1,2
ou 3, solide incolore.

o 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds) : 8 11.50 (sl, 1H, NH), 9.49 (s,
I(H (|) 1H, NH), 7.94 (dd, J = 7.8 et 1.0 Hz, 1H, ArH), 7.69 (td, J =

N 7.3 et 1,5 Hz, 1H, ArH), 7.21 (m, 3H, ArH), 7.13 (g, J = 8.1
(:ﬁ:ko o} \©/ Hz, 1H, ArH), 7.10 (dt, J = 8.0 et 1.5 Hz, 1H, ArH), 6.59 (dq,
H J=7.8et1.2 Hz, 1H, ArH), 5.01 (d, J = 8.8 Hz, 1H, ArH), 3.69

(s,3H, OCHj3), 2.74 (m, 1H, CH), 1.14 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3),

0.67 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CHs). 3C RMN (100 MHz, DMSO-de) : § 167.3, 162.3, 159.3, 150.2,
140.3, 139.6, 135.2, 129.1, 127.7, 122.5, 115.1, 113.9, 112.6, 108.8, 106.0, 59.0, 55.0, 26.5,
22,5, 18.5. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée CxoH22N304" 368.1610, Trouvée

368,1621 m/z : [M + Na]* Calculée C20H21N3NaOs* 390.1430, Trouvée : 390.1424. Pureté
HPLC >95% (pour les 3 voies)

Voie de synthése n°® 4
Etapes 1 a 3 pareil que voie de synthése n°3.
4°Me étape :

Le composeé 11 (1 eq) et le composé 35ka (1.01 eq) sont dissous dans la pyridine (0.1 mol/L).
Le mélange est laissé sous agitation, a 120°C, sous atmosphere inerte (N2) pendant 18h.
Lorsque la réaction est terminée, le solvant est évaporé sous pression réduite. Le résidu est
dissous dans de I’acétate d’éthyle et est lavé 2 fois avec une solution d’HCI 1N, puis avec une
solution de NaHCO3 et enfin avec une solution de NaCl sat. La phase organique est sechée sur
MgSOQs et concentrée sous vide pour donner le produit 28aka.
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(2S,3R)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-hydroxy-N-(3-
méthoxyphényl)butanamide (28aka)

HO, Rdt (4 étapes) 13 % (176.6 mg), solide incolore. *H RMN (400

o | MHz, DMSO-d6) : § 11.37 (sl, 1H, NH), 9.54 (sl, 1H, NH),
N/ng O 7.93(d,J=7.9Hz 1H, ArH), 7.66 (td, J = 7.7 et 1.5 Hz, 1H,
@LX S \©/ ArH), 7.16 (m, 5H, ArH), 6.60 (ddd, J = 7.7, 2.4 et 1.4 Hz, 1H,
N~ ~0 ArH), 5.15 (d, J = 8.3 Hz, 1H, CH), 4.73 (d, J = 5.9Hz, 1H,

H OH), 4.40 (m, 1H, CH), 3.69 (s, 3H, OCHs3),1.34 (d, J = 6.1

Hz, 3H, CHs). *C RMN (125 MHz, DMSO-d6) : § 167.2, 162.4, 159.3, 150.4, 140.1, 139.8,
134.8, 129.1, 127.6, 122.2, 115.0, 114.4, 112.6, 108.8, 105.9, 62.6, 59.4, 55.0, 23.5.HRMS

(ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée C19H19N3NaOs" 392.1217, Trouvée 392.1222 . Pureté
HPLC : 98.3%

Synthése du composé 38

35aa (1.1 eq) et l'acide anthranilique (1 eq) sont dissous dans du DCM (0.1 mol/L), puis la
DIPEA (3 eq) est introduite et le mélange est agité pendant 30 min at.a sous N2 ; puis T3P 50%
dans ACN (1.7 eq) est ajouté. Le milieu réactionnel est agité pendant 24h a t.a sous N». Lorsque
la réaction est terminée (suivis par RNM), thioCDI (3.3 eq) est ajouté puis le milieu réactionnel
est agité 6h a 40°C. Une fois la réaction terminée, le milieu réactionnel est dilué avec de I’eau
et extrait avec de 1’acétate d’éthyle. Puis la phase organique est lavée trois fois avec une solution
de NaHCOs puis avec une solution de NaCl saturée. La phase organique est séchée sur MgSQza,
et concentrée sous vide afin d’obtenir le composé désiré qui sera ensuite purifié par colonne
sur Puriflash (5 CV 100% EP, puis 15 CV gradient jusqu’a 70/30 EP/AcOEt et isocratique
70/30 EP/AcOEt jusqu’a récupérer la totalité du produit) afin d’obtenir le composé 38 pur sous
forme de solide incolore (35.3mg, rdt en 5 étapes : 5%)

IH RMN (500 MHz, DMSO-d6) : 5 13.18 (sl, 1H, NH), 9.29

Q H | (s, 1H, NH), 7.92 (m, 1H, ArH), 7.70 (td, J = 7.6 et 1.1 Hz, 1H,
dN N\©/O ArH), 7.45 (m, 1H, ArH), 7.35 (t, J = 7.6 Hz, 1H, ArH), 7.17

N/gs ©

H

(m, 1H, ArH), 7.14 (t, ] = 8.2 Hz, 1H, ArH), 7.08 (m, 1H, ArH),

6,61 (dd, J = 8.2 et 2.0 Hz, 1H, ArH), 6.27 (m, 1H, CH), 3.69

(s,3H, OCHj3), 2.81 (m, 1H, CH), 1.23 (d, J = 6.0 Hz, 1H, CH3),
0.70 (d, J = 6.5 Hz, 1H, CHs). *3C RMN (125 MHz, DMSO-d6) : 117.5, 166.9, 159.3, 159.1,
140.1, 139.4, 135.8, 129.0, 127.4, 124.7, 115.8, 115.7, 113.1, 108.9, 106.7, 65.3, 55.1, 26.8,
23.0, 18.4. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée C20H22N303sS* 384.13764, Trouvée :
384.13721. Pureté HPLC : 95.8%
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Syntheése des composeés 39 et 40

L’anhydride phtalique (1.1 eq) et 35aa (1 eq) sont dissous dans DCM (0.2 mol/L) avec EtsN (2
eq), le mélange est agité 6h a t.a. Une fois la réaction terminée, le milieu réactionnel est dilué
avec DCM, et une solution de HCI 1N est ajoutée. Les phases aqueuses et organiques sont
séparées. La phase organique est ensuite lavée avec une solution de NaCl sat. Elle est séchée
sur MgSO4 et concentrée sous vide afin d’obtenir le composé désiré qui sera ensuite purifié par
chromatographie (Puriflash, 5 CV 100% puis 10 CV gradient jusque 95/5 DCM/MeOH puis
isocratique 95/5 DCM/MeOH jusqu’a récupérer la totalité du produit) afin d’obtenir le composé
39 pur sous forme de solide incolore (rdt = 33%).

