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YAP  Yes Associated Protein
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INTRODUCTION GENERALE

Le cancer est aujourd’hui la premiere cause de mortalité en France devant les maladies
cardiovasculaires. Bien qu’il existe a ce jour, de nombreux traitements anticancéreux, il apparait
généralement des phénomeénes de résistances ou rechutes aprés chirurgie, radiothérapie ou
chimiothérapie. De plus, les chimiothérapies actuelles sont en général lourdes et provoquent de
nombreux effets secondaires. La recherche de nouvelles cibles thérapeutiques pour le traitement des

cancers chimiorésistants représente donc un enjeu majeur pour la recherche et le développement.

La voie Hippo a été identifiée comme acteur majeur dans le développement et le contréle de la taille
des organes. Elle comprend une cascade de kinases qui agissent sur 'activité de la protéine YAP (Yes-
Associated-Protein) et de son paralogue TAZ (Transcriptional co-Activator with PDZ-binding motif),
coactivateurs transcriptionnels. Au cours du développement, la voie Hippo vient controler I'activité
nucléaire de YAP (ou de TAZ) via leur phosphorylation qui induit leur séquestration dans le
cytoplasme.YAP et TAZ ont été identifiés comme oncogénes surexprimés dans de nombreux cancers
et leur activité est liée a leur localisation nucléaire et a leur interaction avec les facteurs de
transcription de la famille TEAD (Transcriptional Enhancer Associated Domain). La surexpression
nucléaire de YAP induit la transcription de genes responsables de la prolifération et de la
différenciationcellulaire, de la résistance a lI'apoptose et qui sont impliqués dans la transition
épithélio-mésenchymateuse. Ainsi, les complexes YAP(ou TAZ)/TEAD apparaissent comme des cibles

particulierement originales dans le traitement de cancers.

A partir des données cristallographiques du complexe YAP-TEAD, nous avons ciblé la protéine TEAD
et identifié plusieurs interfaces de liaisons. Tout d’abord, nous avons ciblé I'interface 3 en concevant
et synthétisant des molécules a partir d’'un hit issu d’un criblage virtuel. La seconde stratégie a
consisté a intégrer des données cristallographiques issues d’un criblage d’une chimiotheque de
petites molécules (fragment based-design). Une premiere famille chimique se positionne au niveau

de I'interface 2 tandis que la derniéere famille s’insére dans la cavité interne de TEAD.



CHAPITRE 1 : LA VOIE HIPPO ET SES ACTEURS

FINAUX (YAP, TAZ ET TEAD)



1. Lavoie Hippo
De nombreux processus biologiques tels que la prolifération, la mort et la différenciation cellulaire,
sont fondamentaux pour le développement, la croissance des organes ainsi que le renouvellement

des cellules agées ou dysfonctionnelles qui est nécessaire afin de maintenir I’hnoméostasie des tissus.

En conditions pathologiques comme la cicatrisation ou la régénération d’un organe, la différenciation
et la prolifération cellulaires sont régulées par divers mécanismes cellulaires pour rétablir la

physiologie normale des tissus.

La voie de signalisation Hippo, initialement décrite chez la Drosophile est hautement conservée chez
les mammiféres et a été identifiée comme le régulateur clé de la croissance tissulaire normale en

contrélant la balance prolifération cellulaire/apoptose™”

1.1. Mécanisme de la voie Hippo chez le mammifere
La voie Hippo consiste en une cascade de kinases qui a pour fonction principale de contréler I'activité
des deux co-activateurs transcriptionnels Yes-associated protein (YAP) et transcriptional co-activator

with PDZ-binding motif (TAZ) en régulant leur localisation cellulaire par phosphorylation (Figure 1).

Le contrdle de la localisation de YAP et de TAZ est principalement due a la densité cellulaire®. En
réponse a des signaux membranaires regus lorsque les cellules sont en confluence, les kinases
MST1/2 (Mammalian Ste20-like Protein kinase) vont étre activées par autophosphorylation ou par
phosphorylation des kinases TAO (TAOK1/2/3)"au niveau de la Thrigs pour MST1 et Thrg, pour MST2.
Cette activation va entrainer la phosphorylation de la protéine SAV1 avec laquelle elles forment un
hétérodimeére entrainant I'activation des kinases LATS 1 et 2 (Large Tumor Suppressor kinase) sur les
Thrygze et Thryg, et de leurs co-activateurs Mobl. Cette cascade de kinases a pour but final la
phosphorylation et donc I'inactivation des co-activateurs transcriptionnels YAP et TAZ (Figure 1). La
phosphorylation au niveau de la sérine 127 (S89 pour TAZ), du motif consensus HXRXXS de YAP,
entraine la création d’'un domaine de liaison a la protéine 14-3-3 conduisant a la rétention
cytoplasmique. La phosphorylation sur la sérine 381 de YAP (S311 pour TAZ) conduit a la
polyubiquitinylation et sa dégradation®. En I'absence de YAP(TAZ) nucléaire, les facteurs de
transcription TEAD1-4 (Transcriptional Enhanced Associate Domain) interagissent avec les co-
répresseurs VgLL1-4, ce qui entraine la répression des genes impliqués dans la prolifération cellulaire

et dans la résistance a I'apoptose.
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Figure 1: La voie Hippo chez le mammifére

A l'inverse, lorsque la voie est inactive, les co-activateurs YAP et TAZ non phosphorylés vont entrer
dans le noyau et interagir avec TEAD. Cette interaction entraine I'expression des genes cibles tels que
AxI°, CTGF (Connective Tissue Growth factor)’ou Cyr61 (Cysteine-rich angiogenic protein 61) a

I'origine de la prolifération cellulaire et donc de la croissance des organes’.

Cependant, les interactions nucléaires YAP/TAZ-TEAD1-4 ne sont pas seulement régulées par la voie
Hippo, mais également par de nombreux autres systemes de signalisation tels que les récepteurs

couplés aux protéines G et la voie de signalisation Wnt qui communiquent avec la voie Hippo®.

1.2. Les différents effecteurs de la voie Hippo

1.2.1. Les protéines YAP
YAP est un co-activateur transcriptionnel impliqué dans la prolifération cellulaire et dans la
régulation de la taille des organes. Son niveau d’expression varie selon les tissus. En tant que co-
activateur transcriptionnel, YAP a besoin de se lier a des facteurs de transcription, tels que TEAD,
p73° ou le domaine cytoplasmique ErbB4', pour induire I'expression de génes. Ces associations ont

pour but d’assurer ’homéostasie des tissus™.

La protéine YAP posséde au niveau N-terminal un domaine de liaison & TEAD (TBD)“, puis un
domaine de liaison aux protéines 14-3-3, suivi d’'un ou de deux domaines WW, selon les isoformes, et
d’un domaine de trans-activation au niveau C-terminal qui facilite I'interaction avec la machinerie

transcriptionnelle. Enfin la partie C-terminale se termine par un motif de liaison PDZ qui facilite la



translocation de YAP du cytoplasme vers le noyau®*(Figure 2). Dépourvus de domaine de liaison a
I’ADN, les co-activateurs ont besoin des facteurs de transcription pour exercer leur role
physiologique. A ce jour, huit isoformes de la protéine YAP ont été identifiées chez 'Homme'",
répartis en 2 sous-groupes: YAP1 et YAP2 selon leur domaine WW, quatre isoformes avec un

domaine WW (YAP1-1(a-6)) et quatre isoformes possédant deux domaines WW (YAP1-2(a-6)).

Le géne humain YAP1 est localisé sur le chromosome 11 en position g22.1 et a été décrit comme un
potentiel oncogéne®. Une surexpression de YAP et sa localisation nucléaire élevée sont corrélées

avec le développement de cancers’.

YAP TEAD wwil—lww2 Transcriptional Activation
BD Domain

50 100 171 204 230 263 276 472

Figure 2: Structure simplifiée de la protéine yap™

1.2.2. La protéine TAZ
La protéine TAZ est le paralogue de YAP chez les vertébrés. Elle est constituée d’environ 400 acides
aminés avec une structure similaire a celle de I'isoforme YAP1-1la avec 42% d’homologie. Comme
YAP, TAZ possede une région N-terminale avec un domaine de liaison a TEAD suivi d’'un domaine de
liaison a 14-3-3. Elle ne posséde qu’un domaine WW permettant l'interaction avec LATS1/2

notamment (Figure 3).

Le gene humain TAZ est localisé sur le chromosome 3 en position g25.1.

TAZ TEAD Ww 1} ranscnptmnallActi\-'ation E
BD Domain ~

13 57 171 204 208 381

Figure 3: Structure simplifiée de la protéine TAZ'®

1.2.3. Les protéines VGLL
Comme YAP ou TAZ, les protéines VgLL ne possedent pas de domaine de liaison a I’ADN et doivent se
lier a des facteurs de transcription. Elles se lient a TEAD via le domaine Tondu (TDU) également
appelé Vg. Le domaine TDU est hautement conservé pour VgLL1-3 et se situe au niveau N-terminal
alors que VgLL4 posséde deux domaines TDU partiellement conservés au niveau C-terminal®’(Figure

4).
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Figure 4: Structures simplifiées de VgLL1—418

La fonction de ces protéines est encore mal connue, il semblerait que VgLL1-3 soient des co-
activateurs de TEAD. VgLL1 entraine la prolifération cellulaire dans des lignées de cancer de la
prostate'’ et VglLL2 joue un role dans la différentiation musculaire™alors que VglLL4 serait un
corépresseur’®et suppresseur de tumeur dans les cancers gastriques’. Dans les muscles
squelettiques, VgLL3 se lie a TEAD1, 3 et 4 pour influencer la myogénése. Son niveau d’expression est
faible. Dans le muscle sain, il augmente lors de I'hypertrophie ou de la régénération et est

surexprimé dans le cas de muscles dystrophiques ou de rhabdomyosarcome alvéolaire®.

1.2.4. Les protéines TEAD
La famille TEAD (Transcriptional Enhanced Associate Domain) comprend 4 membres, codés par 4
génes différents, chez le mammifére, possédant un méme domaine de liaison a I’ADN
(homéodomaine)®, au niveau N-terminal, qui se lie au promoteur sur les motifs 5-GGAATG-3'. La
partie C-terminale, YAP binding domain (YBD), adopte une conformation en [-sandwich

« immunoglobulin-like »**.Ce domaine YBD permet le recrutement des différents co-activateurs.

L’alighement des séquences des quatre TEAD™ (Figure 5) montre de fortes homologies au niveau du

domaine de liaison a I’ADN et au niveau du domaine de liaison aux co-activateurs.

. Neem( DNA ) PRR YAP/TAZ

30 120 206 426
£ TEAD2 346%  934% 39.2% 72.0%
E TEAD3 414% 87.9% 42.4% 78.7%
< | TEADs 379%  934% 56.3% 81.9%

Figure 5: Structure simplifiée de TEAD avec le pourcentage d'homologie selon les paraloguesls

Les protéines TEAD sont fortement exprimées lors du développement mais également au stade
embryonnaire. Elles sont notamment impliquées dans la cardiogenése®, la myogenése®® et le

développement neuronal”’.



Les quatre membres sont exprimés différemment dans les tissus. Chaque tissu exprime au moins un
paralogue de TEAD. La fonction de chaque TEAD est déduite par des études d’inactivation de genes
sur souris. L'inactivation de TEAD1 entraine des malformations cardiaques ou la mort
embryonnaire”. Il semblerait donc que TEAD1 soit important dans la formation et la différenciation
du muscle cardiaque. L'inactivation de TEAD2 entraine un défaut dans le tube neural, précurseur
1”7,

embryonnaire du systéme nerveux centra TEAD4 serait impliquée dans l'implantation de

I’embryon tandis que les fonctions de TEAD3 sont encore inconnues.

Les protéines TEAD jouent un réle important dans ’lhoméostasie des tissus mais peuvent également
étre impliquées dans le développement de cancers humains. De nombreux cancers sont liés a une

hyper activation de TEAD favorisant I'expression de génes tels que CTGF, Cyr61, AxI*®.

1.3. TEAD tronqué
En 2016, Qi et al”® ont montré que la voie Hippo était également régulée par une forme tronquée de
TEADA4, appelé TEAD4-S, produit par I'épissage du gene TEAD4, ol l'exon 3 est éliminé. Cette
troncature fournit une protéine TEAD ol le domaine de liaison a 'ADN est manquant mais le
domaine d’interaction a YAP est conservé. La forme tronquée peut donc se retrouver aussi bien dans
le noyau que dans le cytoplasme pour interagir avec YAP/TAZ et ainsi réguler I'activité de YAP par
antagonisme au TEAD complet (TEAD4-FL). En effet, I'interaction YAP-TEAD4-S n’entraine pas de

transcription de génes.

Alors que la forme complete de TEAD semble étre la plus abondante, la forme tronquée est
également retrouvée dans tous les tissus mais en quantité plus faible. On observe une diminution de
la présence de cet isoforme dans les cancers humains, ce qui suggere que TEADA4-S serait un
répresseur de la prolifération cellulaire. En effet, en comparaison avec TEAD4-FL, TEAD4-S inhibe la
prolifération cellulaire sur des lignées de cancers du poumon. Il joue également un réle dans la
répression de la transition épithélio-mesenchymateuse. YAP-TEAD-FL induit une augmentation des
marqueurs de I'EMT (la vimentine et N-cadherine) alors que TEAD4-S diminue I'expression de ces

marqueurs”’.

1.4. Les complexes impliquant TEAD
1.4.1. YAP-TEAD

La premiére structure cristallographique de hTEAD1,49.4256-hYAP254.17, (PDB : 3KYS) a été décrite en
2010%. Méme si tout le fragment de YAP n’est pas résolu c’est la seule structure ol apparait le plus

grand nombre d’interfaces. Le complexe formé entre YAP et TEAD a une dimension de 50 x 60 x 40
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A3. 1l est constitué de douze feuillets B et quatre hélices a pour TEAD tandis que le domaine de liaison
a TEAD (TBD) de YAP est divisé en quatre parties distinctes : un feuillet B (résidus 52-58), une hélice a
(résidus 61-73), un linker (résidu 74-84) et une boucle Q (résidus 85-99)*'. Dans la structure de TEAD,
deux feuillets B sont positionnés I'un contre I'autre formant un B-sandwich entouré de quatre hélices
a’**. Le premier feuillet B est formé des feuillets B1, B2, B5, B8 et B9, le deuxieéme feuillet est formé

des feuillets B3, B4, B6, B7, B10, B11 et B12. Les hélices a3 et a4 se situant entre les feuillets B9 et

B10 stabilisent le B-sandwich®.

D’aprés la structure cristallographique, YAP s’enroule autour de TEAD via trois interfaces (Figure 6).

Figure 6: Structure du complexe hYAPsy.17; - hTEADI 500 426 (PDB:3KYS)™°

Dans l'interface 1 (en bleu) le feuillet B1 de YAP (résidus 52-58) et le feuillet B7 de TEAD (résidus 333-
339) sont antiparalléles et sont liés par sept liaisons hydrogéne n’‘impliquant que les enchainements

éme

peptidiques(Figure 7). La 2°™ interface (en vert) correspond a une interaction entre I’'hélice al de
YAP (résidus 61-73) avec les hélices a3 et a4 de TEAD (résidus 360-384). La liaison est due
principalement a des interactions hydrophobes entre les acides aminés L65, L68 et F69 formant le
motif LXXLF de YAP avec F329, Y361, F365, K368, L368, L372, V381 et F385 de TEAD (Figure 7). Le
résidu L65 (YAP) interagit, en particulier, avec Y361, F365, et K368 (TEAD) ; L68 (YAP) est en liaison
avec F329, F365 et F385 (TEAD) tandis que F69 (YAP) interagit avec F365, K368, L369, L372 et V381
(TEAD). L’interface 3 (en rouge) est une interaction entre la boucle Q de YAP (résidus 86-100) et les

feuillets B4, B11, B12 et les hélices al et a4 de TEAD. On observe des interactions de Van der Waals
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entre les acides aminés M86, L91 et F95 de YAP et 1262, V257, L287, V406 et Y421 de TEAD (Figure 7)
mais également des liaisons hydrogene entre le groupement guanidine de YAP R89 et le carbonyle de

TEAD D255 et deux liaisons hydrogene entre $S94 de YAP avec Y421 et E255 de TEAD.

Figure 7: Interfaces de liaisons entre YAP et TEAD (PDB:3K YS)30

De nombreuses autres structures sont disponibles maintenant avec TEAD2 ou TEAD4 mais les
séquences de YAP utilisées ne permettent que de confirmer les interfaces 2 et 3 présentées ci-

dessu516,32,33

1.4.2. TAZ-TEAD
La structure cristallographique mTAZ,s.s;- MTEAD4,,0.4,7 @ été déterminée tres récemment par Kaan

P* et montre deux modes de liaison. Le premier mode de liaison est similaire a la liaison YAP-

eta
TEAD (en rose sur la Figure 8) ol une molécule de TAZ (en vert sur la Figure 8) s’enroule autour de
TEAD pour former un hétérodimeére (PDB : 5GNO). Les hélices al et a2 de TAZ se positionnent de
facon identique a I’hélice a et la boucle Q de YAP. La seule différence observée se trouve dans la
boucle de liaison, entre les interfaces 2 et 3, qui est plus courte que celle de YAP et qui adopte donc

une position différente. La surface d’interaction est d’environ 1300 A% pour TAZ-TEAD similaire a celle

de YAP-TEAD?.



Figure 8: Superposition du complexe mMTAZ,s5.57- MTEAD4510.457 (PDB:SGN0)34 et du complexe hYAPsp.17:- hTEADI 500.426

(PDB:3KYS)*

Dans le second mode de liaison, deux molécules de TAZ enveloppent deux molécules de TEAD pour
former un hétérotétramere. Les deux molécules de TAZ s’entrecroisent et lient les TEAD ensemble

(Figure 9). L’hélice al de TAZ est liée a un TEAD alors que I'hélice a2 est liée a I'autre TEAD.