Acide (S)-2-((1-((3-méthoxyphényl)amino)-3-méthyl-1-oxobutan-2-
yl)carbamoyl)benzoique (39)

o IH RMN (500 MHz, DMSO-d6) : § 10.14 (sl, 1H, NH), 8.74
j:’(ﬂ L (d J=7.0Hz 1H, NH), 7.80 (d, J = 7.0 Hz, 1H, ArH), 7.48

N (m, 3H, ArH), 7.39 (d, J = 7.0 Hz, 1H, ArH), 7.33 (d, J = 7.0
QiHOH 0 O/ Hz, 1H, ArH), 7.19 (t, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 6.64 (d, J = 8.0
Hz, 1H, ArH), 4.43 (t, = 7.0 Hz ,1H, CH), 3.73 (s, 3H, OCHs),

o 2.26 (M, 1H, CH), 0.97 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3), 0.94 (d, J =

6.6 Hz, 3H, CHs).2*C RMN (125 MHz, DMSO-d6) : 170.3, 169.6, 168.73, 159.4, 140.2, 137.6,
130.0,129.3, 129.3, 129.3, 129.2, 128.9, 127.8, 111.9, 108.7, 105.4, 59.1, 55.0, 29.8, 19.4, 18.0.

HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée C20H23N.0s" 371.16015, Trouvée 371.15952.
Pureté HPLC : 97.7%

Le composé 39 est ensuite introduit dans un tube MW avec de I’ACN (0.1 mol/L). Le milieu
réactionnel est mis sous MW 2 fois 30 min a 150°C. Une fois la réaction terminée, le milieu
réactionnel est évaporé puis dilué avec DCM. La phase organique est lavée avec une solution
de NaHCO3 sat puis séchée sur MgSO4 et concentrée sous vide afin d’obtenir le composé
désiré qui sera ensuite purifié par chromatographie (Puriflash, 5 CV 100% puis 10 CV gradient
jusque 95/5 DCM/MeOH puis isocratique 95/5 DCM/MeOH jusqu’a récupérer la totalité du
produit), afin d’obtenir le composé 40 pur sous forme de solide incolore (rdt = 24%).

(S)-2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)-N-(3-méthoxyphényl)-3-méthylbutanamide (40)
'H RMN (500 MHz, DMSO-d6) : § 9.10 (s, 1H, NH), 9.90 (m,

0]
2H, ArH), 7.18 (m, 2H, ArH), 7.36 (t, J = 2.2 Hz, 1H, ArH),
N 7.20 (t, J = 8.2 Hz, 1H, ArH), 7.03 (dd, J = 0.7 et 8.0 Hz, 1H,
g NH ArH), 6.66 (dd, J = 0.7 et 8.0 Hz, 1H, ArH), 4.53 (d, J = 11.6,
C /
(0]

1H, CH), 3.80 (s, 3H, OCH3), 2.94 (m, 1H, CH), 1.18 (d,J=6.5

Hz, 3H, CHs), 0.91 (d, J = 6.5 Hz, 3H, CH3).13C RMN (125

MHz, DMSO-d6) : 166.7, 167.0, 167.0, 160.3, 139.1, 134.8,
134.8, 131.4, 129.8, 129.8, 124.0, 124.0, 112.1, 110.6, 105.5, 65.0, 55.5, 27.9, 19.8, 19.6.
HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée C20H21N204" 353.14958, Trouvée 353.1491.
Pureté HPLC : 96.5%
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Synthése du composé 41

37aaa, de I'imidazole (3 eq) et DBU (3 eq) sont dissous dans DMF (0.15 mol/L). Le milieu
réactionnel est agité 16h a 150°C. Une fois la réaction terminée, le mélange est lavé avec du
NH4Cl saturé et extrait avec du DCM. La phase organique est lavée par NaCl sat puis séchée
sur MgSOzs et concentrée sous vide afin d’obtenir le composé désiré qui sera ensuite purifié par
colonne sur Puriflash (5 CV 100% EP, puis 5 CV 80/20 EP/AcOEt puis 10 CV gradient jusqu’a
70/30 EP/AcOEt et isocratique 70/30 EP/AcOEt jusqu’a récupérer la totalité du produit) afin
d’obtenir le composé 41 pur sous forme de solide incolore (rdt 5 étapes = 8%).

(S)-N-(3-méthoxyphényl)-3-méthyl-2-(4-oxoquinazoline-3(4H)-yl)butanamide (41)
0 !H RMN (500 MHz, DMSO-d6) : § 8.43 (s, 1H, N=CH-N),
I(“ (|) 8.40 (sl, 1H,NH), 8.31 (dd, J = 8.0 et 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.80
N (td, J = 8.0 et 1.1 Hz, 1H,ArH), 7.77 (t, J = 8.0 Hz, 1H,ArH),
(:f:/) O \©/ 7.53 (td, J=7.4 et 1.1 Hz, 1H, ArH), 7.28 (t, J = 2.0 Hz, 1H,
ArH), 7.18 (t, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 7.00 (dd, J = 8.0 Hz et 1.1
Hz, 1H,ArH), 6.67 (dd, J = 8.0 et 2.0 Hz, 1H, ArH), 5.16 (d, J = 10.8 Hz, 1H,CH), 3.77 (s, 3H,
OCHB3), 2.76 (m, 1H, CH), 1.22 (d, J = 7.0 Hz, 3H, CH3), 0.91 (d, J = 7.0 Hz, 3H,CH3). *C
RMN (125 MHz, DMSO-d6) : 167.1, 162.1, 160.3, 147.7, 144.0, 138.5, 135.0, 129.9, 128.0,

127.7,127.1, 121.4,112.3, 111.2, 105.6, 63.4, 55.5, 29.2, 20.1, 18.5 HRMS (ESI-QTof) : m/z
: [M + H]* Calculée C20H22N303* 352.16557, Trouvée 352.16558. Pureté HPLC : 99.4%

Synthése du composé 42

Le composé 37aaa et NaNO2 sont dissous dans H20 (0.2 mol/L), puis HCI conc (0.2/1 H,O/HCI
v/Vv) est ajouté. Le milieu réactionnel est laissé sous agitation 10 min a t.a. Une fois la réaction
terminée, le mélange est dilué avec H-O et extrait avec AcOEt. La phase organique est séchee
sur MgSOs et concentrée sous vide afin d’obtenir le composé désiré qui sera ensuite purifié par
colonne chromatographique (éluant : 80/20 EP/AcOEt) afin d’obtenir le composé 42 pur sous
forme de solide incolore (22.1 mg, rdt 5 étapes = 6%).