Figure 9: Deuxiéme mode de liaison de mTAZ-mTEAD4>

Dans les deux cas, les modes de liaisons sont similaires : I’'hélice al de TAZ interagit avec les hélices
a3 et a4 et les feuillets B6-B7 de TEAD. Cette interface hydrophobe repose sur des interactions entre

L28, L31, F32, V35, M36 de TAZ avec Y362, F366, K369, L370, L373, M378, V382, F386 de TEAD.
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La seconde interface est assurée par I'intermédiaire d’interactions hydrophobes entre les résidus F52
et F53 de TAZ avec L288, K290, W292 et V407 de TEAD, d’interactions de type Van der Waals entre
F52, K290 de YAP et P56, Q418 de TEAD, et de liaisons hydrogenes entre S51 de TAZ et Y422, E256 de
TEAD.

1.4.3. VGLL-TEAD
La premiére structure VgLL-TEAD a été décrite en 2012 par Pobbati et al’. La structure mVgLL1,q.s6-
MTEAD4,,0.4,; est semblable a celle du complexe YAP-TEAD malgré des structures primaires

différentes (Figure 10).

Vgll1: KTEWNAG ' SVIFT YFEG DINSMVDEHFSRAL RN
YAP : AG HQIVHV RG 'DSETDLEALFNAVMN PKTANVPQTV PMRLRKLPDSFFKPP

Interface 1 Interface 2 Interface 3

Figure 10: Alignement des séquences du domaine de liaison a TEAD de YAP et VgLLlH

VgLL1 s’enroule autour de TEAD via deux interfaces. L'interface 1 est un feuillet B anti-paralléle
formé entre le feuillet B2 de VgLL1 (résidus 27-31) et B7 de TEADA4. L’interaction est principalement
due a des liaisons hydrogene entre les résidus 28-30 de VgLL1 et 336-338 de TEADA4. L’interface 2 est
une interaction entre I'hélice a de VgLL1 (résidu 36-49) avec les hélices a3 et a4 de TEAD4 et est
plutét médiée par des interactions hydrophobes (PDB: 4EAZ). On retrouve le motif VxxHF dans
I’'hélice de VgLL1, semblable au motif LxxLF de YAP (lettres en rouge sur la Figure 10). F45 de VgLL1
interagit avec F366, K369, L370, L373 et V382 de TEAD4 de fagcon similaire a F69 de YAP. En
comparaison a L65 on retrouve V41 de VgLL1 qui effectue des interactions hydrophobes avec Y362,
F366, et K369 de TEAD4. H44 de VglLLl1 effectuent deux liaisons hydrogéne, un des azotes de
I'imidazole est un donneur de liaison hydrogene pour la fonction carbonyle de V382. Le second azote

joue le role d’accepteur pour le groupement hydroxyle de $S329.
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Figure 11: Superposition des structures du complexe VgLL1,y.56 - TEAD4510.457, €n bleu (PDB:4EAZ)17 et du complexe YAP-

TEAD1, en rose (PDB:3KYS)>’

Une seconde structure a été élucidée par Jiao et al en 2014°" utilisant un fragment de VgLL4 murin
plus long. mVgLL4,03.,5-MTEAD4,14.4,; forment un complexe 1:2. En effet, VgLL4 possede deux
domaines de liaison a TEAD (TDU) qui lie chacun une molécule de TEAD4 (Figure 12).(PDB : 4LNO). Le
domaine TDU1 (en rose) est composé d’une hélice al alors que le domaine TDU2 (en bleu) est formé
d’un feuillet B1 suivi de deux hélices a (a2 et a3). L'interaction VgLL4-TEAD4 est principalement
médiée par des interactions hydrophobes. Les acides aminés V206, H209, F210, R212 et L214 de
TDU1 (formant le motif VxxHF) interagissent avec F330, Y362, F366, K369, L370, L373, M378 et V382
de TEADA4. La seconde molécule de TEAD4 interagit avec les résidus V235, H237, F238, K240 et L242
de TDU2 (on retrouve également le motif VxxHF). W246 et 1249 de I'hélice a3 de TDU2 forment des
interactions hydrophobes avec TEAD4 également, et le feuillet 1 de TDU2 est antiparalléle au
feuillet B de TEADA4. La surface d’interaction entre TDU2 et TEAD4 est deux fois plus importante que

celle de TDU1 suggérant une interaction plus forte pour TDU2.
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Figure 12: Deuxieme mode de liaison de mVglLL4,y3.556-MmTEAD4510.45,(PDB: 4LN0)21 avec le domaine TDU1 en rose et TDU2

en bleu

1.4.4. TEAD-ADN
Etant donné que YAP ne peut se lier directement a 'ADN, le domaine de liaison a 'ADN (DBD) de
TEAD est essentiel. Il interagit avec les régions promotrices des geénes cibles pour permettre la
régulation de la transcription. La séquence de reconnaissance 5-TGGAATGT-3’, ou se lie TEAD, est
présente dans les régions promotrices de genes impliqués dans le développement des muscles lisses,
cardiaques et squelettiques et est appelée muscle-CAT element (m-CAT element). Bien que le
mécanisme de reconnaissance a I’ADN soit encore inconnu, la structure cristallographique du DBD de
TEAD4 (acides aminés 36-139) en complexe avec m-CAT element (13 paires de bases) a été

élucidée®(Figure 13A).

A




Figure 13: A) Superposition de hTEAD4(36-139)-DNA (13-mer) (PDB code 5GZB en rose)36 et hTEAD1(31-104)-DNA (18-mer)
(PDB code : 5NNX en bleu)37; B) Comparaison structurale du DBD de TEAD seul (en marron PDB code : 2HZD)23 ouen

complexe avec I’ADN (en rose PDB code : 5GZB)

La structure du DNA binding domain (DBD ou TEA domain) a d’abord été élucidée par RMN par

>, TEAD-DBD est une protéine globulaire composée de trois hélices a (H1, H2 et

Anbanandam et a
H3) séparées par deux boucles (L1 et L2) (Figure 13B). Le repliement général du DBD est
caractéristique des protéines régulatrices de la transcription avec les motifs hélice-boucle-hélice®. La
comparaison entre le DBD de TEAD seul, élucidé par RMN (PDB : 2HZD)?, et le DBD en complexe avec
m-CAT (PDB: 5GZB* et S5NNX*) montre une hélice H3 plus longue et un changement de
conformation, pour une meilleure interaction avec ’'ADN. De plus, la structure seule posséde une
petite hélice a0 et une boucle L1 qui changent de conformation lors de la formation du complexe
pour faciliter la capture de ’ADN. Le domaine se lie avec les 13 paires de base du m-CAT formant

26 Le changement au

deux sites de reconnaissance et avec une surface d’interaction de 1030 A
niveau de la boucle L1 permet l'insertion du feuillet f1 dans une cavité. La rotation de 30° de I'hélice
H3 permet I'insertion dans une seconde cavité plus importante. Les résidus N78 et E79 de |'hélice H2
et les chaines latérales de R108 et R111 de I’hélice H3 forment des ponts salins et des liaisons
hydrogenes avec les phosphates de I’ADN. S100 forme une liaison hydrogéne avec I'azote 7 de
I’adénine 5. Q103 interagit avec I'adénine 5, I'adénine 7’ et I'adénine 8’. L’'amide de Q103 fait une
liaison hydrogéne avec I'azote 6 de I'adénine 5, I'azote 7 de I'adénine 7’ et 'azote 7 de I'adénine §'.
Les résidus V42, W43 et V103 de DBD de TEAD forment des interactions de type Van der Waals et
hydrophobes avec les bases et les désoxyriboses de ’ADN. Dans la petite cavité, les interactions sont
principalement de types hydrophobes. Les chaines latérales de 166, L68 et M74 du feuillet B et la
partie adjacente de la boucle L1 forment une poche hydrophobe avec les désoxyriboses et les bases

de I’ADN (Figure 14). L65 forme des ponts salins et des liaisons hydrogéne avec la chaine principale

de ’ADN*®.
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Figure 14: Zoom sur les cavités de l'interaction hTEAD4(36-139)-DNA (13-mer) (PDB:5GZB)

1.4.5. Mesures physico-chimiques de l'interaction YAP/TAZ-TEAD et VgLL-TEAD
Plusieurs études d’interaction ont été menées afin de déterminer les fragments protéiques les

plus importants pour I'interaction de YAP ou de TAZ avec TEAD.

Une premiére étude a mesuré I'affinité des fragments YAP et de TAZ (feuillet B-hélice a-linker-boucle
Q) pour TEADA. Les fragments étudiés montrent une affinité nanomolaire pour TEAD (Tableau 1). La
délétion du feuillet B qui permet d’obtenir le peptide (50-99) diminue légerement I'affinité. Réduire
le peptide a la région hélice a — linker — boucle Q confére une affinité pour TEAD qui reste dans la
gamme nanomolaire®. Pris séparément, I'hélice o et la boucleQ se lient plus faiblement & TEAD mais
I’affinité de la boucle Q pour TEAD reste néanmoins dans la gamme micromolaire (ICso(YAPgs5.99) = 70
UM, 1Cso(TAZ4356) = 13 UM mesurées par TR-FRET)*'alors que I'affinité de I’hélice o est supérieure a

150 pM. Des résultats similaires sont reportés pour TAZ.

Tableau 1: Constantes de dissociation (Kp) vis-a-vis de hTEAD4,,,.434 mesurées par SPR sur différents fragments de YAP et

TAZ"!
Fragments SPR (Kp (nM)) Fragments SPR (Kp (nM))
Wt‘YAP50_171 3 Wt'TA213_124 5
Wt-YAPs 60 11 Wt-TAZ,3 56 12
Wt-YAPg; o0 29 Wt-TAZ,4 56 45
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Tableau 2: Constantes de dissociation (Kp) mesurées par SPR sur différents TEAD*

Ligand de TEAD
TEAD hYAPg0.99 hTAZ 456 mVglll,;s,
hTEAD1,49.426 77 nM 49 nM 132 nM
hTEAD2;,;.447 63 nM 17 nM 74 nM
hTEAD3,15.435 44 nM 12 nM 57 nM
hTEAD4;17.434 44 nM 17 nM 67 nM

Plus récemment, Bokhovchuk et al*>ont mesuré par SPR les constantes d’affinité de hYAPgq.q5, hTAZ,4.
s6 et mVglll,;.5; pour hTEAD1,09.426, hNTEAD21.447,hNTEAD3,15 435 €thTEAD4,17.434. On observe peu de

différences entre les protéines TEAD avec une affinité croissante de mVglll a hTAZ (Tableau 2).

Une autre étude a été effectuée par titration calorimétrique isotherme (ITC)* sur différents
fragments de YAP. Le fragment 2-268 de YAP se lie a TEAD2 avec une constante de dissociation (Kp)
de 33 nM alors que le peptide 61-100 se lie avec un Kptrois fois supérieur (96 nM). Les résultats
(Figure 15)sont similaires pour les deux peptides, ce qui signifie que, selon cette étude, le fragment

61-100 (interfaces 2 et 3) constitue I'essentiel du domaine de liaison a TEAD.

Les Kpmesurés par des méthodes d’interaction moléculaire différentes sur des peptides
différents, tant par leur longueur que par leur enchainement, restent dans une gamme nanomolaire

cohérente et confirment les données cristallographiques.
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Figure 15: Titration calorimétrique isotherme de la liaison entre YAPg;.100 €t TEAD2 et YAP,_ 555 €t TEAD2%
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En ce qui concerne VgLL, mVgLL1,,5, présente une affinité pour hTEAD4,,7.434 de 46 nM mesurée par
TR-FRET, similaire aux résultats obtenus pour hYAPg, gset hTAZ,,.56 avec des valeurs de 29 nM et 45

nM respectivement’'et ceci malgré I'absence de boucle Q dans I'interaction VgLL-TEAD.

La délétion du feuillet B1 de VgLL (délétion des acides aminés 20-26) n’entraine pas de perte
d’affinité pour TEAD4, résultat en accord avec la structure cristallographique de Pobbati et al, le
feuillet B1 n’intervient pas dans l'interaction. Au contraire, la délétion du feuillet B2 (27-31), impliqué
dans l'interface 1, entraine une forte diminution de l'interaction avec une affinité, de I'ordre du
micromolaire, 45 fois plus faible que celle de VglLL,,.5:. La partie feuillet B2-hélice a semble donc étre

la région minimale pour conserver une affinité nanomolaire®.

1.4.6. Etudes de l'interaction YAP/TEAD par mutagenese dirigée
Une étude de mutagénése dirigée a été effectuée pour évaluer la contribution de certains

acides aminés dans I'interaction YAP-TEAD.

L’étude s’est d’abord portée sur I'effet des mutations de YAP sur I'affinité entre les deux protéines
(Figure 16). Des délétions sur le feuillet 1 (50-59) de YAP ont montré un faible effet sur I'interaction.
Pour L68A et F69A du motif LXXLF, impliqués dans des interactions hydrophobes, leur mutation
réduit légérement l'interaction entre les deux protéines. Les acides aminés les plus impliqués sont
ceux de lI'interface 3 avec les acides aminés S94 et F96 : en effet leur remplacement par une alanine
entraine une diminution de l'affinité; de méme les modifications M86A, R89A, L91A, et FI95A
diminuent fortement I'activité transcriptionnelle de TEAD. L'étude de mutagénese dirigée effectuée
sur TEAD1 (Figure 17) est en accord avec les précédents résultats puisque seules les mutations sur la
tyrosine 406 (Y406A et Y406H) correspondant a la tyrosine 421, présente dans l'interface 3, induisent
une forte diminution de I'interaction. Chan et al a, par ailleurs, montré que la double mutation L68A

et F69A du motif LXXLF, réduisait la capacité de TAZ a se lier 8 TEAD™.
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Figure 16: Mutagénese dirigée sur la protéine YAP. Etude par géene rapporteurg‘7
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Figure 17: Mutagénese dirigée sur la protéine TEAD1. Etude par gene rapporteur3o

L’ensemble de ces résultats (SPR, ITC et mutagéneése dirigée) montre que les interfaces 2 et 3 sont les

plus importantes pour assurer I'interaction entre YAP (et TAZ) et TEAD.

1.4.7. Etudes de l'interaction VgLL/TEAD par mutagenese dirigée
Des mutations ont été effectuées sur VgLL4*" afin d’évaluer, de méme, les acides aminés clés de
I'interaction par Biolayer Interferometry (BLI). Cette méthode permet d’analyser la cinétique
d’interaction entre deux partenaires en détectant les modifications de réflexion de la lumiere
blanche sur la couche externe d’un capteur a fibre optique. Les mutations, au niveau de TDU1, sur
V209A, H212A, F213A, R215A, L217A et la double mutation H212A/F213A affectent peu I'interaction
VgLL4-TEAD4 alors que des mutations effectuées au niveau du TDU2, H240A et H240A/F241A la
diminuent fortement (Figure 18). Ces résultats confirment I'importance du domaine TDU2 pour la

formation du complexe.
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Figure 18: Analyses BLI de I'interaction TEAD4 et VGLL4 mutants. A) mutations sur TDU1 B) mutations sur DU

Les modes de liaisons entre VgLL et TEAD suggérent que VgLL entre en compétition avec YAP pour se
lier a TEAD. En effet, les mutations sur TDU1 (H212A/F213A) empéchent I'effet inhibiteur de VgLL sur
YAP-TEAD. Comme prévu, les acides aminés impliqués dans TDU2 inhibent completement I'effet
répresseur. On observe jusqu’a six fois plus d’activité de TEAD induite par YAP” lors des mutations

H240A et F241A par rapport au « wild-type »(Figure 19A).
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Figure 19: A) Conséquences des mutations H212A/F213A et H240A/F241A sur I'activité transcriptionnelle de TEAD induite

par YAP B) Evaluation des fragments TDU1 et TDU2 seuls sur I'activité transcriptionnelle de TEAD induite par yap”.

Comme cela est montré sur la Figure 19B, le fragment TDU1 diminue I'activité de TEAD4 induite par
YAP de maniére moins significative que le wt-VgLL alors que TDU2 inhibe fortement la formation du
complexe YAP-TEAD. Ces résultats montrent que les domaines TDU seuls, et particulierement TDU2,

sont suffisants pour entrer en compétition avec YAP et inhiber I'activité résultante de I'interaction’'.

1.4.8. Etudes de l'interaction ADN/TEAD par mutagenese dirigée
Une identification des résidus impliqués dans l'interaction TEAD-ADN a été effectuée par EMSA
(Electrophoretic Mobility Shift Assay) et ITC*®. Les mutations R64A, K65A, 166A, L68A, M74A, R95A,
K96A, Q103A and R111A diminuent la formation du complexe. La mutation S100A inhibe
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complétement l'interaction TEAD-ADN avec un Ky 37 fois plus élevé que pour la protéine « wild-

type » (Tableau 3).

Tableau 3: Effet des mutations du DBD-TEAD sur l'interaction avec ’ADN mesuré par irc®

Analyte Ko (M) Analyte Ko (M)
DBD-wt 0.23 R64A 0.43
K65A 0.50 I66A 0.32
L68A 1.08 M74A 1.05
R95A 0.93 K96A 0.75
S100A 8.55 Q103A 0.81
R111A 1.45 R95Q 3.31

De plus, des cellules HEK293 transfectées par des protéines TEAD4 mutantes, R64/K65/166/L68A (de
la petite cavité) et R95/K96/S100/Q103A (de la grande cavité), montrent une diminution de
I’expression des génes cibles CTGF et Cyr61 et une inhibition de la croissance de cellules cancéreuses
gastriques (HCG-27). L'interaction TEAD-ADN semble donc essentielle pour I'effet oncogénique de

TEAD.

1.5. Modification post-traductionnelle de TEAD : la palmitoylation
La palmitoylation (S-acylation) correspond a la formation d’une liaison covalente réversible thioester,
entre I'acide palmitique (C16:0) et la chaine latérale d’'une cystéine. La palmitoylation permet de
réguler la localisation et la fonction de nombreuses protéines ou encore d’agir sur la conformation, la

stabilisation des protéines et les interactions protéine-protéine.

Chan et al” et Noland et al*ont montré, selon des approches différentes, que les quatre protéines

TEAD sont S-palmitoylées chez les mammiferes.