(S)-N-(3-méthoxyphényl)-3-méthyl-2-(4-oxobenzo[d][1,2,3]triazine-3(4H)-yl)butanamide
(42)

§ (|) = 1.0 et 8.0 Hz, 1H, ArH), 8.22 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 8.0

(td, J = 1.5 et 7.8 Hz, 1H, ArH), 7.85 (td, J = 1.0 et 7.8, 1H,
(:f:m o) \©/ ArH), 7.35 (t, J = 2.0 Hz, 1H, ArH), 7.16 (t, J = 8.0 Hz, 1H,

ArH), 7.00 (dd, J = 1.5 et 8.0 Hz, 1H, ArH), 6.64 (ddd, J = 0.7,
2.5et8.2 Hz, 1H, ArH), 5.35 (d, J = 11.0, 1H, CH), 3.77 (s, 3H, OCHs3), 3.15 (m, 1H, CH), 1.27
(d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3), 0.93 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3).2*C RMN (125 MHz, CDCl3) : : &
166.3, 160.2, 156.6, 143.7, 138.8, 135.6, 133.0, 129.7, 128.7, 125.5, 119.4, 112.1, 110.9, 105.4,

69.5, 55.4, 29.0, 19.9, 19.4. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée CioH21N4Os*
353.16082, Trouvée 353.16016. Pureté HPLC > 99.9%

o IH RMN (500 MHz, CDCls) : 8 8.63 (sl, 1H, NH), 8.37 (dd, J
H
’.“\/gf
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Synthése du composé 43

Le 35aa et I’acide o-anisique sont dissous dans du DCM (0.2 mol/L), puis la DIPEA (3 eq) est
introduite et le mélange est agité pendant 30 min a t.a sous N2 ; puis T3P & 50 % dans de 'ACN
est ajouté. Le melange est ensuite agité pendant une nuit a t.a. Une fois la réaction terminée, le
milieu réactionnel est dilué avec de I’eau et extrait avec de I’acétate d’éthyle. Puis la phase
organique est lavée trois fois avec une solution de NaHCOs3, puis avec une solution de NH4Cl
et une derniere fois avec une solution de NaCl saturée. La phase organique est séchée sur
MgSOs et concentrée sous vide afin d’obtenir le composé désiré qui sera ensuite purifi¢ par
chromatographie (éluant : 99/1 DCM/MeOH) afin d’obtenir le composé 43 pur sous forme de
solide incolore (35.1 mg, rdt 5 étapes = 18%)

(S)-2-méthoxy-N-(1-((3-méthoxyphényl)amino)-3-méthyl-1-oxobutan-2-yl)benzamide
(43)

o IH RMN (500 MHz, CDCls) : 9.13 (sl, 1H, NH), 8.57 (d, J =
§ 5 8.1, 1H, NH), 8.20 (dd, J = 7.9 et 1.8 Hz, 1H, ArH), 7.48 (dd,

d” \©/ J=79et 1.8 Hz, 1H, ArH), 7.25 (m, 1H, ArH), 7.09 (m, 2H,
o O ArH), 7.01 (m, 2H, ArH), 6.59 (dd, J = 8.0 et 2.1 Hz, 1H, ArH),

| 4.82 (dd, J=8.1et 7.2 Hz, 1H, CH), 4.02 (s, 3H, CHs), 3.69 (s,

3H, OCH3), 2.39 (m, 1H, CH), 1.12 (d, J = 7.1 Hz, 3H, CH3),

1.11 (d, J = 7.1 Hz, 3H, CH3). 3C RMN (125 MHz, CDCls) : § 170.2, 166.0, 160.1, 157.9,
139.4, 133.4, 132.4, 129.5, 121.4, 121.0, 112.4, 111.6, 110.6, 105.3, 60.1, 56.3, 55.3, 30.8, 19.7,

18.6. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée CzoH2sN204" 357.18099, Trouvée
357.18088. Pureté HPLC : 99.7%

Synthese du composé 44

Le 35aa et l'acide 1-méthyl-2-ox0-1,2-dihydropyridine-3-carboxylique sont dissous dans du
DCM (0.2 mol/L), puis la DIPEA (3 eq) est introduite et le mélange est agité pendant 30 min a
t.a sous N2 ; T3P & 50 % dans de I'ACN est ajouté. Le mélange est ensuite agité pendant une
nuit a t.a. Une fois la réaction terminée, le milieu réactionnel est dilué avec de 1’eau et extrait
avec de I’acétate d’éthyle. Puis la phase organique est lavée trois fois avec une solution de
NaHCOs3, puis avec une solution de NH4ClI et une derniere fois avec une solution de NaCl
saturée. La phase organique est séchée sur MgSOa et concentrée sous vide afin d’obtenir le
composé désiré qui sera ensuite purifié par chromatographie (éluant : 99/1 DCM/MeOH) afin
d’obtenir le composé 44 pur sous forme de solide incolore (49.7mg, rdt 5 étapes = 30%).

(S)-N-(21-((3-méthoxyphenyl)amino)-3-méthyl-1-oxobutan-2-yl)-1-méthyl-2-oxo-1,2-
dihydropyridine-3-carboxamide (44)

o § (l) IH RMN (500 MHz, CDCls) : & 10.42 (d, J = 7.9, 1H, NH),

Efk” @/ 8.74 (sl, 1H, NH), 8.49 (dd, J = 7.3 et 2.2 Hz, 1H, ArH), 7.56

N6 o) (dd, J = 6.7 et 2.2 Hz, 1H, ArH), 7.32 (t, J = 2.2 Hz, 1H, ArH),

| 7.12 (t, J=8.2, 1H, ArH), 6.96 (ddd, J = 8.0, 1.8 et 0.8 Hz, 1H,

ArH), 6.59 (t, J = 8.3, 2.5 et 0.8 Hz, 1H, ArH), 6.40 (dd, J = 7.2

et 6.7, 1H, ArH), 4.53 (dd, J = 6.7 et 7.9 Hz, 1H, CH), 3.74 (s, 3H, OCH3), 3.65 (s, 3H, CH3),

2.46 (M, 1H, CH), 1.10 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3), 1.07 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3). 13C RMN (125

MHz, CDCls) : § 169.9, 165.0, 162.6, 160.1, 144.1, 142.2, 139.3, 129.5, 120.7, 112.2, 110.4,

106.7, 105.4, 60.5, 55.4, 38.6, 29.8, 19.9, 18.4. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]* Calculée
C1oH24N304* 358.17613, Trouvée 358.17558. Pureté HPLC : 99.4%

224



Syntheése des composeés 45 et 46

La 2-aminopyridine (ou 2-amino-5-bromopyridine ou 2-amino-5-bromopyrimidine) est
dissoute dans du THF (0.7 mol/L) anhydre sous N2, puis du bromoacétate d'éthyle (1.1 eq) est
ajouté goutte a goutte a 0°C. Le mélange est ensuite agité 8h a t.a. Le produit précipite lors de
la réaction. Les produits 48, 49 ou 50 sont obtenus, apres filtration et lavage par Et20, sous
forme de solide.

2-amino-1- (2-éthoxy-2-oxoéthyl) pyridin-1-ium bromide (48)
@ solide incolore (rose au contact de I’air avec le temps), rdt = 66% (365.5mg).