Afin d’identifier les sites de palmitoylation, Chan et al ont muté les cystéines 53, 327 et 359 de TEAD1
en sérine et testé l'effet de leur mutation sur la palmitoylation. Toutes les mutations, dont
principalement C359S, empéchent la modification post-traductionnelle, ce qui suggere que le résidu
C359 est le principal site de palmitoylation®’. De plus, la cristallographie de TEAD2 YBD (PDB : 5HGU)
montre une densité électronique dans une poche hydrophobe proche du résidu C380 de TEAD2
(correspondant a C359 de TEAD1) correspondant a |'acide palmitique. Sa fonction carboxylique
s’oriente vers la cystéine mais ne se lie pas de maniére covalente. Les auteurs ont, ensuite, testé
I'impact de la palmitoylation sur I'interaction YAP/TAZ-TEAD en utilisant Gal4-TEAD1 et Gal4-TEAD?2,

génes rapporteurs de la luciférase qui permettent de caractériser la formation du complexe actif
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YAP/TAZ-TEAD. Les mutations (C359S, double mutationsC327/359S ou triple mutations) montrent
une nette diminution de lI'interaction. La palmitoylation de TEAD joue donc un réle important dans
I'interaction avec YAP et donc sur l'activité transcriptionnelle de TEAD, sans agir sur sa localisation

cellulaire ni sur sa conformation™.

Noland et al** ont, également, observé une densité électronique sur la cristallographie de TEAD2 et
TEAD3 au niveau des cystéines 380 et 371, respectivement. lls ont confirmé I'hypothese de la
présence d’un acide gras par spectrométrie de masse. La mutation de cette cystéine 380 conduit a la
perte de fonction de TEAD2 dans la cellule. De plus, la température de dénaturation de TEAD2 vs
TEAD2 non palmitoylé (traitée a I’hydroxylamine) passe de 61,1 + 0,2°C a 48,8 + 0,8°C suggérant

I'importance de la palmitoylation pour la stabilité de la protéine®.

Par SPR, Mesrouze et al” ont montré sur hTEAD4,;7.434 que I'affinité de YAP1s;.99 ou de TAZy456 pour

TEAD S-acylé est trois fois meilleure que pour TEAD non S-acylé.

La palmitoylation ne semble pas affecter la localisation de TEAD mais altére I’association YAP/TEAD
et I'activité transcriptionnelle de TEAD. L’acide palmitique régule de maniere allostérique la liaison a

YAP (et sans doute a TAZ).

Les derniéres données cristallographiques (inclus les nétres) montrent que I'acide myristique (C14 :0)
est aussi un possible ligand post-traductionnel de TEAD. L’acide gras (palmitique ou myristique) peut
étre libre (5HGU), lié sous forme de thioester (C380 (TEAD2)) ou sous forme d’amide (K344 (TEAD4))
(PDB : 6GEI).

1.6. Dérégulation de la voie Hippo
De nombreuses études ont montré I'importance de la voie Hippo dans le développement de cancers.
Ces études ont montré le rble de YAP/TAZ dans certains cancers, notamment d& a leur

hyperactivation et leur surexpression*, mais également le réle de TEAD™.

3% Des études

Une activation prolongée de YAP/TAZ entraine la prolifération excessive des cellules
d’immunohistochimie montrent que la surexpression et la localisation nucléaire de YAP/TAZ sont
corrélées a la malignité des cancers et a un faible taux de survie chez les patients atteints de cancer

du poumon, du sein, cancers ovariens®, et cancers colorectaux®.
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a Wild type b hpo clones

Figure 20: Hyperplasie chez la drosophile due a I'activation de YAP/TAZ2

La mutation S127A de YAP empéche la séquestration cytoplasmique par la protéine 14-3-3 et ainsi
favorise sa localisation nucléaire et son interaction avec TEAD ce qui entraine une croissance
anormale de l'organe comme le montre la Figure 20ou l'on observe une hyperplasie chez la
drosophile. De méme chez la souris, la délétion des kinases MTS induit une hypertrophiedu foie (2

mois) puis 'apparition d’hépatocarcinomes (6 mois) (Figure 21)**.

‘Wild type

-

Figure 21: Apparition de tumeurs hépatiques apreés plusieurs mois, lors de I'inactivation des kinases MIST 1/245'49de gauche a

droite ; foie de souris wt,foie de souris dont les genes MST1 et MIST2 ont été inactivés de maniére conditionnelle pendant le

développement embryonnaire (2 et 6 mois)

De plus, un niveau d’expression de TEAD élevé est aussi corrélé avec le développement de cancers
solides™ tels que les cancers du sein, du poumon, de la prostate® et les cancers colorectaux.(Tableau

a).
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Tableau 4: Hyperactivation des protéines TEAD dans les cancers’®

Cancer type TEAD Family Expression in cancers
Gastric cancer TEAD1/4 Up-regulated
Liver cancer TEADs Up-regulated
Colorectal cancer TEAD2/4 Up-regulated
Lung cancer TEADs Up-regulated
Breast cancer TEAD4 Up-regulated
Ovarian cancer TEADs Up-regulated
Prostate cancer TEAD1 Up-regulated

Une surexpression de TEAD peut induire la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) comme
pour certains cancers du sein ol TEAD2 est surexprimé. L'EMT est la perte d’adhésion cellule-cellule
rendant les cellules invasives et peut mener a la formation de métastases. Cette surexpression est
notamment induite par la présence excessive de YAP et TAZ dans le noyau®. De nombreux cancers
colorectaux montrent une expression anormale de TEAD2 et TEAD4. Une étude a d’ailleurs montré
que la répression de TEAD4 diminue la migration cellulaire et les métastases™. Une altération de

I’expression de TEAD1 semble jouer un réle dans la résistance a I'apoptose™.

Un niveau d’expression de TEAD1 élevé est aussi observé dans de nombreux cancers du sein et dans
des carcinomes des trompes de fallope™ et est corrélé a un faible taux de survie chez les patients

atteints de cancers de la prostate™.

Une étude portant sur une caractérisation moléculaire complete de 19 genes principaux de la voie

I”°. Cette étude a été effectuéesur 9125 échantillons de tumeurs

Hippo a été publiée par Wang et a
provenant de 33 types de cancer provenant du Cancer Genome Atlas. En utilisant des données
multidimensionnelles «omiques», Wang et al.ont calculé la modification du nombrede copies
somatiques et la fréquence de mutation. Le niveau d’aberration de I’ADN est relativement bas. Les
génes présentant la plus forte altération sont TAZ suivi de TEAD4 puis de YAP. Wang et al ont aussi
démontré une fréquence d’amplification de YAP et de TAZ, une hétérogénéité élevée de I'expression
et des corrélations significatives dans le pronostic pour 5 types de cancers de cellules squameuses :
carcinome urothélial de la vessie, adénocarcinome endocervical et carcinome de cellules squameuses
du col de l'utérus, carcinome cesophagien, carcinome de cellules squameuses du cou et de la téte et

carcinome de cellules squameuses du poumon. Les surexpressions des genes de la voie Hippo sont

répertoriées selon le type de cancer et on peut remarquer que TEAD1 et TEAD3 apparaissent plus
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souvent dans les cancers du sein, du col de I'utérus, des ovaires, de I'endomeétre mais aussi des

poumons.

2. Cibler la voie Hippo

La voie Hippo est une nouvelle cible thérapeutique intéressante qui fait I'objet de nombreuses
recherches principalement dans le domaine du cancer. Un certain nombre de molécules, ciblant les

différents effecteurs de cette voie, ont été découverts.

2.1. Cibler YAP : inhibition indirecte de I'interaction
En 2012, Liu-Chittenden et al’ont criblé plus de 3300 composés, issus de la librairie Johns Hopkins
Drug Library, approuvés par la FDA ou en phase Il d’essai clinique. Ce criblage a permis d’identifier 71
hits qui inhibent I'activité transcriptionnelle de TEAD (test luciférase) a 10 uM dont la verteporfin
(VP) (Figure 22). Un testsur cellules HEK293 exprimant GAL4-TEAD4 a été effectué en présence des
composés sélectionnés. VP diminue significativement I'activité galactosidase de GAL4-TEAD4
montrant une inhibition de I'interaction YAP-TEAD.De nombreuses études ont montré que VP agit
plut6t au niveau cytoplasmique. Il a notamment été montré que VP inhibe I'interaction YAP-TEAD en

régulant sa séquestration cytoplasmique de YAP par les protéines 14-3-3%.

PPont criblé une série de composés synthétisésau sein de leur laboratoire grace au géne

Basu et a
rapporteur a la luciférase (8xGTIIC-luc-TEAD) a une concentration de 10 uM. Le composé C19 (Figure
22) présente une activité inhibitrice avec une ICs, inférieure a 2 uM. Il présente des propriétés
activatrices non seulement sur la voie Hippo mais également sur les voies Wnt et TGF-B. Il diminue la
migration cellulaire et la prolifération et présente une activité anti-tumorale sur modéle murin. Il
semble induire la phosphorylation de YAP et TAZ et donc leur localisation cytoplasmique, par

activation des kinases MST et LATS. C19 diminue I’expression des genes impliqués dans la transition

épithélio-mésenchymateuse (EMT), la migration cellulaire et la prolifération.
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Figure 22: Structure des inhibiteurs de YAP/TAZ

En 2014, un criblage de petites molécules (issues d’une chimiothéque d’agents anti-tumoraux) a été
effectué sur cellules MDA-MB-231 (cancer du sein) afin d’identifier des composés ciblant YAP et TAZ.
La localisation des protéines est évaluée par immunofluorescence. Les multi-inhibiteurs de tyrosine
kinase, Dasatinib et Pazopanib (Figure 22) ont été identifiés comme inhibiteurs avec des ICspdans la
gamme nanomolaire, affectant la localisation nucléaire, la phosphorylation et la dégradation de YAP

et TAZ”.

Sorrentino et al®ont montré que les statines et en particulier la cérivastatine (Figure 22) inhibent la
localisation nucléaire de YAP et de TAZ et de ce fait I'interaction YAP/TAZ-TEAD ainsi que I'expression
des genes cibles Birc5, Ankrdl, Cyr61 et CTGF sur de nombreuses lignées de cancer (sein, poumon,

colon, ovaire, rein, pancréas).
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La firme américaine Vivace Therapeutics a décrit trois séries de composés tricycliques, des tétrazoles
substitués® (W02018204532A1), des composés tricycliques comportant un fragment
benzosulfonyle® (W02019_040380A2) et des composés tricycliques comportant un fragment
benzocarbonyle®*(W02019_113236A1). Les doses inhibitrices des composés en test géne rapporteur
a la luciférase ne sont pas reportées précisément (< 0.1 uM jusqu’a 5 uM). Il est question aussi
d’effet suppresseur de tumeurs sur souris et d’inhibition de prolifération cellulaire cancéreuse, sans

aucun résultat avancé.

Les activités biologiques d’'une de ces molécules (CA3,Figure 23)ont été publiées en 2017 par Song et
al®. CA3 possede une activité inhibitrice sur I'activité transcriptionnelle YAP/TEAD via la diminution
de I'expression protéique de YAP et montre une inhibition de la croissance -cellulaire

d’adénocarcinome cesophagienin vitro et in vivo.

. () @

3\
00

Figure 23: Structure de la molécule CA3

2.2. Cibler TEAD : inhibition directe de I'interaction
Les structures cristallographiques de TEAD révelent trois sites « druggables » : les interfaces 2 et 3
(en rouge et vert sur la Figure 24), impliquées dans la liaison avec YAP ou TAZ et décrites comme
essentielles pour la formation du complexe protéique, et la poche interne hydrophobe (en violet),

accueillant un acide gras (myristique ou palmitique), capable de réguler I'association YAP/TAZ-TEAD.
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Figure 24: Différents sitesde la protéine TEAD, pouvant étre ciblés par de petites molécules

La premiere stratégie envisagée, pour cibler TEAD, a été la synthese de peptides cycliques dérivés de
YAP. Le fragment 84-100 a été identifié comme fragment essentiel pour I'interaction YAP-TEAD avec
un Ky de 37 uM. Les auteurs se sont basés sur ce fragment et y ont ajouté des modifications
bénéfiques telles que les mutations D93A, M86 en 3-chlorophénylalanine, R87 en homocystéine, 191
en norleucine et F96C. Finalement, le peptide a été rigidifié par un pont disulfure pour former le
peptide 1 (Figure 25) capable de se lier a TEAD1,49.426 avec un Ky de 15 nM et présentant une ICs, de

25 nM® (compétition mesurée par SPR avec TEAD1 a une concentration constante de 50 nM).
YD
HN 5
HO 0
Y\/\ 'W)jr O

T
LWJ\(W\QL&TN\AJ/@

HQNT NH \H peptide 1

NH NH,

Figure 25: Structure du peptide cyc/ique165
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Un autre peptide basé sur l'interface 3 a été développé. La structure tertiaire de YAP montre une
interaction cation-t entre R87 et F96. Ces résidus, n’étant pas impliqués dans l'interaction avec
TEAD1, ont été remplacés par des cystéines pour permettre la formation d’une liaison covalente et
stabiliser la conformation du peptide®. Des mutations bénéfiques ont également été effectuées sur
D93A et E100R pour former le peptide 6 (numérotation de la publication) de séquence sV PM CLR
KLPASFCKPP Ryy. Il présente un Ky (1,2 uM) sept fois meilleur que le peptide non modifié. Le
peptide cyclique mutant (R87C, D93A, F96C et E100R) a été co-cristallisé avec TEAD1 (PDB : 4RE1)
(Figure 26). Comme prévy, il s’insére au niveau de l'interface 3 et présente les mémes interactions
que YAP natif pour TEAD1. Cependant les auteurs ont émis des réserves sur |'activité cellulaire du

peptide 6, suggérant que le pont disulfure provoquerait une faible perméabilité cellulaire.

Figure 26: Formation du pont disulfure intramoléculaire du peptide YAP mutant en complexe avec TEAD1 (en marron).

Superposition avec la YAP natif (PDB : 3KYS en rose) et le peptide YAP mutant (PDB : 4RE1 en bleu)

Trés récemment, I'équipe du Dr Chéne (Novartis)®’ a publié la synthése d’un nouveau
pentadécapeptide incorporant desacides aminés non naturels (P-W(6-Cl)-RLRK-Cba-Hyp-DSF-Nal-
KEP)(Figure 27) qui inhibent I'interaction YAP-TEAD avec un IC5, de 16 = 5 nM (mesuré par TR-FRET)
et posséde un K, de 25 nM mesuré par SPR. Ce pentadécapeptide a été cristallisé avec hTEAD4,16.434
(PDB : 6Q36).
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Figure 27: Acides aminés non naturels présents dans le pentadecapeptide

Un peptide intégrant un fragment deVglLL4, appelé super-TDU, a également été synthétisé. Ce
peptide est un hybride correspondant au domaine de liaison a TEAD (interface 2) de VgLL4 (236-252),
le domaine TDU2, suivi de la boucle Q de YAP (79-99) impliqué dans l'interface 3. Il inhibe
I'interaction YAP-TEAD et diminue la prolifération cellulaire sur des lignées de cancers gastriques tels
que MGC-803 ou BGC-823 ainsi que I'expression de genes cibles (CTGF, Cyr61, ...)**. Ce peptide est,

cependant, rapidement dégradé par les enzymes cellulaires.

A partird’un screening Alpha Lisa de I'interaction YAP/TEAD suivi d’un test géne rapporteur a haut
débit, la firme Inventiva® a identifié et breveté une famille de 3-(2-benzylidéne-
hydrazinyl)benzo[d]isothiazole 1,1-dioxydes diversement substitués (Figure 28), capables

d’empécher le développement de mésothéliomes.

O

//
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L

Figure 28: Structure générale des inhibiteurs isothiazole®

Dans une étude publiée en 2015%, un criblage de 1600 composés (issus d’une librairie US FDA
approved drugs) a été effectué sur TEAD4 par Thermal Shift Assay (TSA) et a permis d’identifier
I'acide flufénamique (et ses dérivés), un anti-inflammatoire non stéroidien, comme ligand de TEAD et
premier inhibiteur non peptidique de l'interaction YAP-TEAD. Les acides flufénamique (FA) et
bromofénamique (BFA) (Figure 29) ont été co-cristallisés avec hTEAD2. Tous les deux se positionnent

dans la poche hydrophobe (PDB: 5DQ8 et 5DQE respectivement) et présentent pour hTEAD4 des
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Kpmesurés par titration calorimétrique isotherme (ITC) de 73 et 234 uM, respectivement. L’acide FA
effectue principalement des interactions hydrophobes avec les acides aminés de la poche. On
observe également une liaison hydrogéne entre la fonctionacide carboxylique de FA et I'atome
d’azote du squelette peptidique de la cystéine 380 et une liaison ionique entre la fonctionacide
carboxylique de FA et K357. L'acide niflumique (NA) (Figure 29) n’a pas pu étre co-cristallisé mais
présente néanmoins une meilleure affinité pour hTEAD4 que ces analogues avec un Ky de 28 uM
mesuré de méme par ITC. L’activité transcriptionnelle de TEAD a été évaluée pour FA et NA, grace au
géne rapporteur de la luciférase et une nette diminution de I’expression de la luciférase est observée
pour une concentration de 150 uM. L'expression des genes cibles tels que Axl est diminuée
également sur cellules MCF10A (cancer du sein) a une concentration de 150 uM. Cependant, I'acide

NA n’affecte pas la liaison de YAP pour TEAD.

O OH Oy, -OH Ox-OH
H H
FsC N Br N FsC N
|
T Oy IOR®
Flufenamic acid Bromofenamic acid Niflumic acid

Figure 29: Structure des AINS, ligands de TEADY

Plus récemment, Bum-Erdene et al’®ont décrit une molécule TED-347 (Figure 30), analogue de 'acide
flufénamique, capable de se lier de maniére covalente a la cystéine 380 (TEAD2) a I'entrée de la
poche palmitate et ainsi capable d’inhiber I'interaction YAP-TEAD a 10 uM. TED-347 possede une
fonction a-chlorométhylcétone capable de se lier de facon covalente avec la cystéine 367 de TEAD4
(C380 de TEAD2). Afin d’évaluer la liaison de TED-347 a TEAD, les auteurs ont mesuré I'affinité de
YAPg99 (Kp = 78.2 £ 9.9 nM) pour TEAD4 par polarisation de fluorescence (FP) en présence et en
absence de ligand. TED-347 inhibe l'interaction YAP-TEAD de 53% avec une ECso de 5.9 £ 0.4 uM, au
bout de 24 heures d’incubation, tandis que son analogue non chloré, ne pouvant former de liaison

covalente, ne présente pas d’inhibition.

TED-347

)
Cl

H
N

Figure 30: Structure du TED-347, analogue de I'acide flufénam/quem
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Afin de confirmer le site de liaison, TED-347 a été co-cristallisé avec TEAD2. La structure montre une
densité électronique au niveau de la cystéine 380 de la poche hydrophobe (PDB : 6E5G) que les
auteurs attribuent a la présence de TED-347 lié de maniére covalente a TEAD2. De plus, le composé

diminue I'activité transcriptionnelle de TEAD de 70% a 5 pM.

Xu et al*

ont criblé une librairie de 50 000 composés sur une lignée HEK293A grace au gene
rapporteur de la luciférase. Le composé MGH-CP1 a été identifié€ comme inhibiteur du complexe YAP-
TEAD avec une ICsq de 83 nM (activité transcriptionnelle de TEAD sur cellules HEK293A transfectées
par Gal4-TEAD) et diminue I’expression des genes cibles CTGF et Cyr61 sur diverses lignées
cancéreuses. La co-cristallisation de ce composé avec TEAD2-YBD semble montrer que cette

molécule s’insére dans la poche hydrophobe. Cependant, ces résultats n’apparaissent que dans un

brevet et les données cristallographiques n’ont pas été déposées a la PDB et sont donc non

H
N—N N
t3-e S us

MGH-CP1

vérifiables.

Figure 31: Structure du MGH-cP1”*

En 2017, un autre fragment, issu d’un criblage par TSA sur mTEAD4, a été identifié comme ligand de
I'interface 2. (PDB: 5XJD) L’acide 2-phényl-2-(1H-pyrrol-1-yl)acétique s’insére de maniére quasi-
symétrique entre deux molécules de mTEAD4 au niveau des résidus F366, K369, L370, L373 et V382
qui sont impliqués dans l'interaction avec le motif conservé LXXLF de YAP/TAZ et forme une liaison
hydrogene par sa fonction acide carboxylique avec la fonction amine de K369 (Figure 32). Pour
rappel, des mutations au niveau de ce motif consensus de YAP entraine une diminution de
I'interaction YAP-TEAD. Ce hit présente une faible affinité (300 pM) mesurée par ITC mais ne

présente pas d’activité inhibitrice de I'interaction protéine-protéine au niveau cellulaire”.
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Fragment 1

Figure 32: Structure du fragment 1, ligand de l'interface 27

En 2019, Smith et alont sélectionné 16 composés issus d’un docking par dynamique moléculaire
(issus de I'une librairie de 8 millions de molécules a partir de ZINC) sur TEAD1 et mesuré leur
capacité a inhiber I'activité transcriptionnelle de TEAD (test luciférase sur cellules Hela). Quatre
molécules inhibent, a plus de 60%, I'activité transcriptionnelle de TEAD. Et parmi elles, une molécule,
CPD-3 (Figure 33) empéche complétement la liaison de YAP sur TEAD1 avec une IC5; de 48 uM. Selon
la pose de docking, la partie indole-aromatique interagit dans une poche hydrophobe de TEAD1 avec
L272, E368, E393 et Y406, au niveau de l'interface 3, essentielle pour la liaison a YAP. De plus, ce
composé empéche I'expression des geénes cibles CTGF et Cyr61 sur cellules Hela (col de I'utérus) et
RaVSMC (cellules de muscles lisses aortiques de rat). L’activité biologique de CPD-3 est
essentiellement due au fragment CPD-3.1 qui inhibe les activités des 4 membres de la famille TEAD
avec des ICsy comprises entre 33 et 44 uM, I'expression de Cyr61 (ICso environ 60 pM) et plus
modestement de CTGF (40% d’inhibition a 80 uM), la prolifération et la migration cellulaire (cellules

Hela).
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CPD-3.1

Figure 33: Structure du CPD-3, ligand potentiel de I'interface 3
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CHAPITRE 2 : CONCEPTION ET SYNTHESE DES

TROIS DIAZOLES CIBLANT L’ INTERFACE 3
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1. Conception
La premiere stratégie envisagée a été de cibler la protéine TEAD au niveau de l'interface 3, décrite
comme essentielles pour la formation du complexe YAP-TEAD. Ce premier chapitre s’appuie sur une

partie des travaux de thése de Floriane Gibault et constitue en quelques sortes une continuité.

La these de Floriane Gibault a conduit a I'identification d’un hit (molécule I),ciblant I'interface 3, qui a
été pharmacomodulé afin d’améliorer I'activité biologique. Il provoque a une concentration de 10
MM une nette diminution (= 50%) de l'activité transcriptionnelle de TEAD dans un test géne

rapporteur a la luciférase sur cellules HEK293 (cellules non cancéreuses) (Figure 34).

Cl

Figure 34: Structure du hit |

Une étude de docking de cette molécule | dans la cavité de hTEAD1 définie par I'interface 3 a été
menée afin d’estimer les interactions potentielles ligand-cible. Des interactions essentielles ont été
proposées. La molécule | s’insérerait dans la poche hydrophobe de hTEAD1 via trois interactions
principales (Figure 35).Le premier cycle aromatique en 1, porteur d’une fonction amine, interagirait
avec la fonction acide de Glu,ss, le second cycle aromatique 3,4-dichlorophényle s’insérerait dans une
poche hydrophobe, I'un des atomes d’azote du triazole effectuerait une liaison hydrogéne avec la

fonction phénol de Tyr,,; et le linker interagirait avec la fonction amine de Lys,sq(Figure 35).

poche hydrophobe

Glu408

HOOC

HOOC_

HOOC\

Asp264

Figure 35: Représentation schématique de la molécule I dans la poche de TEAD impliquée dans l'interface 3
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L’étude de mutagénése dirigée effectuée sur TEAD1*® a par ailleurs montré que les mutations sur la
tyrosine 406 (numérotation de I'article) (Y406A et Y406H), correspondant a la tyrosine 421

(numérotation uniprot), induisent une forte diminution de I'interaction YAP/TAZ-TEAD.

L’objectif de ma premiere année de these a été de remplacer I’'hétérocycle triazole central du hit |
par des motifs imidazole ou pyrazole (Figure 36) afin d’évaluer I'importance de chaque atome
d’azote dans l'interaction potentielle et I'activité biologique résultante. J'ai ainsi synthétisé les trois

diazoles isomeéres dérivés du composé .

Cl

Cl

6 23 13

Figure 36: Structures de I'imidazole et des pyrazoles dérivés du composé hit |
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2. Synthese
2.1. Synthése du 1-(2-aminophényl)-5-(3,4-dichlorophényl)-N'-(2-oxoindolin-3-ylidene)-1H-

pyrazole-4-carbohydrazide6

o OH O o o
OH N0 o~
cl 85% > cl =
Cl Cl cl 1
i
o o
'TT HZN\NH
- NO, | o
42% cl N~
cl |
2
iv|26%
NH
H,N,
NH
o
v / N,\N
91%
o cl NH,
cl
4 5

Schéma 1: Synthése du pyrazole 6

Réactifs et conditions : i) 3-éthoxy-3-oxopropanoate de potassium (1,2 éqg.) CDI (1,2 éq.), MgCl, (1,2 éq.),
NEt; (1,2 éq.), THF, ACN, 6h,20 °C; ii) DMF-DMA (1,1 éq.), toluene, 110 °C, 4 h; iii) 2-nitrophénylhydrazine
(1,1 éq.), HCI (10%), tert-butanol, reflux, 16 h; iv) Na,S,0, (10 éq.), ag. 35% NH; (10 éq.), H,O/THF, 20 °C,
16h; v)4 (1 éq.), NH,-NH,.H,0 (3 éq.), EtOH, reflux, 16h; vi) isatine (1 éq.), EtOH, reflux, 16 h

L'acide 3,4-dichlorobenzoique réagit avec le 3-éthoxy-3-oxopropanoate de potassium en présence de
carbonyldiimidazole (CDI), de chlorure de magnésium et de triéthylamine’*pour obtenir lep-cétoester
intermédiaire (1) isolé et caractérisé sous la forme d’'un mélange tautomere (« dicéto » et « [3-

cétoénol »). Ce dernier est mis en réaction avec le diméthylformamide diméthylacétal (DMF-DMA)
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pour former I'énaminone intermédiaire (2) non isolé qui réagit avec le 2-nitrophénylhydrazine

produisant ainsi le pyrazole trisubstitué” (3) avec un rendement de 42% (Schéma 1).

La synthése du carbohydrazide (5) peut se faire en une étape en présence d’hydrazine monohydratée
et de charbon palladié. Cette méthode a pour avantage la formation de I'hydrazide et la réduction de
la fonction nitro en amine. Cependant, cette réduction n’est pas optimale pour les composés chlorés
puisque I'on observe une déshalogénation partielle ou totale (selon le temps d’hydrogénation) de ces

derniers. C'est pourquoi, la formation du carbohydrazide (5)est effectuéeen deux étapes.

Tout d’abord la fonction nitro du composé (3) est réduite par du dithionite de sodium en présence
d’ammoniaque puis la fonction ester est mise en réaction avec I’hydrazine monohydratée pour
former le carbohydrazide. Finalement I'isatine est condensée sur le carbohydrazide (5) en présence
d’acide acétique. Le composé final (6), insoluble dans I’éthanol, est isolé par filtration. Le rendement
global de cette synthése est de 7,3% en 6 étapes avec pour étape limitante la réduction de la

fonction nitro (26%).

2.2. Synthése du 5-(2-aminophényl)-4-(3,4-dichlorophényl)-N'-(2-oxoindolin-3-ylidene)-1H-

pyrazole-3-carbohydrazidel3

Ty

96%

S Wm@f 23@\
C|/©/\+ Br/\'or\ 4% CI/E>/\)L @ ©\ 3%

c 10

-

Schéma 2: Synthése du pyrazole 10

Réactifs et conditions:i) EtONa (4 éq.), THF, -15°C, 2 h;ii) TiCl, (1,2 éq.), NEt; (2 éq.), DCM, 20 °C, 4 h; iii) EtOH,
reflux, 1 h iv) CsCO; (5 éq.), DMF, 20°C, 5 h.
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En vue de synthétiser le pyrazole 10trisubstitué en positions 3, 4 et 5 nous nous sommes inspirés de

I’°. Les auteurs proposent une réaction multicomposante entre un

I'article publié par Zhang et a
benzaldéhyde, la tosylhydrazine et un azoture de vinyle. Nos tentatives pour synthétiser le composé
8 a partir du 3,4-dichlorobenzaldéhyde et de I'azidoacétate d’éthyle se sont révélées infructueuses.
Nous nous sommes donc tournés vers la synthese del’analogue bromé 9 (selon le protocole décrit

par Augustine et al”’) (Schéma 2).

Le 3,4-dichlorobenzaldéhyde réagit avec le bromoacétate de méthyle en présence de TiCl, pour

former le composé 9.

Enfin, le sulfonohydrazide 7 a été synthétisé par réaction du 2-nitrobenzaldéhyde avec la

tosylhydrazine avec un rendement de 96%.

Seul le composé 9 nous a permis d’accéder au pyrazole 10 avec un rendement de 33% (Schéma 2).

Schéma 3: Synthése du pyrazole 13

Réactifs et conditions: i) Na,S,0, (10 éq.),aq. 35% NH; (10 éq.), H,0/THF, 20 °C, 16 h; ii) NH,-NH,.H,0 (3 éq.),
EtOH, reflux, 16 h; iii) isatine (1 éq.), EtOH, reflux, 16 h

Comme précédemment, la fonction nitro est réduite par le dithionite de sodium en présence
d’ammoniaque avant formation du carbohydrazide, pour donner 12. L’isatine est ensuite condensée
sur le carbohydrazide en présence d’acide acétique. Le composé final 13, insoluble dans I’éthanol, est

isolé par filtration (Schéma 3).
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2.3. Synthése du 1-(2-aminophényl)-5-(3,4-dichlorophényl)-N'-(2-oxoindolin-3-ylidéne)-1H-
imidazole-4-carbohydrazide23

La synthese du cycle imidazole s’est avérée étre beaucoup plus difficile que celle des pyrazoles.

Plusieurs voies de synthése ont été explorées. Les trois premiéres voies de synthese visent a

construire le cycle imidazole, la quatrieme utilise comme matiere premiere le 1H-imidazole-4-

carboxylate de méthyle commercial. Seule cette quatrieme voie s’est avérée étre efficace pour

I’obtention de I'imidazole trisubstitué cible.

2.3.1. Voie de synthese 1, voie « BICA »

cl cl
cl
0\ Cl
X
o)
®_9° . -
+ 4 i | n |
cl EtOJ\/N — N o HN O~
70% d 53 -70% PR
Cl H (o) H (o]
15 X=Br
14 15' X=l
i
26 - 45%
< cl
o cl
o)
N iv X
/ » ¢ |
N @ 0\/
cl N
NO, i d
cl
. 16 X=Br
20 16' X=I

Schéma 4: Voie de synthése 1, voie B/CA78

Réactifs et conditions: i)NaH (3 éq.), AcOH (5 éq.), THF, 20 °C, 3 h; ii) NXS (1 éq.), NEt; (1 éq.), Na,S,0,, DMF,
20 °C, 3 h; iii) POCl; (1,1 éq.), NEt; (2,5 éq.), K,CO3 (2,5 éq.), DCM, 0°C, 2 h; iv) 2-nitroaniline (1 éq.), NEt; (1
éq.), DMF

La premiére voie de synthése s’inspire de la synthése de Nunami et al’®. Elle consiste en une
condensation entre le 3,4-dichlorobenzaldéhyde et I'isocyanoacétate d’éthyle en présence d’hydrure
de sodium pour former le composé 14 qui est ensuite bromé par du N-bromosuccinimide. Le

composé 15 obtenu est converti en bromoisocyanoacrylate (BICA) par déshydratation du

groupement formylamide par de I'oxychlorure de phosphoreet de la triéthylamine (Schéma 4).
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Le composé 16 est traité avec une quantité équimolaire de 2-nitroaniline et de triéthylamine a
température ambiante. Cette étape de cyclisation ne nous a pas permis d’obtenir I'imidazole

trisubstitué désiré.

Le composé 14 a également été iodé pour donner le composé 15’ mais la derniere étape a également

posé probleme.

Il semble que le caractére électro-attracteur du groupe nitro en ortho de la fonction amino de la 2-
nitroaniline réduise considérablement la réactivité de cette molécule ne permettant pas la

substitution de I'atome d’halogéne de I'intermédiaire 16.

2.3.2. Voie de synthése 2

Oy o 0
NH, N
o) ©)
+ )J\/ﬁ/& + NO, i / N»
—_— %
2
cl cl
20'

Schéma 5: Voie de synthése 2

Réactifs et conditions:i)Cul (10%), pyridine (1 éq.),EtOH, 50 °C, 16 h

Une deuxiéme voie de synthése one-pot a été mise en ceuvre. Elle utilise le 3,4-
dichlorobenzaldéhyde, I'isocyanoacétate d’éthyle et la 2-nitroaniline en quantités stoechiométriques
en présence d’iodure de cuivre | en quantité catalytique” (Schéma 5). Cet essai a aussi été

infructueux.

2.3.3. Voie de synthese 3

I (

(o) Cl o (EtO)ZP’i (o]
o (o}
i NH i N i N
- - . N /
75% NO, = b
c cl cl NO, ci N
cl Cl ¢ NO;
' cl
17 — -
20'

Schéma 6: Voie de synthése 3%

Réactifs et conditions : i) chlorure de 3,4-dichlorobenzoyle (2 éq.), 2-nitroaniline (1 éq.), pyridine (2
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éq.),DCM,t. a., 8 h; ii) KOtBu (1,2 éq.), CIPO(OEY), (1,3 éq.),THF, -35°C, 30 mn,

isocyanoacétate d’éthyle (1,3 éq.), KOtBu (1,1 éq.), -78°C-20°C, 5h

puis 0°C, 50 mn; iii)

La troisieme voie de synthése consiste a condenser un isocyanoacétate sur un iminophosphate. Le

composél? est préparé par réaction entre la 2-nitroaniline et I'acide 3,4-dichlorobenzoique activé en

chlorure d’acyle. D’aprés Aguilar et a

80
I~

I'amide formé est traité avec du chlorophosphate de diéthyle

pour générer I'iminophosphate correspondant instable qui est condensé en conditions basiques avec

I'isocyanoacétate d’éthyle pour produire I'imidazole (Schéma 6). Cette synthése n’a pas permis

d’obtenir le composé 20’. Ici encore le caractére attracteur du groupe nitro semble défavoriser la

formation de I'iminophosphate intermédiaire. D’apres la CCM et la LC-MS, nous obtenons trés

majoritairement le produit de départ 17.

2.3.4. Voie de synthese 4

\
0
Y i
N
\ Y "quantitatif
H

o

\
0

/N»

70%

NO,

18

19

Schéma 7: Voie de synthése 4

Cl

NO,

20

Réactifs et conditions: i) 1-fluoro-2-nitrobenzéne (1,1 éq.), K,CO5 (1 éq.), ACN, reflux, 12 h; ii) NBS (1 éq.), THF,

20°C, 5 h; iii) acide 3,4-dichlorophénylboronique (1,5 éq.), KsPO, (4 éq.),Pd(PPh;), (10%), 100°C, 16 h.

Le 1H-imidazole-4-carboxylate de méthyle est substitué quantitativement en position 1 par le 1-

fluoro-2-nitrobenzéne en présence de carbonate de potassium. Le produit résultant 18%’est bromé

en position 5 par du N-bromosuccinimide (70%), et finalement une réaction de Suzuki en présence de

I'acide 3,4-dichlorophénylboronique est effectuée (Schéma 7).