N“ NH,  *HRMN (400 MHz, DMSO-d6) : § 8.62(sl, 2H, NHz), 8.02 (dd, J = 6.7 et 0.9
O._~ Hz,1H, ArH), 7.92 (ddd, J=7.1 et 1.5 Hz, 1H, ArH), 7.12(d, J = 8.8 Hz, 1H,
ArH), 6.94(td, J = 6.9 et 1.2Hz, 1H, ArH), 5.16(s, 2H, CH>), 4.21(q, J = 7.1,

© 2H, CHy), 1.25 (t, J = 7.1Hz, 3H, CHs). Conforme a la littérature.?®

Br

Bromure de 2-amino-5-bromo-1-(2-éthoxy-2-oxoéthyl)pyridin-1-ium (49)

Br N solide incolore (rose au contact de 1’air avec le temps) rdt = 26% (153.1
| mg).
Br N" "NHz  'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) : & 8.81(sl, 2H, NHy), 8.34 (sl, 1H, ArH),

O~ 7.98(d,J=9.4Hz 1H, ArH), 7.01 (d, J = 9.4 Hz, 1H, ArH), 5.05(s, 2H,
CHy), 4.21(q, J = 7.0, 2H, CH>), 1.25 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH3). Conforme

o) eh
a la littérature.238

Bromure de 2-amino-1-(2-éthoxy-2-oxoéthyl)pyrimidine-1-ium (50)

N solide bleu/noir rdt = 6% (49.9 mg)
fN;J\ 'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) : § 9.26 (sl, 2H, NH>), 8.86 (sl, 1H, ArH),
Br

NH2  8.43(d,J=6.7 Hz, 1H, ArH), 7.07 (t, J = 4.5 Hz, 1H, ArH), 5.07(s, 2H, CH>),

KWOV 4.22(q, J = 7.0, 2H, CH,), 1.25 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CHs).
(0]
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Le produit 48 (ou 49), le composé 35aa et le K3PO4 sont dissous dans DMF anhydre (0.2
mol/L). Le milieu réactionnel est agité a 100°C sous air pendant 20h. Apres réaction, le mélange
est refroidi puis H20 froid est ajoutée. Le produit est ensuite extrait avec de I’ AcOEt. La phase
organique est séchée sur MgSOs et concentrée sous vide afin d’obtenir le composé désiré qui
sera ensuite purifié par chromatographie (éluant : 70/30 EP/AcOEt).

(S)-N-(3-méthoxyphényl)-3-méthyl-2-(3-(pyridin-2-yl)uréido)butanamide (45)

Rdt 12 % (18.2 mg), solide incolore. *H RMN (500 MHz,

H L CDCly) : 5 9.96 (s, 1H, NH), 8.87 (s1, 1H, NH), 8.73 (sl, 1H,

SN HN NH), 8.21 (dd, J = 5.0 et 1.4 Hz, 1H, ArH), 7.56 (dd, J = 7.5 et
@k PN \©/ 2.1 Hz, 1H, ArH), 7.34 (t, J = 2.1Hz 5H, ArH), 7.15 (t, J = 8.2
N O Hz, 1H, ArH), 7.01 (m, 1H, ArH), 6.99 (ddd, J = 8.1, 1.8 et 0.7

Hz, 1H, ArH), 6.91 (ddd, J = 7.2, 5.1 et 0.7 Hz, 1H, ArH), 6.91

(ddd, J = 8.3, 2.5 et 0.7 Hz, 1H, ArH),4.42 (dd, J = 7.7 et 6.6 Hz, 1H, CH), 3.75 (s, 3H, OCHs),
2.47 (m, 1H, CH), 1.09 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CHs), 1.08 (d, J = 6.8 Hz, 3H, CH3). 3C RMN (125
MHz, CDCl) : § 170.7, 160.2, 156.8, 153.2, 146.4, 139.2, 138.7, 129.7, 117.5, 112.3, 112.3,

110.5 105.6, 61.1, 55.4, 30.4, 19.3, 18.4. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [2M + H]" Calculée
CasHasNsOs"685.34566, Trouvée 685.34546. Pureté HPLC : 95.1%

(S)-2-(3-(5-bromopyridin-2-yl)uréido)-N-(3-méthoxyphényl)-3-méthylbutanamide (46)

Rdt 12 % (14.1 mg), solide incolore. *H RMN (500 MHz,

. § (|) CDCl3) : § 9.49 (sl, 1H, NH), 8.94 (sl, 1H, NH), 8.52 (sl,
\C\NK HN \@/ 1H, NH), 8.27 (d, J = 2.3Hz, 1H, ArH), 7.63 (dd, J = 8.8 et
Ak 0 2.3 Hz, 1H, ArH), 7.31 (t, J = 2.0Hz 5H, ArH), 7.16 (t, J =

N © 8.2 Hz, 1H, ArH), 6.98 (m, 1H, ArH), 6.65 (dd, J = 8.1 et

2.1Hz, 1H, ArH), 4.35 (t, J = 7.1 Hz, 1H, CH), 3.76 (s, 3H,
OCHs), 2.40 (m, 1H, CH), 1.08 (d, J = 6.5 Hz, 6H, CHs). 13C RMN (125 MHz, CDCls) : &
170.5, 160.2, 156.3, 151.8, 147.3, 141.3, 139.0, 129.8, 113.8, 112.4, 112.3, 110.5, 105.9, 61.2,
55.4,30.6,19.9, 18.5. HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + H]" Calculée C1gH22BrNsOs* 422.08994
et 423.08514, Trouvée 422.08979 et 423.08697 Pureté HPLC : 98.0%

Synthése des composés 28ala et 52
Synthése 1 :

Le composé 28aka (1 eq) est dissous dans du DCM (0.1 mol/L), puis DAST (1.1 eq) est ajouté
a 0°C. Le milieu réactionnel est agité 30 min a 0°C puis 1h a t.a. Le milieu réactionnel est
ensuite refroidi a 0°C afin d’ajouter une solution de NaHCO3, puis extrait avec ACOEt. La phase
organique est séchée sur MgSOs et concentrée sous vide afin d’obtenir les composés 50 et 51
avec un ratio 1/0.7 (ratio RMN). Les composés sont ensuite purifiés par chromatographie
(éluant : 50/50 EP/AcOEt). Composeé 50, rdt = 23% et composé 51, rdt = 18%.