Plusieurs conditions de réactions de Suzuki ont été testées:

Tableau 5: Conditions de réactions de Suzuki pour I'obtention du composé 20

Acide boronique Base | Catalyseur Solvant T° Temps | Rendement
réaction
1 | Acide 3,4- | 4 éq | 7% Pd(OAc), , | dioxane 100 | 16h Traces non
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dichlorophénylboronique | KsPO, | 10% PPh; °C isolées
2 | Acide 3,4-14 éq| 7% Pd(OAc),, | dioxane 100 16 h Traces non
dichlorophénylboronique | KsPO, | 15% P(o-tol); °C isolées
3 | Acide 34- | 4 éq | 10% Tolueneeau | 100 | 16h 8%
dichlorophénylboronique | KsPO, | Pd(PPhs), °C
commercial
4 | Acide phénylboronique 4 éq| 10% Tolueneeau | 100 | 16h 0%
K,COs | Pd(PPhs), °C
commercial
5 | Acide 34- 1 4 éq | 10% Tolueneeau | 100 | 16h 13%
dichlorophénylboronique | KsPO, | Pd(PPhs), °C
synthétisé

Les premieres conditions de Suzuki utilisaient le diacétate de palladium en présence de
triphénylphosphine ou de tri-orthotolylphosphine dans le dioxane. Le produit 20a été détecté en LC-
MS mais s’est révélé difficilement purifiable. Les manipulations suivantes ont consisté a utiliser un
autre catalyseur, le tétrakistriphénylphosphine palladium (0)commercial dans un mélange eau-
toluéne, ce qui nous a permis d’obtenir I'imidazole trisubstitué avec un rendement de 8%. Ce méme
catalyseur a également été fraichement synthétisé au laboratoire sans amélioration significative du

rendement de la réaction (13% vs 8%) (Tableau 5).

Cette réaction mériterait d’étre optimisée notamment en modifiant la base (anion et cation) et le
solvant. Néanmoins la quantité de composé 20 s’est révélée suffisante pour que nous puissions

porter nos efforts sur la suite de la synthese.
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Schéma 8: Synthese de I'imidazole cible 23

Réactifs et conditions: i) Na,S,0,4 (10 éq.),aq. 35% NH; (10 éq.), H,0/THF, 20 °C, 16 h; ii) NH,-NH,.H,0 (3 éq.),
EtOH, reflux, 16 h; iii) isatine (1 éq.), EtOH, reflux, 16 h

3. Activité cellulaire

Les trois diazoles précédemment synthétisés ont été testés pour leur potentiel d’inhibition de
I'activité transcriptionnelle de TEAD sur un modele cellulaire transitoirement transfecté (cellules
HEK293T transfectées par le plasmide TEAD-luc reporter 8XGTIIC-luciférase) (Tableau 6). L'activité
luciférase est normalisée sur l'activité B-galactosidase qui est aussi un controle qualitatif de la

cytotoxicité des molécules.

Tableau 6: Evaluation de I'activité transcriptionnelle de TEAD en présence des composés 6, 13 et 23a 10 uM

Molécule Concentration Activité luciférase | Toxicité
testée normalisée qualitative
Hit I 5uM 75% £ 10 %
10 uM 53% +5%
6 1um 111% £ 15 %
10 uM 44% + 5% Tox +
23 10 uM 116% £ 3 %
13 10 uM 40% = 15 % Tox +++

Les résultats cellulaires des trois diazoles synthétisés comparés au composé hit | de départ montrent
que l'activité biologique semble étre fortement influencée par la présence de I'atome d’azote central
du triazole du hit I. En effet, bien que ne présentant pas de cytotoxicité I'imidazole 23 n’a pas d’effet

sur l'activité luciférase a 10 uM. Par contre, les deux pyrazoles (6 et 13) inhibent I'interaction
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YAP/TAZ-TEAD avec une cytotoxicité accrue, notamment pour le pyrazole 13. Le composé 6 conserve

une activité similaire a celle du hit I a une concentration de 10 uM.

L'hétérocycle central pyrazole dont lI'un des atomes d’azote est substitué nous a semblé

suffisamment prometteur pour remplacer le triazole.

Dans le chapitre suivant, j'aborderai donc la synthése de pyrazole trisubstitué avec sur I'un des
atomes d’azote un motif m-aminoalkyle car le motif 2-aminoéthyle s’était révélé supérieur au groupe

2-aminophényle dans les travaux antérieurs au laboratoire.

Ce présent chapitre compléte un travail plus large ol de nombreuses modifications ont été

apportées sur le triazole afin d’améliorer activité, affinité et solubilité.
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CHAPITRE 3 : CONCEPTION ET SYNTHESE DE
PYRAZOLES TRISUBSTITUES CIBLANT

L'INTERFACE 2
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Les composés précédemment synthétisés présentent une faible solubilité et sont donc difficiles a
évaluer aussi bien sur tests cellulaires que par des méthodes biophysiques. Dans ce cadre, le
composé hit de départ a été simplifié. Tout d’abord, I'aminophényle en position 1 a été remplacé par
une chaine éthylamine pour former le composé Il. Ceci améliore I'activité inhibitrice de I'interaction
YAP/TAZ-TEAD sur cellules HEK293. On passed’une activité transcriptionnelle de50% pour le composé
hit a une concentration de 10 uM a 65% pour le composé Il a 1 uM. Cependant, ce nouveau

composérestecytotoxique a concentration plus élevée (CCso = 16.2 uM).

NH NH
] )
No© N O
NH NH
o 0
N
[N [N
Cl N Cl N +
NH, NH;
ci cl

Figure 37: Structure des composés triazoles I et Il

De plus, une simplification du triazole Il, correspondant a la molécule sans isatine, a été co-cristallisé
avec la protéine hTEAD2,7.447(Figure 38). Cette moléculelll s’insére dans la poche hydrophobe
(poche palmitate) de la protéine. L’amine en position 1 du triazole interagirait avec la chaine latérale
de la sérine 345, un des atomes de chlore du motif dichlorophényle est proche de la cystéine 380 et
la partie hydrazide s’oriente vers une large poche hydrophobe (Figure 38). Il montre par ailleurs a 10
UM une inhibition de 53% de I'activité transcriptionnelle de TEAD similaire a celle du triazole de

départ(50%) sans cytotoxicité notable dans cette gamme de concentrations.

HoN
NH
o]
N
[N
N
Cl
Cl
NHs

Figure 38: Co-cristallisation du fragment Il avec hTEAD2;7.447

47



La fonctionnalisation du pyrazole disubstitué par des chaines alkylamine semble étre moins
fastidieuse que pour le 1,2,3-triazole. En effet, lors de la these de Floriane Gibault, la synthése des
composés triazoles, substitués par des chaines alkylamine en 1, a donné de mauvais rendements et la
purification s’est révélée difficile (mélange possible de 3 régioisomeres). Etant donné que le pyrazole
6(du chapitre 2) a légérement une meilleure activité que son équivalent triazole, le motif

pyrazoletrisubstitué est conservé pour la suite.

1. Conception des pyrazole-4-carboxamides

1.1. Remplacement de I'isatine par un motif benzylamide ou phénéthylamide
L'analyse du complexe hTEAD2-fragment Ill (Figure 38) montre qu’il existe un large espace
hydrophobe non occupé proche de la fonction hydrazide. Nous voulions aussi nous affranchir du

motif isatine, responsable des problémes de solubilité et de cytotoxicité importante.

Nous nous sommes donc appuyés sur des travaux effectués par le Professeur J. F. Guichou au Centre

de Biochimie Structurale de Montpellier (CBS).

Une chimiothéque de fragments du CBS constituée d’environ 500 molécules, a été criblée a 500 uM
par TSA sur la protéine hTEAD2 (5 uM). Les 44 fragments présentant un ATm supérieur a 0,7°C ont

été identifiés comme ligands potentiels de hTEAD2 (Figure 39 ci-dessous).

§

Fluorescence (dR)

Figure 39: Thermofluor de 3 composés en comparaison a TEAD2 seul (en bleu)
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Par exemple, le thermofluor montre que le fragment F251 (en rouge) ne se lie pas a hTEAD2 (en
bleu) tandis que le fragment F292 (en vert) stabilise la protéine avec un ATm = 0,95 °C. De méme

pour le fragment F361 (en gris)un ATm plus élevé de 3,99 °C est déterminé.

Parmi ces molécules, 6 ont co-cristallisé avec hTEAD2 et donné des structures exploitables. Nous
nous sommes plus particulierement intéressésau 5-benzyloxyindole (fragment F248) qui cristallise
dans la poche palmitate et s’insere profondément dans la partie hydrophobe pour effectuer
notamment une interaction de type n-stacking entre le groupe benzyle et le résidu F428 (Figure 40).
On remarque également que le 5-benzyloxyindole s’oriente de la méme maniére que l'acide

palmitique (Figure 40)

Figure 40: A gauche Zoom sur le 5-benzyloxyindole (en rose) s’insérant dans la poche hydrophobe et superposition avec

I"acide palmitique (en vert); A droite Superposition des complexes du 5-benzyloxyindole (en rose) et du composé Il (en bleu)

avec hTEAD2

1.2. Conception des pyrazole-4-carboxamides
Par la superposition entre ce fragment 5-benzyloxyindole et le composé lll(Figure 41), nous avons

remarqué que :

-la fonction hydrazide peut étre remplacée par une fonction amide sur laquelle sera fixé un groupe

benzyle ou phénéthyle afin d’essayer d’établir un stacking avec F428;

-le triazole central, qui se superpose au niveau de I'indole, peut étre remplacé par un pyrazole et la
chaine alkyle fonctionnalisée substituant I'un des deux atomes d’azotede I’hétérocycle est conservée
pour effectuer une interaction entre le résidu S345 et une fonction amine ou acide carboxylique
terminale. On pourra également envisager une liaison ionique entre la fonction acide carboxylique
terminale et le résidu K357. De méme que précédemment, la longueur de chaine est modulable pour

évaluer le nombre de carbones optimal pour ces interactions potentielles.
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R1=COOH, NH2
n=2234
m=1,2

SH Lys 357
Cys 380

Figure 41: Conception des pyrazoles benzylamide et phénéthylamide

Notre objectif, dans ce chapitre, a donc été de synthétiser une famille de pyrazole-4-carboxamides
trisubstitués représentés sur la Figure 41. Nous nous sommes limités a la série correspondant au
régioisomeres majoritaires obtenus expérimentalement (pyrazoles 1,3,4-trisubstitués, vide infra
partie 2.4). Nous avons aussi étudié les esters éthyliques précurseurs (en lieu et place de la fonction

benzylamide ou phénéthylamide).

2. Syntheése des pyrazole-4-carboxamides

2.1. Stratégie de synthése
La formation du pyrazole 1,4,5-trisubstitué cible peut étre envisagée par réaction d’un B-cétoester
sur une hydrazine convenablement substituée. Cependant, la synthése de cette hydrazine substituée
est fastidieuse. Elle nécessite I'utilisation de I'hydrazine monoprotégée par un groupement Boc a
savoir le tert-butylcarbazate (BocNH-NH,). D’apres Bordessa et al®, la substitution du tert-
butylcarbazate par le 3-bromo-propanoate d’éthyle donne un rendement faible de 43% pour 4 jours
de réaction (Schéma 9). Cet intermédiaire (éventuellement purifiable) devra étre ensuite déprotégé,
étape qui pourrait encore poser des problémes de rendement, si une purification s’avere nécessaire,
d’autant plus que I’'hydrazine monosubstituée obtenue risque d’étre partiellement hydrosoluble. Par
ailleurs, il est préférable d’effectuer le couplage de type peptidique en premier (conversion de la
fonction ester éthylique par la benzylamine ou la phénéthylamine), de facon a ne pas entrer en

compétition avec la chaine alkyl acide (ou alkyl ester) (Schéma 9).
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Schéma 9: Schéma réactionnel de la formation du pyrazole substitué en position 1

La synthése qui nous est donc apparue la plus simple consiste a construire le précurseur
hétérocyclique 24 a partir du B-cétoester 1, puis former le motif benzylamide ou phénéthylamide. La
chaine alkyle w-fonctionnalisée protégée sera alors introduite (Schéma 10).Enfin une étape de
déprotection sera nécessaire pour libérer les fonctions amine ou acide terminales présentes sur la
chaine alkyle.Cette synthése permet d’avoir un précurseur commun a toutes les molécules et de ne
diversifier qu’en fin de synthése. Cependant cette stratégie conduit a I'obtention de deux

régioisomeres.

Schéma 10: Rétrosynthése des pyrazole-4-carboxamides

2.2. Synthése des précurseurs
Le précurseur 24est obtenu par réaction du B-cétoester 1 avec le DMF-DMA pour former
I’énaminone 2 correspondante, non isolée, qui réagit ensuite avec I'hydrazine monohydratée®

(Schéma 11).
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Schéma 11: Synthése des précurseurs 24 et 25

Réactifs et conditions : i) DMF-DMA (1,1 éq.), 90 °C, 3 h; ii) NH,-NH,.H,0 (1 éq.), EtOH, 70 °C, 2 h; iii) NaOH
(5 éq.), EtOH, A; iv) benzylamine ou phénéthylamine (1 éq.), EDCI (1,2 éq.), HOBt (1,2 éq.), DMF, 20
°C,16 h

La synthese des composés benzamide et phénéthylamides’effectue par saponification du composé
24 pour permettre un couplage de type pseudopeptidique avec la benzylamine ou la phénéthylamine
en présence de EDCI et de HOBt pour former les composésprécurseurs communs, 25 et 26 avec

desrendements de 57% et 85%, respectivement.

2.3. Probleme de la régiosélectivité de I'alkylation des pyrazoles
Lors de I’étape suivante, les divers substituants sont introduits sur 'un des atomes d’azote du
pyrazole par réaction de substitution nucléophile avec des w-halogénoalkylphthalimides ou ®-
halogénoalkylesters. Le probleme de la régiosélectivité de I'alkylation des pyrazoles disubstitués s’est
donc posé. Pour I'appréhender, j’ai pris un exemple type en mettant en réaction I'intermédiaire 25en

présence du4-bromobutylphthalimide et de carbonate de potassium (Schéma 12).

N
Cl H Cl

Cl Cl
25

9% 82%

Schéma 12: Régiosélectivité de I’alkylation de 25

Réactifs et conditions : iii) 4-bromobutylphthalimide (1 éq.), K,CO3(2éq.), ACN, reflux, 16 h
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La réaction conduit a la formation des deux régioisomeres isoméres attendus séparés apres
chromatographie flash sur silice: le pyrazole 1,3,4-trisubstitué majoritaire (82%) et I'isomére 1,4,5-

trisubstitué minoritaire (9%). Ces deux isomeres ont été caractérisés par expérience RMN-2D.
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Figure 42: Expérience HMBC sur le composé 39’

La carte de corrélation HMBC de l'isomeére 1,4,5, composé39’ (Figure 42), montre notamment une
tache de corrélation entre le méthyléne attaché a I'atome d’azote du pyrazole (b) de la chaine butyle
et le carbone quaternaire (e) du pyrazole, suggérant la substitution sur I'azote 1, tandis que la méme
analyse de l'isomeére 1,3,4, soit le composé39(Figure 43) montre une corrélation entre ce méme

méthylene (i) et le carbone tertiaire du pyrazole (k).
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Figure 43: Expérience HMBC sur le composé 39
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Nous avonsconfirmé la position de la chaine alkyle sur une molécule différente, par une expérience
nOe 1D. Cette expérience (Figure 44) a été effectuée sur la molécule finale 45 issue de I'isomére
majoritaire apres déprotection a I’hydroxyde de sodium (Schéma 13). L'irradiation du proton (b) du
pyrazole entraine un effet Overhauser surles signaux du proton (a) porté par I'atome d’azote de la

fonction amide et des protons (d) du méthylene de la chaine alkyle directement connecté au

pyrazole.

_m.,f'l_ B oS N e,

Figure 44: Expérience nOe 1D menée sur le composé 45

L'isomeére 1,3,4-trisubstitué protégé s’est révélé étre majoritaire dans tous les cas de figure. Les

synthéses ont donc été menées a leur terme a partir de ces isoméres uniquement.
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2.4. Synthese des pyrazoles 1,3,4-trisubstitués

n=2) Cl 4(m=1,n=2)
n=3) 45(m=1,n=3)
[o} 10-52% n=2) 46 (m=2;n=2)
fo) N ’ n=3) 47(m=2,n=3)
o n = 4) 48 (m=2,n=4)
\ i, ii
[N I
N 57-85% N
Cl H cl H i
ci \
2 @ sm=1) 0.8
26 (m=2)
iii | 50-63%
( \ ’ cl °
o}
[o] 37(m=1,n=2) 52(m=1,n=2)
o _— 38 (m=1,n=3) 53(m=1,n=3)
NN 39(m=1,n=4) 54(m=1,n=4)
N’ {\/)n 40(m=2;,n=2) 55(m=2,n=2)
Cl 41 (m=2,n=3) 56 (m=2:n=3)
ci 42 (m=2,n=4) 57(m=2,n=4)
34(n=2)
35 (n=3)
36 (n=4)

Schéma 13: Voie de synthéese des composés cibles avec R = Et pour 30-33 et R = tBu pour 34

Réactifs et conditions : i) NaOH (10 éq.), EtOH, reflux, 16 h; ii) benzylamine ou phénéthylamine (1 éq.), EDCI
(1,2 éq.), HOBt (1,2 éq.), DMF, température ambiante, 16 h; iii) ®-Halogénoalkylphthalimide ou -
halogénoalkylester (1 éq.), K,CO; (2€q.), anh. ACN, reflux, 16 h; iv) NH, NH,.H,0 (10 éq.), EtOH, reflux, 3 h; v)
TFA (25 éq.), DCM, température ambiante, 16 h.

Pour synthétiser les composés m-aminés, les composés 24-26sont substitués par desw-
bromoalkylphtalimides (n = 2, 3 ou 4)en présence de K,COs. Les intermédiaires phtalimidesobtenus
34-42avec des rendements compris entre 20 et 82%, sont ensuite déprotégés en présence
d’hydrazine monohydratée pour former les composés cibles 49-57avec des rendements compris

entre 22 et 97%.