Synthése 2 :

Le composé 28aka (1eq) est dissous dans du DCM (0.5 mol/L), puis Fluolead (1.5 eq) est ajouté
a 0°C. Le milieu réactionnel est agité 30 min a 0°C puis 3h a t.a. Le milieu réactionnel est
ensuite évaporé puis une solution de NaOH sat est ajoutée. Le produit est extrait avec AcOEt.
La phase organique est séchée sur MgSOs et concentrée sous vide afin d’obtenir les composés
52. Ce composé est ensuite purifié par chromatographie (éluant: 50/50 EP/AcOELt) afin
d’obtenir un solide incolore (7mg, rdt = 15%).
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(2S,35)-2-(2,4-dioxo-1,4-dihydroquinazoline-3(2H)-yl)-3-hydroxy-N-(3-
méthoxyphényl)butanamide (28ala)

10  Solide incolore, IH RMN (400 MHz, DMSO-d6) : & 11.58 (sl,
j;(n o 1H, NH), 10.02 (sl, 1H, NH), 7.95 (d, J = 7.6 Hz, 1H, ArH),
dN ©/ 7.71 (dd, J = 7.6 et 1.2 Hz, 1H, ArH), 7.23 (m, 4H, ArH), 7.04
Nko o (d, J = 8.5 Hz, 1H, ArH), 6.65 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, 1H, ArH),

H 5.93 (d, J=5.5 Hz, 1H, OH), 5.26 (d, J = 8.6 Hz, 1H, CH), 4.73

(m, 1H, CH), 3.71 (s, 3H, OCHz), 1.04 (d, J = 6.2 Hz, 3H, CH3). 3C RMN (125 MHz, DMSO-
d6) : 6 167.2, 162.3, 159.6, 150.2, 139.6, 139.5, 135.5, 129.6, 127.7, 122.8, 115.3, 113.6, 112.0,

109.4, 105.4, 64.0, 59.1, 55.0, 20.2.HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée
C19H19N3NaOs* 392.1217, Trouvée 392.1220. Pureté HPLC : 95.2%

N-(3-méthoxyphényl)-2-méthyl-5-oxo-2,3-dihydro-5H-oxazolo[2,3-b]quinazoline-3-
carboxamide (52)

/ Solide incolore, *H RMN (400 MHz, DMSO-d6) : & 10.64 (s, 1H,

0 NH), 8.03 (dd, J = 7.9 et 1.4Hz, 1H, ArH), 7.77 (dd, J = 7.2 et 1.5 Hz,

1H, ArH), 7.50 (d, J = 8.2 Hz, 1H, ArH), 7.39 (dd, J = 6.5 et 1.1 Hz,

1H, ArH), 7.28 (t, J = 2.2 Hz, 1H, ArH), 7.26(t, J = 8.2 Hz, 1H, ArH),

o NN  7.13(ddd,J=8.1,2.0 et 0.6 Hz, 1H, ArH), 6.71(ddd. J = 8.3, 2.5 et 0.6

Hz, 1H, ArH), 5.39 (m, 1H, CH), 5.35 (d, J = 8.4 Hz, 1H, CH), 3.72

@LN (s, 3H, OCHa), 1.46 (d, J = 6.1 Hz, 3H, CHs). 3C RMN (125 MHz,
N/)\o DMSO-d6) : § 163.9, 159.6, 159.6, 155.5, 149.1, 139.1, 135.0, 129.8,

126.2,125.9, 124.6, 118.3, 111.6, 109.8, 105.0, 77.2, 60.0, 55.0, 15.1.
HRMS (ESI-QTof) : m/z : [M + Na]* Calculée C19H17N3NaO4 *374.1111, Trouvée 374.1110.
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ANNEXE 1 : Les différentes souches de P.falciparum

Il existe une multitude de souches de P.falciparum qui se sont développées partout dans le
monde. Voici une liste non-exhaustive des souches pouvant étre utilisées pour tester les activites
inhibitrices de divers candidats médicaments, 311313

Origine Profil de
Souche/Clone géographique résistance aux
médicaments
NF54 Pays-Bas -
D6 Sierra Léone -
3D7 Pays-Bas SDX
7G8 Brésil CQ, PYR,CYC
Indochine CQ, ON, PYR,
Dd2 QQ
SDX
FCB Thailande CQ, QN, CYC
FCR3 Gambie CQ
Indochine CQ, ON, PYR,
Wo Q. Q
SDX
HB3 Honduras PYR

SDX, sulfadoxine ; CQ, chloroquine ; QN, quinine ; CYC, cycloguanil ; PYR, pyriméthamine
La souche 3D7 a été dérivée de la souche NF54. NF54 a été isolé d'un patient vivant pres de I'aéroport

de Schiphol aux Pays-Bas, patient qui n'avait jamais quitté les Pays-Bas...3!*
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ANNEXE 2 : Essais cliniques - Médicaments

Le développement clinique de médicaments se compose de cing phases (phase 0 a V).
Les essais cliniques se déroulent en différentes pour réepondre a diverses questions, et chaque

phase s'appuie sur les résultats des phases précédentes.

0 Pharmacocinétique, en particulier biodisponibilité orale et temps de demi-

vie du médicament

Essais sur des volontaires sains pour évaluer lI'innocuité, la tolérabilité, la
I pharmacocinétique, la pharmacodynamique d'un composé et les premiéres

mesures de l'activité du médicament.

Evaluer I'efficacité et les effets secondaires et déterminer la dose et le

schéma thérapeutique pour les essais de phase 111

Démontrer ou confirmer le bénéfice thérapeutique visant a la mise sur le

marché

v Pharmacovigilance aprés la mise sur le marché

Essais de phase 0

Phase préclinique facultatif afin d’enquéter sur certains parametres.
Ces essais concernent 1’évaluation des paramétres suivants :

e L’activité pharmacodynamique du candidat-médicament.
e La large fenétre thérapeutique du candidat-médicament.
e La non-toxicité du candidat-médicament et sa durée d’exposition : une courte durée,

soit environ une semaine.

Cette étude n’est pas obligatoire dans le cadre d’essais cliniques, elle peut avoir lieu lors de

la phase R&D du candidat-medicament.

Essais de phase |

Les différentes études realisées lors de la phase I :

e Phase la: un petit groupe de sujets recoit une dose unique du composé dans un cadre

clinique, et est surveillé.
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e Phase Ib: un autre petit groupe de sujets recoit non pas une dose unique mais de

multiples doses sous surveillance réguliere.

L’objectif étant d’évaluer tout d’abord a 1’échelle humaine, I'innocuité, la tolérabilité, la
pharmacocinétique, la pharmacodynamique d'un compose et les premiéres mesures de l'activité

du médicament.

Essais de phase Il

Les études lors de cette phase permettent de donner une premiére estimation de la relation

dose-réponse et des études ultérieures plus poussées peuvent confirmer cette relation.

Les chercheurs peuvent réaliser des études confirmatoires des relations dose-réponse en

phase Il ou partir en phase IlI.

Les études de phase Il peuvent comprendre les phases Ila et 1lb. Cependant, il n'y a pas

d’obligation formelle pour ces deux sous-catégories.

e Phase lla: études pilotes congues pour démontrer I'efficacité clinique ou l'activité
biologique (également appelées études de preuve de concept).
e Phase Ilb : études permettant de déterminer la dose optimale a laquelle le médicament

montre une activité biologique avec des effets secondaires minimes.

Essais de phase Il1

Les études de phase Il ont pour objectifs de démontrer le bénéfice du médicament en vue
de sa demande d’autorisation de mise sur le marché aupres des agences sanitaires compétentes.
Elles complétent donc la phase Il pour notamment proposer une notice d'utilisation adéquate
du médicament et expliquer les effets secondaires possibles.