Les acides43-48, sont aussi obtenus en deux étapes: condensation des esters aliphatiques -

halogénésa 2, 3 ou 4 carbones en présence de K,COssur les intermédiaires25et 26pour former les
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esters 28-33avec des rendements compris entre 10 et 52%, puis saponification des esters 29-32 pour

former les acides 44-47avec des rendementscompris entre 43 et 91%.

En vue de synthétiser I'acide ester 43, il était nécessaire de protéger la fonction acide introduite lors
de I'alkylation du pyrazole 24 par un groupe protecteur orthogonal au groupe éthyle de la fonction
ester de ce composé 24.Nous avons tout d’abord envisagé I'utilisation du groupe benzyle mais la
déprotection sélective en présence de formiate d’ammonium et de charbon palladié aurait conduit a
une deshalogénation partielle ou totale du cycle benzénique. Par conséquent, nous nous sommes
orientés vers la synthese du 5-bromopentanoate de tert-butyle27. L’acide bromopentanoique est mis
en réaction avec le tert-butanol en milieu acide sulfurique et en présence de sulfate de magnésium.
L'ester tertiobutylique27est enfin mis en réaction avec le pyrazole 24dans les mémes conditions que
précédemment pour donner le composé 28qui est sélectivement déprotégé avec de I'acide

trifluoroacétique pour former le composé 43.

3. Evaluation biologique

3.1. Effet de nos composés sur la température de dénaturation de NTEAD2517.447
Nous avons mesuré la température de dénaturation (Tm) de la protéine hTEAD2,;;.447€n absence et
en présence de ligandpar Fluorimétrie a balayage nano différentiel. Un shift de la température peut
étre induit par la liaison d’un ligand qui stabilise la protéine entrainant ainsi une augmentation de la
température de dénaturation. Contrairement au TSA classique, la NanoDSF n’utilise pas de marquage
au SYPRO® orange mais mesure la fluorescence intrinseque des résidus tryptophane ou tyrosine de la
protéine étudiée pour détecter les changements structuraux. Les mesures se font a deux longueurs
d’onde différentes, 330 et 360nm. La représentation choisie ici (Figure 45) est le ratio des
fluorescences aux deux longueurs d’onde en fonction de la température ainsi que leur dérivée
premiére. Comme décrit par I'équipe du Dr Chéne®, la protéine hTEAD4,:7.435€ule montre deux
points d’inflexion fortement visible sur la courbe de dérivés. Nous avons observé le méme profil pour
notre protéine (courbes en rouge) (Figure 45). Ces deux températures sont dues a la présence de
I'acide gras (myristique ou palmitique). En effet, le premier Tm, a 43.8°C, correspond a la
température de dénaturation de TEAD non acylé. Le second point a 57.1°C correspond au Tm de
TEAD acylé. Ces premiers résultats indiquent alors une stabilisation de la protéine par I'acidegras
(myristique ou palmitique). Ces valeurs sont proches de celles obtenues par I'équipe du Dr

Cheéne®(45°C et 54.5°C).
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Figure 45: Courbe de thermofluor des composés45, 51et 52en comparaison avec hTEAD2,,,.447. En bas, les dérivés premiéres

des courbes.

Par soucis de clarté, seuls les résultats de trois molécules sont montrés sur la figure 45. Néanmoins,
toutes les molécules étudiées présentent deux points d’inflexion que ce soit les esters (exemple de la
molécule51, (ester éthylique, amine, n = 4)) ou les dérivés amide et quelque soit la nature de la
chaine alkyle ou la fonction terminale (exemple des molécules52(benzylamide, amine, n =2)et
45(benzylamide, acide, n = 3) et semble affecter les deux formes (non-acylée ou acylée) de la
protéine hTEAD2. Cependant, a cause des deux points d’inflexion, il est difficile d’en tirer des valeurs

guantitatives de différences de températures (ATm).

3.2. Résonance Plasmonique de Surface (SPR)
Une étude de SPR a été menée, a la Plateforme Protéomique Imagerie et Interaction moléculaire
(PP21) de Montpellier,afin d’évaluer la capacité des molécules synthétisées a se lier a hTEAD2. Cette
technique permet de mesurer l'interaction entre un analyte et une protéine, immobilisée sur une
lame recouverte par une couche d’or. Elle se base sur la mesure de I'angle de résonnance a
I'interface de la lame en présence et en absence de ligand. Pour cela, le peptide hYAPg 1902 été
utilisé, comme controle positif, pour permettre de vérifier que la protéine hTEAD2,17.447 immobilisée
sur la lame CM5 n’est pas altérée. La constante de dissociation obtenue est de 100 nM. Elle est en
accord avec les résultats de la littérature (96 nM mesuré par ITC pour YAPg1.100 €t hTEAD2,17.447°" OU

63 NM mesuré par SPR pour YAPg.99 €t hTEAD2571.447 ).

Un screening des composés a été ensuite effectué a une concentration de 250 uM (Figure 46).
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Figure 46: Screening des composés par SPR a 250 uM

En série ester éthylique, le pyrazole non substitué en position 1 (molécule 24) ne semble pas se lier a
TEAD. Alors que I'ajout d’une chaine alkylamineou alkylacide permet la liaison a la protéine. En effet,
le niveau de liaison obtenu par SPR indique que I'ester portant une fonction acide terminale, 43, se
lie a hTEAD2. Il en est de méme pour les esters portant une fonction amine terminale 49, 50, 51. On
observe une réponse supérieure au RU; . pour le 51 (RU > RU,., = 109), pouvant indiquer une

surstoechiométrie.

La transformation de la fonction ester du pyrazole24 non substitué en benzylamide 25 ne permet pas
la liaison a TEAD2. Les résultats sont similaires aux composés esters. On observe le méme effet que
précédemment pour les acides (44 et 45) et pour les amines (52, 53et 54) également avec une

réponse supérieure pour 53notamment.

En série phénéthylamide, les acides carboxyliques se lient a hTEAD2, quelle que soit la longueur de

chaine (46,47 et 48).

Ces résultats montrent que la substitutionen position 4 a peu d’'importance. Les esters répondent

aussi bien que les dérivés benzylamide ou phénéthylamide.

Par contre, la chaine en position 1 semble essentielle a |a liaison des composés a hTEAD2. De plus, on
n’observe une réponse supérieure au RU,,uniquement dans le cas de composés possédant une

fonction amine terminale.
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3.3. Co-cristallisation des ligands avec hTEADZ2
Les cristaux hTEAD2,,7.447 ONt été préalablement formés puis trempés avec les composés synthétisés
a des temps de trempage court (2 heures) et long (24 heures). Cinqg molécules (44, 45, 46, 51et 52)
ont été co-cristallisées avec hTEAD2 avec des résolutions comprises entre 2,0 et 2,22A. Les structures
ont été résolues dans un groupe d’espace C2 avec 2 molécules de TEAD. Les ligands n’interagissent
gu’avec unemolécule de TEAD. La structure de TEAD présente, systématiquement, 'acide palmitique
ou I'acide myristique dans la poche hydrophobe. Ces acides gras se présentent sous forme libre ou
sont liés a la cystéine 380 ou a la lysine 357 sous forme de thio-ester ou amide. Comme pour les
structures de TEAD décrites dans la littérature, TEAD2 adopte une structure globulaire repliée en B-

sandwich d’un coté et constituée de quatre hélices a de I'autre.

Etonnamment, les cing molécules se positionnent de maniére similaire au niveau des hélices a3 et a4
de TEAD2 (résidus 381-405) impliquées dans l'interface 2 avec I’'hélice al de YAP (résidus 61-73)
(Figure 47). Pour rappel, les acides aminés clés impliqués dans cette interface 2 sont F365, K368,
L368, L372, V381 qui interagissent avec le motif LxxLF de YAP. Les mutations L68A et F69A du motif
LXXLF réduisent légérement l'interaction entre les deux protéines™alors que la double mutation

réduit significativement la capacité de TAZ a se lier a TEAD®.

Figure 47: Superposition des cing ligands pyrazole et de YAP (en vert)en liaison avec hTEAD2 (unité B)

La liaison de noscing molécules fait apparaitre a la surface de TEAD2 une poche cryptique, suite a un
mouvement de la tyrosine 382 vers l'autre dimeére de TEAD. Cette nouvelle orientation permet la

formation une liaison hydrogéne « interTEAD » entre Y382 (unité B) et le NH de Q353 de l'autre
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molécule de TEAD (unité A non représentée sur les figures) (Figure 48). Cette poche cryptique est

ainsi occupée par le motif 3,4-dichlorophényle.

r |
v

Figure 48: Superposition de hTEAD2 en absence (en bleu) et en présence (en marron clair) de molécules. A gauche: Zoom sur

la formation de la poche cryptique. A droite: Mouvement de Y382 et insertion du dichlorophényle

La notion de poche cryptique est assez récente. Un site cryptique est défini comme étant un site
formé lors de la liaison d’un ligand sur la protéine mais non détecté sur la structure de la protéine

8% En effet, de nombreuses protéines présentent une surface externe assez plate (peu

native
valonnée) et considérée comme non « druggable ».C'est généralement le cas pour les interactions
protéine-protéine. Les sites cryptiques nécessitent un changement de conformation pour devenir

apparents.

Le motif 3,4-dichlorophényle effectue donc des interactions hydrophobes dans cette pocheet
s’oriente de la méme maniére que le groupe isobutyle de L65 de YAP vers F386 de TEAD2. Le cycle
phényle (pour les composés 44, 45,46 et52) effectue une interaction hydrophobe de type m-stacking
avec Y382 dans sa nouvelle position, formant un angle d’environ 80° avec le cycle phénolique de
Y382 (Figure 49). Ce cycle phényle se place au niveau de la Ser61 de YAP qui interagit avec Y382 de
TEAD2. L’atome d’azote non substitué du pyrazole forme une liaison hydrogéne avec S349 et se situe
au niveau de D64 de YAP. Pour les dérivés pourtant une chaine alkylacide (44,45 et 46), on observe

une liaison ionique avec 'ammonium terminal de K352 (Figure 49).
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Figure 49: Zoom sur le positionnement de la molécule 46 au niveau de l'interface 2

3.4. Thermophorese a Microéchelle (MST)
La MST est une méthode récente permettant I'analyse des interactions protéine-protéine et ligand-
protéine. Elle nécessite une faible consommation d’échantillon dont au moins un partenaire est
fluorescent et n’entraine pas d’immobilisation de la protéine. La technique est basée sur le
mouvement des molécules selon un gradient de température. Toute modification, telle qu’une
modification de charge, de solvatation, ou de taille entraine un mouvement différent de la protéine
dans ce gradient de température, détecté par I'appareil. Dans notre cas, le protocole expérimental
mis en place permet la détermination de I'affinité YAP-TEAD et ligand-TEAD sans purification de la
protéine cible, directement sur lysat cellulaire. Les interactions protéiques dans le corps humain sont
trés différentes de celles observées in vitro. Une étude de 2010* a montré que I'affinité d’une petite
molécule (la quercétine) pour son récepteur (cCAMP-dependent kinase) est 400 fois plus élevée dans
un milieu contenant 30% de sérum mimant les conditions physiologiques que dans un tampon
HEPES. En ajoutant dans un tampon HEPES de I'albumine de sérum humaine (HSA) a 190 uM, ces
mémes auteurs ont été capables de mimer le milieu biologique.Ces résultats montrent I'importance
de la matrice biologique dans laquelle on travaille et I'intérét de travailler sur lysat cellulaire plutot

gu’en tampon salin.

Pour les mesures de fluorescence, nous avons choisi de travailler sur la protéine hTEAD2,14.44,C0Uplée
a la GFP (Green Fluorescent Protein A, = 475 nm; A, = 504 nm). Le plasmide contenanteGFP-
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hTEAD2,,7.4476st transfecté dans des cellules CHO-K1.Aprés amplification avec sélection par
antibiotiques, la sélection clonale par cytométrie en flux permet de sélectionner les cellules
surexprimant I'eGFP-hTEAD2,17.447. Apres lyse cellulaire, les protéines sont extraites pour les mesures
de MST.

Pour valider notre méthode, I'interaction hYAPsq.19, avec hTEAD2,14.447cOUplée a la GFP a été mesurée
(Figure 50). La constante de dissociation obtenue est de 90 nM en accord avec les résultats de la

littérature (96 nM mesuré par ITC pour YAPgq.100 VS TEAD2 14447 ).

TEAD2 SF - Dose Response
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815
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L8
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10E-10 1.0€-09 1.06-08 1007 10606 1.0€-05 1.06-04
Ligand Concentration

Figure 50: Courbe dose-réponse de YAPsy.10, VS TEAD2;17.447

Pour le screening de la famille des pyrazoles, la concentration de eGFP-hTEAD2,;;.44,€St maintenue
constante (= 30 nM) tandis que la concentration du partenaire ligand non marqué varie entre 15 nM

et 500 pM.

Toutes les manipulations sont effectuées en triplicat a trois puissances de thermophorese (20-40-
60% MST power) différentes et sur trois expériences indépendantes (trois cultures cellulaires). De

fagon a rester homogéne, nous avons comparé les résultats a 40% MST power (Figure 51).
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Figure 51: Figure comparative de la courbe dose-réponse des molécules 49(en rouge) et 51 (en vert)
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Tableau 7: Constantes d'affinité obtenues pour les composés 44 a 58

compound n R R’ Kp (UM)

24 --- --- OC,Hs n.d
49 2 NH, OC,Hs Pas d’interaction

n.d molécule
50 3 NH, OC,Hs

fluorescente
51 4 NHs*, CI OC,Hs Kp =104 £ 46 uM
43 4 COOH OC,Hs 190 £ 100 uM

n.d molécule
a4 2 COOH NHCH,CHs

fluorescente
45 3 COOH NHCH,CsHs Kp=77 %46 uM
46 2 COOH NH(CH,),CgHs Kp =170+ 70 uM
a7 3 COOH | NH(CH,),CeHs Kp>2 mM

Kp = 130 + 80 pM

48 4 COOH | NH(CH,),CeHs
52 2 NH, NHCH,CsHs Kp> 700 uM
53 3 NH, NHCH,CqHs Kd > 500 pM

n.d molécule
54 4 NH, NHCH,CgHs

fluorescente
55 2 NH2 | NH(CH,),CcHs n.d
56 3 NH, NH(CH,),CeHs Ko>2mM

NH3+I
57 4 NH(CH,),CsHs Ko>1mM
CF,COO°
R,
o _— R4
_ N
N
Cl
Cl
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Les résultats de MST sur les pyrazoles substitués par des fonctions amide montrent que les composés
porteurs d’une chaine alkylacide présentent des Ky allant de 70 a 170 uM a une exception pres (47)
alors que les molécules possédant une chaine alkylamine ont des K, de I'ordre du millimolaire. Pour

les esters, un Kp de 104 uM a été déterminé pour 51et 190 uM pour son équivalent acide 43.

3.5. Evaluation biologique

150 1

TEAD activity

o0 I '|' -I-*** '
IR IN]

LSEST VT PRSP ERER RIS FP

b &
Q' F &

¥ ﬁ‘ﬁ' * one-way ANOVA
ﬁ@ # Kruskal-Wallis test

P value (0.033 *, 0.002 **, 0.001 ***)

Figure 52: Activité transcriptionnelle de TEAD en présence des composés a 10 uM sur cellules HEK293

L'activité biologique de nos molécules a une concentration unique de 10 uM a tout d’abord été
évaluée sur cellules HEK293T transfectées par le géne rapporteur a la luciférase (Figure 52). Ce test
permet d’évaluer la capacité des composés a inhiber I'interaction YAP/TAZ-TEAD et donc a réduire
I'activité transcriptionnelle de TEAD (mesurée grace a la luciférase). La mesure de l'activité B-
galactosidase sert a normaliser les valeurs expérimentales obtenues et d’indicateur qualitatif de
I’état des cellules transfectées (cela permet donc d’avoir une idée de la cytotoxicité des molécules

testées). On utilise comme référence le dasatinib a une concentration de 1 uM.
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D’apres les résultats présentés ci-dessus (Figure 52), les acides (44, 45, 46,47 et 48) sont inactifs
tandis que les amines (52, 53,54, et 56)inhibent I'activité transcriptionnelle de TEAD de plus de 50%.
Ces derniers présentent néanmoins une certaine cytotoxicité. Les esters porteurs d’une fonction

amine50 et51sont les plus actifs avec une inhibition de 60% sans cytotoxicité apparente notable.

Au vu des résultats précédents, l'inactivité des dérivés acides peut s’expliquer par un mauvais
passage des membranes (cellulaire ou nucléaire) ou une reconnaissance et dégradation rapide par
les enzymes cellulaires. Cependant, on remarque que leur équivalent ester 43 diminue I'activité
transcriptionnelle de TEAD de 50%. Il semble donc judicieux de conserver ce motif ester aussi bien

pour I'activité que pour le passage de membrane.

Etonnamment les pyrazoles non substitués en 1, 24 et 25, présentent une activité inhibitrice. lls ont
donc été sélectionnés avec les composés les plus actifs pour leur capacité a diminuer le niveau

protéique des génes cibles de l'interaction YAP/TAZ-TEAD dans un modeéle de culture de cellules

cancéreuses.
140%
120%
100% ET I -|-I
80% i TI I I
60% " I I
1
40% I —
-
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DMSO DASA 24 50 51 43 25 45 54 47
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Figure 53: Expression des genes cibles en présence des composés sur cellules cancéreuses MDA-MB231 (sein)

Les composés les plus actifs ont été testés sur cellules cancéreuses MDA-MB231 (cellules de cancer
du sein hormono-indépendant) dans des conditions de croissance (48 h, 10% SVF). On mesure les
expressions protéiques de YAP, TAZ, Cyr61, CTGF et Axl par Western Blot (Figure 53).Les résultats ont

été obtenus en duplicat (deux puits) sur deux expériences (deux cultures cellulaires différentes).