Cette étape de I'évaluation du médicament est menée auprés d'une population cible plus

large et souvent plus diversifiée.
Phase IV

La phase IV est menée apres l'approbation du médicament : il s’agit de 1’étape de
pharmacovigilance qui aide a détecter tout effet indésirable rare ou a long terme sur une

population beaucoup plus importante et sur une période beaucoup plus longue.
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ANNEXE 3 : Essais cliniques - Vaccin contre le paludisme

Les essais cliniques de vaccins comprennent quatre phases (comme pour les médicaments),
le passage d’une phase a I’autre est conditionné par les résultats obtenus en termes d’innocuité,

d’immunogénicité puis d’efficacité.

Essais de phase |

Objectifs :
e ¢valuer ’innocuité chez I’Homme

e ¢valuer I’'immunogénicité du vaccin

Les essais sont d’abord effectués sur des volontaires adultes vivant dans des zones non-
endémiques (phase 1a). Suite a cela, les essais sont effectués sur des adultes puis des enfants

vivants dans des zones endémiques (phase Ib).
Les essais de phase | impliquent quelques dizaines de volontaires.

Essais de phase Il

Obijectif : évaluer I’efficacité potentielle du vaccin dans différentes conditions.

e 1% étape (phase lla) : condition expérimentale, c’est-a-dire que la vaccination se fait
sur des volontaires sains dans des pays non-endémiques avec une exposition a des
moustiques porteurs du paludisme (en générale 5 piqdres)

e 2°™M étape (phase Ilb) : condition naturelle, vaccination de la population exposée au

paludisme dans des pays endémiques.

Les essais de la phase Ila impliquent généralement une dizaine de volontaires, et ceux de la
phase I1b impliquent quelques centaines d’individus et sont comparés a un placebo (en pratique

un vaccin protégeant contre une autre maladie que le paludisme).
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Essais de phase Il1

Objectif : démontrer 1’efficacité du vaccin dans des conditions normales d’administration

ainsi que le controle de la sécurité (effets secondaires, ...).

Les essais de phase 111 consistent a faire une évaluation a grande échelle allant de quelques
centaines a quelques milliers de personnes, voire plus si le vaccin doit étre évalué sur des formes
graves du paludisme. Ceci aboutirait a une demande d’autorisation de mise sur le marché

(AMM).

Phase IV (pharmacovigilance, aprés la mise sur le marché)

Objectif :

o identifier les effets secondaires tardifs ou rares sur certaines personnes

e ¢évaluer Pefficacité du vaccin
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ANNEXE 4 : Mécanismes

Mécanismes pour 1’obtention des dérivés de type 1-(2-pyridinyl)urée®® :
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Mécanisme de couplage peptidigue avec HBTU et COMU :
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Mécanisme de couplage peptidigue avec des sels de fluoroformamidinium (TFFH ou

BTFFH) : 315316
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Mécanisme de couplage peptidique avec T3P :
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GLOSSAIRE

Antigéne :
Un antigene est une substance étrangére a 1’organisme reconnue par le systéme de défense

de I’organisme (systéme immunitaire).

Immunité stérilisante :

L’immunité stérilisante empéche totalement I’infection de 1’hote par un agent infectieux

donné.

Prophylaxie :

Processus ayant pour but de prévenir I’apparition, la propagation ou I’aggravation d’une

maladie.

Antimétabolite :

Un antimétabolite est une substance chimique, ayant une structure proche d’un métabolite,

qui va ainsi entraver la voie métabolique ciblée.

Pharmacogénétique :

La pharmacogénétique est une branche de la génétique qui étudie les mécanismes d’origine
génétique intervenant dans la réponse aux médicaments. L’étude a pour objectif de vérifier et

d’optimiser I’efficacité et sa sécurité d’emploi.

Criblages phénotypiques :

Le criblage phénotypique est une stratégie visant a identifier des molécules ayant des effets
biologiques lors d’essais in vivo ou in cellulo.

Par exemple le criblage phénotypique a haut-débit consiste a tester de grandes bibliothéques
de composés chimiques. Ces tests sont des tests cellulaires automatisés qui mesurent les effets

sur des caractéristiques telles que la prolifération cellulaire.

Toxicophore :
Un toxicophore est une structure chimique, ou une partie d'une structure, qui est liée aux

propriétés toxiques d'un produit chimique. Les toxicophores peuvent agir directement, ou
peuvent nécessiter une activation métabolique. Dans le premier cas le produit chimique est

toxique, dans l'autre cas c'est son métabolite qui est toxique.
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Isoformes des cytochromes P450 :

Des isoformes sont des molécules de la méme famille qui posseédent des structures trés
proches et ont des fonctions voisines. En fait, les cytochromes P450 notés CYPs, font partie
d'une vaste famille de métalloenzymes. lls sont répartis dans trois familles (CYP1, CYP2 et

CYP3) et il existe des sous familles. Chaque type de cytochrome a une fonction différente.

Relations structures/activités (SAR) :

Les relations structure/activité (SAR) constituent la relation existant entre une structure
chimique et une activité pharmacologique pour une série de molécules. En effet, étudier les
relations SAR revient a synthétiser diverses molécules de la méme série en modulant certaines
parties de leurs structures, puis de tester leurs activités pharmacologiques. Cette modulation va
permettre de savoir quelles parties de la structure vont impacter I'activité pharmacologique.

Relations structures/propriétés (SPR) :

Les relations structure/activité (SPR) constituent la relation existant entre une structure
chimique et les propriétés physico-chimiques et ADME-PK pour une série de molécules. En
effet, étudier les relations SPR revient a synthétiser diverses molécules de la méme série en
modulant certaines parties de leurs structures puis de tester leurs propriétés physico-chimiques.

Differentes propriétés physico-chimiques ou ADME-PK peuvent étre testées comme :
solubilité, pKa, perméabilité membranaire, taux de liaison aux protéines plasmatiques/ou
cérébrales, stabilité métabolique, clairance, temps de demi-vie, biodisponibilité...

ADME-PK est Il'abréviation de la pharmacocinétique et de la pharmacologie pour
"I'Absorption, la Distribution, le Métabolisme et I'Excrétion”. Les propriétés concernant
I'absorption sont importantes pour connaitre le mode d'administration du médicament. La
distribution est définie comme le transfert du médicament d'une région du corps a une autre,
elle est importante car certaines molécules bioactives éprouvent des difficultés a passer
certaines barrieres physiologiques. Le métabolisme est important car certaines molécules
bioactives peuvent étre métabolisées et leurs métabolites peuvent ne pas étre bio-actifs.
L'excrétion est également importante car le médicament et ses métabolites doivent étre eliminés

pour ne pas affecter le métabolisme normal.
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Méthémoglobinémie :

La méthémoglobine est de I’hémoglobine dans laquelle le fer oxydé passe de 1’état ferreux
(Fe?*) a I'état ferrique (Fe*) empéchant le transport de I’oxygéne dans le sang. La
méthémoglobinémie est une maladie qui se produit lorsqu’il y un taux de méthémoglobine trop

important dans le sang pouvant étre induit par divers phénomeénes.

Aire de la surface polaire topologigue TPSA :

L’aire de la surface polaire (PSA) (ou I’aire de la surface polaire topologique (TPSA) d'une
molécule) est définie comme la somme de la surface de tous les atomes ou molécules polaires,
principalement I'oxygene et I'azote, y compris leurs atomes d'hydrogéne attachés. La TPSA est

obtenue par un calcule baseé sur la topologie de la molécule.

Calcul de « Connolly Accessible Area » :

Plusieurs définitions de la surface des protéines ont été introduites, chacune ayant des
caractéristiques différentes et divers degrés de détail. Les définitions de surface les plus
couramment rencontrées sont : la surface de van der Waals (vdW) (Bash et al. 1983), la surface
de Lee-Richards ou « Solvent-Accessible surface » (SAS) (B. Lee et al. 1971) et la surface
Connolly ou « Solvent-Excluded surface » (SES) (Connolly 1983).

Le calcul de la surface de Connolly est réalisé selon la méthode suivante : une molécule
(déterminée par une famille de boules de van der Waals, figure ci-dessous) interagit avec son
environnement a travers sa surface moléculaire, dont on donne trois types de représentations.
Le bord de I’union des boules de van der Waals, dénommée surface de van der Waals, sert
surtout a visualiser la molécule. Pour étudier la solvatation d’une molécule, on a besoin de
connaitre la surface accessible au solvant (SAS). On la déduit de la surface précédente en faisant
rouler dessus une boule mimant une molécule d’eau : le centre de cette boule dessine une
nouvelle surface, dénommée surface accessible au solvant.

On s’intéresse aussi a la manicre dont la boule qui représente le solvant recouvre les creux
de la surface de van der Waals : on obtient ainsi la surface de Connolly (SES), troisieme type

de representation de la surface moléculaire (figure ci-dessous).
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(a) : La surface d’une molécule représentée par des boules de van der Waals est constituée par la frontiére de
I’ensemble de ces boules, ¢’est la surface de van der Waals (en bleu). (b) : La surface accessible par le solvant
(en rouge) est I’ensemble des positions possibles du centre d’une boule représentant le solvant, qui roulerait sur
la surface de van der Waals (SAS). (c) : La surface de Connolly (en vert) prend en compte le recouvrement des

creux par la boule représentant le solvant (SES).
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RESUME
1) Introduction

Le paludisme (ou malaria) est encore aujourd’hui une maladie infectieuse
préoccupante et mortelle dans les régions tropicales et subtropicales d’Afrique, d’Asie
et d’Amérique. En 2019, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a enregistré 229
millions de cas et 409 000 décés dus au paludisme.

Les enfants 4gés de moins de cing ans et les femmes enceintes en sont les principales
victimes. Le paludisme est di a des parasites du genre Plasmodium et est transmis
d’une personne a l'autre par des piqlres de moustiques femelles du genre Anopheles
(vecteurs). Cing espéces de Plasmodium sont pathogénes chez I'Homme : P.
falciparum (la plus virulente et la plus répandue), P. malariae, P. ovale, P. vivax et P.
knowlesi. Depuis une dizaine d’années, la morbidité et la mortalité liées au paludisme
ont nettement reculé, notamment grdce a un meilleur diagnostic, a [utilisation
croissante de moustiquaires et a un acces aux soins amélioré. Cependant,
I'émergence de résistances aux insecticides et aux médicaments antipaludéens est
une menace pour les efforts mondiaux de contrble et d'élimination du paludisme.!

Ainsi, il est urgent de trouver de nouvelles cibles et de développer de nouveaux agents
antipaludiques agissant via des mécanismes originaux.

Selon les recommandations de 'OMS et de Medicines for Malaria Venture (MMV), ces
agents antipaludéens de nouvelle génération doivent répondre a un cahier des
charges trés précis'?6.127

1) étre a action rapide,

2) posséder une activité biologique contre plusieurs stades du cycle de vie du
parasite,

3) éliminer la parasitémie du stade sanguin,

4) étre actifs contre les hypnozoites (responsables de « rechutes »),
4) posséder une activité contre les schizontes hépatiques,

5) bloquer la transmission en ciblant les gamétocytes du parasite,

6) bloquer la transmission en ciblant le cycle sporogonique (phase dans
'anophéle).

Dans ce contexte, I'équipe « Chimie Médicinale et Phytopharmaceutique » du
Laboratoire d’Innovation Moléculaire et Applications s’est intéressée a I'exploitation de
la « Malaria Box » de MMV et a identifié un cluster prometteur de trois molécules
basées sur un squelette de type quinazolinedione (figure I). Outre leur simplicité et
rapidité de synthese, ces molécules possedent des propriétés pharmacologiques
intéressantes contre plusieurs stades du cycle de vie du parasite du paludisme tout en
ayant une faible toxicité envers des cellules humaines. Cependant, ces molécules
souffrent d’'un handicap majeur, eu égard a leur modeste profil pharmacocinétique
avec notamment des problémes de solubilit¢ ou de stabilité métabolique.'® Pour
pallier ces défauts, nous avons alors entamé une phase d'optimisation de ces « hits »
qui consiste a les modifier pour améliorer leurs propriétés pharmacologiques.
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Figure | : Molécules d’intérét basées sur un squelette de type quinazolinedione issues de la Malaria
Box

Ce cluster de molécules a été divisé en deux séries :

e série 1: MMV665916 et MMV019066 (molécules possédant le méme
espaceur entre le coeur quinazolinedione et la liaison amide ainsi qu’une
position benzylique).

e série 2: MMV665878 (structure proche de la série 1 possédant un espaceur
de type amino acide et un anilide).

2) Résultats et discussions

- Les premiers résultats concernant la série 1 ont montré que I'étude des Relations
Structure Activité (SAR) reste relativement « plate », aucun des 27 analogues préparés
n’ayant conduit a une amélioration ou rétention de l'activité biologique. Récemment,
d’aprés I'analyse du résistome de P. falciparum, Cowell et al. ont suggéré un possible
mode d’action de cette série 1 de quinazolinedione via linhibition de I'enzyme
farnésyltransférase (PfFT) zinc-dépendante (PF3D7_1147500)3%°. Une étude de
modélisation moléculaire, nous a permis de réviser le mode de liaison du ligand avec
PfFT proposé jusqu’a ce jour.

- La série 2, quant a elle, montre des résultats plus prometteurs, une étude plus
approfondie a donc été réalisée.

Trois zones ont été choisies pour I'étude SAR de cette série : A, B, C a partir des
prédictions de dégradation métabolique réalisées grace au modele « XenoSite P450
Metabolism » du site web XenoSite!®® (figure 1I). Ce modéle permet de localiser des
zones potentiellement oxydables par les différents isoformes de cytochromes P450.
La représentation HLM (Human Liver Microsmome) résume I'ensemble des sites
d’oxydation possible par les microsomes de foie humain et permet de repérer
rapidement les zones les plus sensibles sur un seul graphe.