La molécule 51(10 uM) inhibe I'expression de CTGF, Cyr61 et Axl a 48%, 54% et 28% respectivement
sans affecter significativement I’expression de YAP et TAZ. On trouve des résultats similaires pour son

analogue a 3 carbones 50. Comme pour la transfection, les acides 45 et 47 sont inactifs. L'amine 54 a
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4 carbones, diminue légerement I'expression des génes CTGF et Cyr61 et n’affecte pas YAP et TAZ.
Les pyrazoles 24 et 25 influent sur I'expression de YAP/TAZ, ce qui serait cohérent avec I'hypothése

émise précédemment.

Les pyrazoles non substitués en 1, 24 et 25, présentent a la fois un effet sur le niveau protéique de
Cyr61, CTGF et Axl mais aussi sur le niveau protéique de YAP et de TAZ ce qui permet de penser que
ces molécules (surtout 24)agissent sur le niveau de phosphorylation de YAP/TAZ en activant les
kinases MST et LATS. Ainsi I'activation de MST1/2 ou LATS1/2, induirait une rétention cytoplasmique
plus importante de YAP et de TAZ et donc une diminution de leur expression protéique. Ceci ne
semble pas étonnant car leur structure est semblable au composé C19*, connu pour agir notamment

sur les étapes amont de la voie Hippo.
Cl cl

cl o—\_L
NN OH

\s/

23 €19 24

Figure 54: Structure des composés 24, 25 et C19

4. Conclusion et perspectives

Le développement de cette famille de pyrazoles trisubstitués nous a conduits a la synthése d’'une
quinzaine de composés capables de se lier de maniére tout a fait inattendue au niveau de l'interface
2 de TEAD. Pour valider notre conception initiale basée sur les données cristallographiques de la
molécule Il et du 5-benzyoxyindole (obtenue a Montpellier), il sera nécessaire de finaliser la
synthése de plusieurs pyrazoles 1,4,5-trisubstitués, d’évaluer/comparer (vis-a-vis de leur isomére
1,3,4) leur activité biologique et tenter de cristalliser ces derniers afin de déterminer leur site de

liaison.

Grace aux premiers résultats biophysiques et biologiques, nous avons souligné I'importance de la
présence d’une fonction ester en position 4 et d’une chaine alkylamine en position 1. Une plus
grande diversification de cette famille permettra de conclure sur des relations structure-activité.
Nous pourrions notamment revenir sur le motif 3,4-dichlorophényle afin de déterminer les éléments
structuraux indispensables et les limites permettant a une molécule de se lier a la poche cryptique

induite.
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CHAPITRE 4 : CONCEPTION ET SYNTHESE DE
DERIVES DE L’ACIDE NIFLUMIQUE CIBLANT LA

POCHE INTERNE
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1. Conception de dérivés de I’acide niflumique

Plusieurs molécules, de I'article de Pobbati et al®® présentent une affinité micromolaire pour la
protéine TEAD, dont I'acide bromofénamique (cristallisé avec hTEAD2), I'acide flufénamique
(cristallisé avec hTEAD2) et I'acide niflumique avec des affinités de 234 uM, 73 uM et 28 uM

respectivement (Figure 55).

Br CF3 CF3
HN HN HN_ N
N
) )& @
HOOC HOOC HOOC
Acide bromofénamique Acide flufénamique Acide niflumique

Figure 55: Structure des acides fénamiques et niflumique décrits par Pobbati et al

Nous avons superposée la structure cristallographique du fragment 5-benzyloxyindole avec hTEAD2
(en vert sur la Figure 56) avec celle de I'acide bromofénamique (en rose sur la Figure 56) décrite dans
la littérature®.0On observe une parfaite superposition de deux cycles aromatiques : le cycle portant

I’atome de brome pour I'acide bromofénamique et le cycle benzénique de I'indole.

Figure 56: Superpositiondes structures cristallographiques de hTEAD2 avec le 5-benzyloxyindole et I'acide bromofénamique

Il apparait clairement sur la Figure 56que I'adjonction d’un groupe benzyloxy en position méta par
rapport a I'atome d’azote des acides flufénamiques devrait favoriser I'affinité pour TEAD. Ainsi, nous
avons envisagé la synthése des composésl,3,5-trisubstitués (séries | et Il) inspirées des acides
fénamiques et niflumique (Figure 57). Le groupe R1 sera un hydrogene, un atome de brome (acide
bromofénamique) ou un groupe trifluorométhyle (acides flufénamique et niflumique). Nous avons

adjoint a ces deux séries, trois nouveaux composés inspirés de I'acide niflumique (série Ill, Figure 57)
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ou les atomes d’oxygene et d’azote du cycle benzénique central occupent les mémes positions que

dans le 5-benzyloxyindole.

U U
o ot L

HN HN.__N N
> \
| “
HOOC HOOC
Série | Série Il Série Il

Figure 57: Nouvelles séries basées sur les acides fénamiques et niflumique synthétisées

2. Synthése

2.1. Synthese des diarylamines
Les diarylamines peuvent étre obtenues par couplage métallo-catalysé. Deux couplages ont été
expérimentés : le couplage de Buchwald-Hartwig qui utilise un dérivé palladié en présence d’une

phosphine et le couplage d’Ullmann qui utilise des sels de cuivre.

2.1.1. Couplage de Buchwald-Hartwig

i :©
Br
HOOC

R1 =H 59 73
Figure 58: Voie de synthése du composé 73 via réaction de Buchwald-Hartwig

Réactifs et conditions : i) Benzyl bromide (1 éq.), NaH (1.2 éq.), anh DMF, 20 °C, 16 h; ii) anthranilic acid (1 éq.),
Cs,CO;5 (1,5 éq.), Pd(OAC),(0.1 éq.), BINAP (0.15 éq.), dioxane, reflux, 16 h.

Le 3-bromophénol convenablement substitué réagit avec du bromure de benzyle en présence de
NaH pour former le 1-(benzyloxy)-3-bromobenzene avec un rendement de 72%. Le composé 59 est
engagé dans une réaction de type Buchwald-Hartwig en présence de carbonate de césium, de
palladium diacétate et de BINAP. Apres une nuit a reflux, nous n’observons pas d’évolution de la

réaction. La LC-MS ne montre que la présence du produit de départ.
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Devant ces échecs, nous avons donc opté pour le couplage d’Ullman cuprocatalysé entre un

halogénure d’aryle et I'acide anthranilique.

2.1.2. Couplage d’Ullmann

y j@
Br
HOOC

Ry =HouCF; 59-60 73-74

Schéma 14: Synthése des diarylamines 73 et 74 via réaction cuprocatalysée

Réactifs et conditions : i) NaH (1.2 éq.), DMF, 20 °C, 2h ; ii) K,CO; (1 éq.), Cul (0.2 éq.), L-Proline (0.2 éq.), alcool
iso-amylique, 140°C, 1h, MW.

Comme pour l'obtention du composé 59, le 3-bromo-5-trifluoromethylphénol réagit avec du
bromure de benzyle en présence de NaH pour former le 1-(benzyloxy)-3-bromo-5-
trifluorométhylbenzéne 60 avec un rendement de 87%. On réalise une réaction de type Ullmann
suivant les conditions réactionnelles de Marques et al*®en tube scellé. Les rendements de ces deux

réactions sont faibles de I'ordre de 10%.

Dans le cas ol R; = Br, nous ne pouvons étre sélectif d’'un brome. Une autre stratégie de synthese

devra étre envisagée.

2.2. Synthése des phénylaminopyridines
Dans le cas des phénylaminopyridines, la réaction de choix consiste a effectuer une substitution
nucléophile aromatique sur les acides 2-fluoro ou chloronicotiniques par une aniline convenablement
substituée. Néanmoins nous avons voulu a titre de comparaison la réaction d’Ulmann avec I'acide 2-

aminonicotinique.
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2.2.1. A partir du 3-bromophénol

Br N
Br | P
HOOC
59 75

Schéma 15: Synthése de I’acide 2-((3-(benzyloxy)phenyl)amino)nicotinique 75 a partir du 3-bromophénol

Réactifs et conditions: i) bromure de benzyle (1 éq.), NaH (1,2 éq.), anh. DMF, 20 °C, 2h; ii) acide

aminonicotinique (1 éq.) K,CO3 (1 éq.), Cul (0,2 éq.), L-Proline (0,2 éq.), alcool iso-amylique, 140°C, 16h

A partir du méme intermédiaire 1-(benzyloxy)-3-bromobenzeéne 59, I'acide 2-aminonicotinique est
engagé dans la réaction de type Ullmann. D’apres la LC-MS, nous observons la formation d’un
produit secondaire et trés peu la formation du produit cible aprés 16h en tube scellé. L'iodure de
cuivre est donc ajouté en quantité équimolaire et la réaction est remise sous tube scellé. Le produit
cible se forme aprés 2 jours de réaction. Nous obtenons un milieu réactionnel avec le produit de
départ, le produit cible et un produit secondaire difficilement séparable. Le composé n’a donc pas

été isolé dans ces conditions.

On peut supposer que la fonction acide carboxylique et I'atome d’azote de la pyridine désactive la

fonction amine de I'acide 2-aminonicotinique.

2.2.2. A partir du 3-aminophénol

o)
HO i i i ° iv \©
— — > —_— > —_—
93% OYNH 39% 75% 35%
|

58 61 68 75

Schéma 16: Synthése de I'acide 2-((3-(benzyloxy)phenyl)amino)nicotinique 75 a partir de du 3-aminophénol

Réactifs et conditions : i) Boc,0 (1,2 éq.), THF, 80°C, 24h ; ii) K,CO3(1 éq.), ACN, 20 °C, 3h; iii) HCI, dioxane, 20

°C, 2h; iv) acide 2-chloronicotinique (1 éq.), acide acétique, 100°C, 6h.

La fonction amine du 3-aminophénol est protégée a l'aide de Boc,0 pour former le carbamate

correspondant58. Le rendement de cette réaction est quantitatif. LaO-benzylation du N-(3-
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hydroxyphényl)-carbamate de tertio-butyle est effectuée grace au bromure de benzyle en présence
de K,CO;. On obtient ainsi le N-[3-(benzyloxy)phényllcarbamatede tertio-butyle 61 avec un
rendement de 39%. L'amine est déprotégée en milieu acide avec un rendement de 75%. L'acide 2-
chloronicotinique est condensé a 100°C dans l'acide acétique® pour obtenir I'acide 2-{[3-

benzyloxy)phényllamino}pyridine- 3-carboxylique 75avec un faible rendement de 35%.
(benzyloxy)phényl] py yliq

2.2.3. A partir du 3-nitro-5-trifluoromethylphénol

HO CF; Q Q o CF;
i o) CF, i (o] CF; ii
—_— —_— - >
68% 46% 3% N

NO, HN
N02 NHZ I ;
62 69 HOOC e

Schéma 17:Synthése del’acide 2-((3-(benzyloxy)phenyl-5-trifluorométhyl)amino)nicotinique 76

Réactifs et conditions : i)Benzyl bromide (1 éq.), NaH (1,2 éq.), anh. DMF, 20 °C, 2h ; ii) Na,S,0,4, NH3, H,O, THF,
20 °C, 16h; iii) acide 2-chloronicotinique (1 éq.), acide acétique, 100°C, 6h.

La fonction phénol du 3-nitro-5-trifluorométhylphénol réagit avec le bromure de benzyle en présence
de NaH pour former le composé O-benzylé 62 avec un rendement de 68%. La fonction nitro est
réduit par du dithionite de sodium et 'ammoniaque pour former I'aniline69 avec un rendement de
46%. Ce composé est engagé dans une réaction de substitution nucléophile aromatique avec I'acide

2-chloronicotinique dans I'acide acétique.

2.2.4. A partir du 4-nitrophénol

L Q e

COOH

77
Schéma 18: Synthése de I’acide 2-((4-(benzyloxy)phenyl)amino)nicotinique 77

Réactifs et conditions : i) bromure de benzyle (1 éq.), NaH (1,2 éq.), DMF anhydre, température ambiante, 2h ;
ii) Na,S,0,, NH3, H,0, THF, température ambiante, 16h ; iii) acide 2-chloronicotinique (1 éq.), acide acétique,
100°C, 6h.
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Le 4-nitrophénol est tout d’abordalkylé avec le bromure de benzyle en présence de NaH pour former
le composé O-benzylé 66avec un rendement de 97%. La fonction nitro est ensuite réduite par du
dithionite de sodium et ammoniaque pour former le composé 70avec un faible rendement de 22%.
Enfin nous avons réussi a isoler le composé final 77 avec un rendement de 2% seulement d{ a des

problemes de purification.

2.2.5. A partir du 3-bromo-4-nitrophenol

Q @ ©\’ Br
ey X
\©\NO 81% 39% 19% W
2 NH, 1o% é/COOH

Br

65 71 78
Schéma 19: Synthése de I'acide 2-((2-bromo-4-(benzyloxy)phenyl)amino)nicotinique 78

Réactifs et conditions : i) benzyle bromide (1 éq.), NaH (1,2 éq.), anh. DMF, 20 °C, 2h ; ii) Na,S,04, NH3, H,0,
THF, 20 °C, 16h; iii) acide 2-chloronicotinique (1 éq.), acide acétique, 100°C, 6h.

Le 3-bromo-4-nitrophénol réagit avec le bromure de benzyle en présence de NaH pour former le
composé O-alkylé. La fonction nitro est réduite par du dithionite de sodium et de 'ammoniaque
avant d’étre engagé dans une réaction dans une réaction de substitution nucléophile aromatique

pour former le composé 78avec un rendement de 19%.
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3. Evaluation

3.1. Effet de nos composés sur la température de dénaturation de hTEAD2517.447

12070 — TEAD DMSO

||—73
1| —7s
—74

IREE

110 e

1051~

Ratio [-]

1.00 —

0.95 -

0.90

0.85

First Derivative
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Temperature [*C]

Figure 59: Thermofluor des dérivés de I'acide niflumique

Comme précédemment, nous avons mesuré la température de dénaturation (Tm) de la protéine
hTEAD2,,;.447€n absence et en présence de ligand par Fluorimétrie a balayage nano différentiel. Sur
la figure 59, on retrouve les deux points d’inflexion pour hTEAD2 seul (en rouge). Contrairement a la
premiere famille de molécules (chapitre Ill), les courbes des composés ne montrent plus qu’un seul
point d’inflexion vers 55°C. Congus pour aller dans la poche, les composés occuperaient la poche
interne de TEAD faisant ainsi disparaitre le Tm de TEAD non acylé. Cependant, TEAD occupé par des
petites molécules serait légerement moins stable que TEAD acylé (Tm = 55°C< Tm TEAD acylé =
57°C).Si notre hypotheése est confirmée, cette technique nous permettrait de cribler des molécules et
de prédire leur site de liaison, a savoir leur capacité a se fixer dans la cavité interne de TEAD ou sur

les interfaces.

3.2. Co-cristallisation des ligandsavec hTEAD2
Les cristaux hTEAD2,,7.447 ONt été préalablement formés puis trempés avec les composés synthétisés
a des temps courts (2 heures de trempage) et temps longs (24 heures de trempage). Une structure

présentant le ligand 74 a été résolue a 1,88 A. Le composé est présent dans les deux monomeres.
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Figure 60: Positionnement de la molécule 74 dans la poche interne

La molécule74 s’insére dans la poche hydrophobe pour former différentes interactions. L’acide
carboxylique s’oriente vers la cystéine 380 comme la fonction acide de I'acide palmitique. Le groupe
benzyle effectue un m-stacking avec F428. Le CF; semble interagir avec le cycle aromatique de Y426
formant une interaction de type anion-m. En effet, le cycle aromatique de la tyrosine Y428 et celui
formé par les trois atomes de fluor sont quasiment paralleles. De plus, F233 stabiliserait le cycle

aromatique central du composé (Figure 60).

Figure 61: Superposition du ligand 74 avec I'acide bromofénamique (a gauche) et le 5-benzyloxyindole (a droite)

Si 'on superpose ce composé a l'acide bromofénamique, on observe une parfaite superposition

entre des cycles aromatiques (Figure 61). L’atome de brome et le groupe trifluorométhyle s’orientent
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dans le méme sens. On retrouve les mémes interactions au niveau de I'acide carboxylique. L'indole
se superpose également tres bien a la molécule. La fusion des deux molécules permet donc
I’obtention de composés gardant les mémes orientations et interactions que les fragments indolique

et fénamique.

3.3. Thermophorese a micro-échelle (MST)
Comme précédemment, la constante d’affinité des composés pour TEAD2 est évaluée par MST sur
lysat cellulaire. Le composé 75 se lie a la GFP. En effet, la liaison observée est retrouvée lorsque I'on

effectue la méme mesure avec Muc4-GFP, une autre protéine disponible au laboratoire en lysat.

Le composé 74 se lie faiblement a la protéine. Le plateau haut n’est pas observé. Pour des raisons de
solubilité, il nous est impossible de monter en concentration pour atteindre ce plateau. Seule une

estimation est donc possible. La constante de dissociation serait supérieure a 800 uM.
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Figure 62: Courbe dose-réponse du composé 74 en MIST

Les deux autres composés73 et 78 ont une meilleure affinité pour TEAD2 puisqu’ils se lient
respectivement avec une constante de 49 + 27 uM et 53 + 33 uM. On remarque cependant des écart-
type important dus a différentes raisons notamment le lysat cellulaire qui augmente le bruit et la

faible amplitude de réponse a cause de la taille des molécules.
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Figure 63: Courbe dose-réponse des composés 73 et 78en MST

3.4. Evaluation biologique
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Figure 64: Activité transcriptionnelle de TEAD en présence des composés a 10 uM sur cellules HEK293

Comme précédemment, les molécules sont testées sur cellules HEK293 grace au géne rapporteur a la

luciférase (Figure 64). L'évaluation biologique montre une activité faible de I'ordre de 25% pour 73 et

74. 75ne présente pas d’activité contrairement au 78 qui inhibe a 50% I'activité transcriptionnelle de

TEAD a 10 uM. Aucun des composés ne présente de cytotoxicité.
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4. Conclusion
A ce jour, 6composés ont été synthétisés et 4 ont été évalués. Les 3 derniers composés sont en cours
de synthese soit par réaction cuprocatalysé pour les composés phényle ou via substitution

nucléophile aromatique pour les dérivés pyridine.