Zone C
MMV665878 L4

Figure Il : MMV665878 et ces trois zones d’études, bleue : zone A, rouge : zone B, vert : zone C.
Prédiction de dégradation métabolique de MMV665878 via XenoSite, représentation HLM (I'échelle
indique que les zones en rouges sont les plus susceptibles d’étre oxydées venant ensuite les zones

en jaune, verte puis bleue).
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Des syntheses simples et permettant un acces rapide aux molécules désirées ont été
élaborées et ont conduit a I'obtention d’environs 80 analogues. Les deux voies de
syntheses les plus utilisées sont représentées figures Il et IV.
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Figure 11l : Voie de synthése n°1 en série racémique : a) pyridine, DCM, t.a, 1h30. b) pyridine, 120°C,
18h. c) NaOH, MeOH, 70°C, 18h. d) NH2-R, DIPEA, DCM, T3P, t.a ou 80°C, 16-72h.
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Figure IV : Voie de synthése n°2 en série énantiopure : a) Boc2O, NaOH, THF/H:0, t.a, 16h. b)
méthode A : DIPEA, T3P, DCM, t.a, 24h ; méthode B : TCFH/NMI, MeCN, t.a, 24h. ¢) TFA, DCM, t.a,
3h. d) méthode A : I'étape 1 et 2 sont réalisées en « one-pot, two steps » ; méthode B : I'étape 1 et 2
sont réalisées en séquentielles ; étape 1 méthode A : DIPEA, DCM, T3P, t.a, 16h ; étape 1 méthode

B : DIC/HOPO, H20/MeCN, 80°C, 16h ; étape 2 : DIPEA, DCM, triphosgene, 0°C puis t.a, 5h.
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La premiere voie de synthése (figure Ill) fournit les produits souhaités en série
racémique en 4 étapes. La premiére étape consiste en la tosylation de la
N-hydroxyphtalimide 1 afin d’obtenir le précurseur 2. Ce dernier est alors mis en
réaction avec I'hydrochlorure de I'ester méthylique de la L-Valine (ou un autre acide
aminé si on veut modifier la zone B) qui via un réarrangement de Lossen suivi d’'une
cyclisation conduit a la formation du squelette quinazolinedione 3.°2° [’acide
carboxylique 4 est ensuite obtenu par saponification de I'ester 3 qui s’accompagne
d’une racémisation du centre stéréogéene. La derniére étape est une réaction de
couplage peptidique de 'acide carboxylique 4 avec divers anilines en présence de T3P
comme agent de couplage. Cette voie de synthese est trés pratique et judicieuse pour
moduler la zone A.

La deuxiéme voie de synthese (figure IV) est une synthése qui permet d’obtenir des
composeés énantiopurs (vérifié par chromatographie en phase supercritique SFC sur
colonne chirale, figure V). Cette approche est trés pratique et judicieuse pour moduler
la zone C car la formation du squelette quinazolinedione intervient lors de la derniere
étape via une procédure « one-pot, two-step ». La synthése débute par une protection
de la fonction amine de la L-Valine par un groupement Boc, suivi d’'un couplage avec
la m-anisidine a I'aide de T3P ou du systéme TCFH/NMI?* afin d’obtenir le composé
8. Une hydrolyse par du TFA et un traitement aqueux basique permet d’obtenir 'amine
libre 9. Les dernieres étapes de la synthése se déroulent selon une procédure « one-
pot, two-step » : divers acides anthraniliques sont mis en réaction avec 'amine 9 pour
donner dans un premier temps les intermédiaires de type benzamide 10, puis dans un
second temps une réaction de cyclisation en présence de triphosgéne conduit au
squelette quinazolinedione 6. Certains acides anthraniliques ont posé des probléemes
de solubilité dans CH2Cl2 et/ou de réactivité lors de cette séquence réactionnelle. De
nouvelles conditions de couplage utilisant le systeme DIC/HOPO dans un mélange
eau/MeCN ont dues étre mise au point, conditions malheureusement incompatibles
avec la procédure en « one-pot, two-step ».

_AA

Intensité

“temps

Intensité

temps

Figure V : Chromatogrammes obtenus par chromatographie SFC : mélange racémique vs composé
énantiopur MMV665878 (colonne chirale Trefoil AMY, 2,5 um, 2,1 x 150 mm ; isocratique 20 %
MeOH, 0,1 % FA).
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Les résultats de la SAR (figure 6A) montrent que cette série semble trés prometteuse.
Certains analogues ont été sélectionnés afin de déterminer des propriétés physico-
chimiques supplémentaires dont notamment la solubilité aqueuse (figure VI B).

A/
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Zone A

B/
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Figure VI : A/ ICso (FcB1, souche résistante & la chloroquine) des différents analogues synthétisés :
jaune <50 nM ; 50 nM < orange < 500 nM ; 500 nM < violet < 100 uM ; 100 yM > gris. B/ Solubilité
cinétique dans le tampon PBS a pH 7,4 vs activité inhibitrice, abscisse : log S (S en uM), ordonnée :
pICso = -log (ICso (M))
La molécule 10 la plus active ne posséde malheureusement pas une bonne solubilité
(figure VI et VII). Néanmoins, comme I'on ne cherche pas a avoir la meilleure activite,
mais plutét un bon équilibre activité/propriétés, certaines molécules plus intéressantes
ont été sélectionnées pour évaluer leur stabilité métabolique, autre propriété

importante.
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Figure VII : comparaison du profil de MMV665878 et des analogues les plus prometteurs.

Pour pallier ces problemes de solubilité, probablement causés par le squelette
quinazolinedione, une étude de « scaffold hopping » a été réalisée 2t 322 en
considérant des pseudo-cycles a 6 chainons formés par liaison hydrogéne
intramoléculaire ou des dérivés d’'uracile et aza-uracile (figure VIII). Malheureusement
les résultats concernant les analogues formant un pseudo-cycle n’ont pas été
concluant puisque les analogues synthétisés (figure VI A) possedent une activité bien
moins bonne que MMV665878 (>500nM).
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Figure VIII : Approche de « scaffold hopping ». Structures des pseudo-cycles synthétisés, et, des dérivés
d’uracile et aza-uracile envisagés. Les pointillés rouges représentent des liaisons hydrogéne intramoléculaire.
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3) Conclusion et perspectives

De nombreuses perspectives sont a explorer, dont notamment des
pharmacomodulations autour des squelettes thiénopyrimidinone ou
pyridopyrimidinone de la série MMV665878. Le défi principal réside dans la résolution
des problemes de solubilité et l'optimisation de la stabilité métabolique. Nos
recherches nous ont également conduit vers des dérivés d'uracile et d'aza-uracile dont
la mise au point des voies de synthese est en cours.

Le mode d’action de MMV665878 reste a élucider. Des études récentes suggérent que
MMV665878 inhibe une ATPase, PfATP4, une pompe a efflux de Na*.323 324 [es
activités de nos analogues synthétisés seront prochainement testées sur cette
ATPase. Pour approfondir davantage le mode d’action de MMV665878, nous
prévoyons d'explorer et de combiner deux approches complémentaires: une approche
chémoprotéomique avec le design de sondes dites “activity-based probes” ainsi
qu’une approche via une étude génomiques et protéomiques différentielles.
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