Les données de nanoDSF nous donnent une premiere indication quant au site de liaison. En effet,
I'observation d’un seul point d’inflexion suggére que ces composés se fixent dans la poche
hydrophobe. Ces résultats ont été confirmés par la co-cristallisation du composé 74 avec hTEAD2. Les
expériences en thermophorése a micro-échelle nous ont permis de déterminer des constantes

d’affinité de I'ordre du micromolaire.

L’évaluation biologique sur cellules HEK293 indique que le composé 75 semble inactif tandis que les
autres inhibent I'activité transcriptionnelle de TEAD entre 20 et 50%. A ce jour, il est difficile d’en
déduire des relations structure-activité ou structure-affinité au vue du faible nombre de molécules

évaluées.

Les premiers résultats obtenus sont encourageants et ce chapitre doit étre achevé sous peu. |l
s’'insere dans un projet plus vaste. Il sera notamment compléter par la synthese et I'évaluation de
ere

composésincluant I’'hétérocycle indole. Ce travail a déja été entrepris par Florine Toulotte (en 1

année de thése sur le méme sujet).
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L’ensemble des résultats obtenus devrait nous permettre de proposer des relations structure-activité

OOH

en vue d’améliorer I'activité biologique.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La voie Hippo a récemment été identifiée comme jouant un réle important dans la croissance des
organes en régulant la prolifération cellulaire via la phosphorylation de YAP(TAZ). Hypophosphorylé,
YAP(TAZ) entre dans le noyau pour interagir avec TEAD. Cette interaction entraine 'augmentation de
la prolifération et de la survie cellulaire, ainsi que I'acquisition de phénotypes cancéreux tels que la
transition épithélio-mésenchymateuse, la dissémination métastatique et la résistance a 'apoptose.
Le complexe YAP(TAZ)/TEAD apparait comme une cible intéressante dans le traitement du cancer,
puisqu’un défaut d’activité de la voie Hippo ou une surexpression de YAP, TAZ ou de TEAD
contribuent a la prolifération cellulaire aberrante et a la formation de métastases. L’analyse
bibliographique des données concernant le complexe YAP(TAZ)/TEAD a permis d’identifier trois

interfaces intéressantes pour inhiber I'interaction protéine-protéine.

La premiéere stratégie a consisté a cibler I'interface 3, initialement considérée comme la plus
importante pour la formation du complexe. A partir d’un composé original, issu du criblage virtuel,
les premiers résultats du laboratoire ont permis d’orienter notre stratégie vers la synthese de
composés modulant I’'hétérocycle central triazole par des motifs pyrazole ou imidazole afin d’évaluer
I'importance de chaque azote dans l'interaction avec la tyrosine 421, acide aminé clé de I'interaction.
Les résultats biologiques confirment I'importance de I'azote central pour conserver voire améliorer
I'activité biologique. Ces travaux ont permis de compléter un travail plus large entrepris

précédemment.

Une seconde famille chimique de pyrazole a été développée, basé sur la cristallographie d’un
fragment. Etonnamment, les structures cristallographiques obtenues ont infirmé le site de liaison
attendu (poche interne) et ont permis de caractériser la présence d’une poche cryptique au niveau
de l'interface 2 de TEAD2. Ces molécules se lient avec des affinités de I'ordre du micromolaire. Les
premiers résultats biologiques sont encourageants et nous ont permis de tirer des premieres
relations structure-activité avec notamment l'importance de la fonction ester en position 4. Le
composé 52 semble prometteur. Nous avons mesurépour ce composé une constante d’affinité pour
hTEAD2 de l'ordre de 100 uM et une diminution de I'activité transcriptionnelle de TEAD de 70% a 10
MM sans cytotoxicité notable. De plus, il est actif sur cellules MDA-MB-231 (cancer du sein) puisqu’il
diminue I'expression des génes cibles tels que CTGF, Axl ou Cyr61 (mesuré par Western Blot). Il est

envisagé de le tester sur d’autres lignées cellulaires cancéreuses.
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Basée sur la superposition des structures cristallographiques de deux complexesdu domaine
C-terminal de hTEAD2 avec au le 5-benzyloxyindole et I'acide bromofénamique, nous avons congu
une derniére série chimique susceptible d’avoir une meilleure affinité pour la poche interne de
hTEAD2. Comme espéré, ces composés s’insérent dans la poche hydrophobe avec une parfaite
superposition avec leurs précurseurs. Les premiers résultats biophysiques ont permis d’identifier
deux molécules avec une affinité micromolaire et montre une inhibition de [activité
transcriptionnelle de TEAD de 30% a 10 uM. Ce travail préliminaire ouvre des perspectives trés

intéressantes notamment la synthéese d’indoles diversement substitués.

A\
N
)\\ "
x” ~COOH | ~
X=CH,N — N
COOH

L’hétérocycle indole sera par exemple substitué en position 1 ou en position 7 par des motifs acide

benzoique ou acide nicotinique.

A
GCOOH ©V
Pz
(0]
H DMF, reflux J \/\COOH

60% ~—

Les premiers essais ont conduit a la synthese des dérivés en position 1 par |'acide benzoique par

réaction d’Ullmann, catalysé au cuivre, avec des rendements de I'ordre de 60%.
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PARTIE EXPERIMENTALE

Chemicals and solvents were purchased from various suppliers (Sigma—Aldrich, Alfa Aesar,
Fisher, VWR) and used without purification. Reaction monitoring was performed by thin layer
chromatography (TLC) on Macherey-Nagel Alugram Sil 60/UV254 (thickness=0.2 mm). TLC was
revealed by UV (A=254 nm) and/or the appropriate stain. Purification of compounds was carried out
using column chromatography (flash). Flash chromatography was performed on a Reveleris Flash
Chromatography System using Biichi flash RS columns. NMR spectra were recorded on a Bruker DRX
300 spectrometer operating at 300 MHz for *H and 75 MHz for **C oron a Bruker Avance 500
spectrometer at 500 MHz(*H), 126 MHz (*3C). Chemical shifts are expressed in parts per million (ppm)
relative to tetramethylsilane (TMS) or to residual proton signal in deuterated solvents. Chemical
shifts are reported as position (6 in ppm), multiplicity (s=singlet, d=doublet, t=triplet, q=quartet,
m=massif, br s=broadened singlet), coupling constant (J, in Hz), relative integral, and assignment.
Attributions of protons and carbons were achieved by analysis of 1D and 2D experiments (‘*H, **C,
COSY, HSQC, and HMBC). Mass spectra were performed on a Water XBridge C18 column (5 um
particule size, dimensions 50 mm x 46 mm), using electrospray ionization and a UV detector (diode
array). A gradient starting from 98% H,O/formate buffer 5 mM (pH 3.8) and reaching 100%
CH;CN/formate buffer 5 mM (pH 3.8) within 4 min at a flow rate of 2 mL/min was used followed by a
return to the starting conditions within 1 min. The purity of final compounds was verified by high
pressure liquid chromatography (HPLC) column: C18 Interchrom UPTISPHERE. Analytical HPLC was
performed on a Shimadzu LC-2010AHT system equipped with a UV detector set at 254 nm and 215
nm. The following eluent systems were used: buffer A (H,O/TFA, 100:0.1) and buffer B
(CH3;CN/H,O/TFA, 80:20:0.1). HPLC retention times (HPLC tz) were obtained at a flow rate of 0.2
mL/min for 35 min using the following conditions: a gradient run from 100% of buffer A over 1 min,
then to 100% of buffer B over the next 30 min. Melting point analyses were performed on Barnstead

Electrothermel Melting Point Series 1A9200.

Synthesis of ethyl 3-(3,4-dichlorophenyl)-3-oxopropanoate (B keto ester 1)

Carbonyldiimidazole (1.2 eq., 10.20 g, 62.80 mmol) was added to a solution of 3,4-dichlorobenzoic
acid (1 eq., 10 g, 52.40 mmol) in THF (400 mL). The resulting solution was stirred for 4 h at room
temperature.Separately, to a solution of ethyl potassium malonate (1.2 eq., 10.70 g, 62.8 Ommol) in

ACN (300 mL) were added MgCl, (1.2 eq., 5.98 g, 62.80 mmol) and triethylamine (1.2 eq., 6.36 g,

82



62.80 mmol). The two solutions were combined and stirred for 2 hrs at room temperature.After
concentration under vacuum,the residue was taken upin water. The pH of the solution was adjusted
to pH 5.0 with aqg. 1.0 M HCI solution. The resulting solution was extracted several times with ethyl
acetate and the organic layers were combined and dried over magnesium sulfate. After
concentrationin vacuo, the residue was purified by column chromatography with Cyclohexane/EtOAc

(80:20, v/v) to afford ethyl 3-(3,4-dichlorophenyl)-3-oxopropanoate.

fo) o) OH O
cl Cl
Cl Cl
C11H10C|203 MW =261.10 g/mOl
Yield: 85% Aspect: Colorless liquid

'H NMR (300 MHz, CDCl): keto form (75%), 6= 1.25(t, 3H, */ = 7.0 Hz), 3.94(s, 2H), 4.21(q, 2H, >/ = 7.0
Hz), 7.56(dd, 1H, 3/ = 8.6 Hz, *J = 2.2 Hz), 7.73(d, 1H, */ = 8.6 Hz), 8.01(d, 1H, *J = 2.2 Hz)

enolform (25%),6= 1.32 (t, 3H, >/ = 7.0 Hz), 4.21 (q, 2H, */ = 7.0 Hz), 5.62 (s, 1H), 7.47 (d, 1H, >/ = 8.6
Hz), 7.56 (dd, 1H, */ = 8.6 Hz, */ = 2.2 Hz), 7.83 (d, 1H, *J = 2.2 Hz), 12.54 (s, 1H, OH)

BC NMR (75 MHz, CDCly): keto form, & = 14.0(CHs), 45.9 (CH,), 61.7 (CH,), 127.5(CH), 130.6(CH),
130.9 (CH), 133.6(Cyy), 135.5(Cyy); 138.4(Cy), 166.8 (C=0), 190.3(C=0)

Enol form,6= 14.2(CHjs), 60.6(CH,), 88.4(CH), 125.1(CH), 128.0(CH), 130.5(CH), 133.1(Cy), 133.4
(C|V), 1353(C|V)r 1687(C'O), 1728(C:O)

Synthesis of ethyl 5-(3,4-dichlorophenyl)-1-(2-nitrophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxylate(3)

A mixture of ethyl 3-(3,4-dichlorophenyl)-3-oxopropanoate (1 eq., 240 mg, 0.92 mmol), N,N-
dimethylformamide dimethyl acetal (1.1 eq., 120 mg, 0.14 mL, 1.01 mmol) in anhydrous toluene (3
mL) was stirred under reflux for 4 h. Solvents were removedin vacuo to give the crude intermediate
enaminone. The residue was dissolved in tert-butanol (3 mL) with (2-nitrophenyl)hydrazine (1.1 eq.,
154 mg, 1.01 mmol) and 37% HCI (10 drops). The mixture was stirred under reflux for 16 hrs. After

concentration in vacuo, the residuewas taken up in diethyl ether and the precipitate was filtered.
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C18H13C|2N304 MW =406.22 g/mOI
Yield: 42%
Aspect: white powder Mp =115-117 °C

"HNMR (300 MHz, CDCl3): § = 1.27 (t, 3H, *J = 7.1 Hz), 4.25 (q, 2H, *J = 7.1 Hz), 7.16 (dd, 1H, */ = 8.3
Hz, %/ = 1.9 Hz), 7.24 (m, 1H), 7.40 (d, 1H, */ = 8.3 Hz), 7.47 (d, 1H, *J = 1.9 Hz), 7.60 (m, 2H), 7.90 (m,
1H), 8.19 (s, 1H)

3C NMR (75 MHz, CDCly): & = 14.2 (CHs), 60.6 (CH,), 114.6 (Cy), 125.5 (CH), 127.6 (Cy), 129.5 (CH),
129.6 (CH), 130.2 (CH), 130.2 (CH), 132.2 (Cy), 132.3 (CH), 132.5 (Cy), 133.5 (CH), 134.2 (Cy), 143.6
(CH),144.2 (Cy), 145.9 (Cy), 162.3 (C=0)

LC-MS (ESI)m/z Calculated: 405.03, Found: 406.20,[M+H]", tg = 3.32 min.

Synthesis of ethyl 1-(2-aminophenyl)-5-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxylate (4)

To a solution of ethyl 5-(3,4-dichlorophenyl)-1-(2-nitrophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxylate (1 eq., 150
mg, 0.37 mmol) in H,0 / THF (50:50, v/v, 8 mL) were added successively aqueous 35%ammonia (0.3
mL/mmol of reagent) and Na,S,0, (10 eq., 642 mg, 3.70 mmol). The solution was stirred at room
temperature for 16hrs. The solution was extracted several times with EtOAc. Organic layers were
combined, dried over MgSO, and concentrated under vacuum. The residue was purified by column

chromatography with DCM/MeOH (98/2, v/v).

Cl
C18H15C|2N302 MW =376.24 g/m0|
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Yield: 26%
Aspect: white solid Mp = 108-110°C

'H NMR (300 MHz, CDCls): § = 1.28 (t, 3H, >/ = 7.1 Hz), 4.01 (br s, 1H), 4.26 (q, 2H, >/ = 7.1 Hz), 6.60
(td, 1H, >/ = 7.4 Hz, */ = 1.2 Hz), 6.70 (dd, 1H, */ = 7.9 Hz, %/ = 1.6 Hz), 6.82 (dd, 1H, >/ = 8.1 Hz, */= 1.0
Hz), 7.10 (dd, 1H, ®/ = 8.4 Hz, /= 2.0 Hz), 7.16 (td, 1H, >/ = 8.2 Hz, *J = 1.6 Hz), 7.35 (d, 1H, */ = 8.4 Hz),
7,49 (d, 1H, *J = 2.0 Hz), 8.25 (s, 1H)

*C NMR * (75 MHz, CDCl;):6 = 14.2 (CHs), 60.4 (CH,), 113.5 (Cy), 116.9 (CH), 118.4 (CH), 124.5 (Cy),
127.9 (CH), 128.2 (Cy), 129.5 (CH), 129.8 (CH), 130.3 (CH), 132.0 (Cy), 132.3 (CH), 133.5 (Cy), 143.2
(CH), 144.2 (Cy), 144.6 (Cy), 162.6 (C=0)

LC-MS (ESI)m/z Calculated: 375.05, Found: 376.20,[M+H]", tg = 3.25 min.

Synthesis of 1-(2-aminophenyl)-5-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carbohydrazide (5)

Hydrazine monohydrate (3 eq., 16 mg, 15.5uL, 0.32 mmol) was added to a solution of ethyl 1-(2-
aminophenyl)-5-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxylate (1 eq., 40 mg, 0.11 mmol) in
absolute ethanol (1.5 mL). The mixture was stirred overnight at reflux. The mixture was concentrated
under vacuum and the residue was taken up in EtOAc. Organic layer was washed with water, dried
on MgS0O, and concentrated under vacuum.The residue was purified by column chromatography

with DCM/MeOH (98/2, v/v).

HoN
NH
0]
\
/N
N
Cl NH,
Cl
C16H13C|2N50 MW =362.21 g/mol
Yield: 91%
Aspect: white powder Mp = 85-88°C

'H NMR (300 MHz, CDCl5):6 = 3.99 (br s, 2H), 6.60 (td, 1H, >/ = 7.7 Hz, *J = 1.2 Hz), 6.70 (dd, 1H, %/ =
8.2 Hz, “J = 2.0 Hz), 6.80 (dd, 1H, */ = 8.0 Hz, *J = 1.2 Hz), 7.03 (brs, 1H), 7.15 (m, 2H), 7.38 (d, 1H, *J =
8.2 Hz), 7.5 (d, 1H, %/ = 2.0 Hz), 8.10 (br s, 1H)
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3¢ NMR (75 MHz, CDCl5): & = 115.0 (Cy), 116.9 (CH), 118.4 (CH), 124.3 (Cy), 127.8 (CH), 128.0 (Cy),
129.2 (CH), 130.4 (CH), 130.5 (CH), 131.9 (CH), 132.8 (Cy), 134.1 (Cy), 140.6 (CH), 141.8 (Cy), 143.2
(C|V), 163.7 (C:O)

LC-MS (ESI):m/z Calculated: 361.05, Found: 362.20,[M+H]", tg = 2.40 min.

Synthesis of (2)-1-(2-aminophenyl)-5-(3,4-dichlorophenyl)-N'-(2-oxoindolin-3-ylidene)-1H-pyrazole-4-

carbohydrazide (6)

To a solution of 1-(2-aminophenyl)-5-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carbohydrazide (1 eq., 70
mg, 0.19 mmol) and isatin (1 eq., 28.4 mg, 0.19 mmol) in absolute EtOH (9 mL) were added three
drops of glacial acetic acid. The solution was refluxed for 24 hrs. The precipitate was filtered and

dried.

NH
/
N 0
NH
0]
\
/ N
N
Cl NH,
Cl
C24H16C|2N602 MW =491.33 g/mol
Yield: 74%
Aspect: yellow powder Mp > 300 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6 = 5.15 (brs, 2 H), 6.48 (t, 1 H, >/ = 6.9 Hz), 6.7 (d, 1 H, *J = 7.8 Hz),
6.92 (d, 1H,>)=7.8 Hz), 6.96 (d, 1 H,’J = 7.2 Hz),, 7.09 (t, 2 H, ) = 7.5 Hz), 7.31 (dd, 1 H, ’J = 8.4 Hz, *J
=1.5Hz),7.34 (t, 1 H,’)=8.0 Hz), 7.53 (d, 1 H, >/ = 7.2 Hz), 7.58 (d, 1 H,>/ = 8.4 Hz), 7.70 (d, 1 H, J =
1.5 Hz), 8.29 (s, 1 H), 11.28 (br s, 1 H), 13.14 (br s, 1 H)

C NMR (75 MHz, DMSO-d;): 6 = 111.6 (CH), 114.8 (Cy), 115.9 (CH), 116.1 (CH), 120.3 (Cy), 121.3
(CH), 123.1 (CH), 123.3 (Cy), 129.2 (CH), 129.4 (Cy), 130.6 (2 CH), 130.7 (CH), 130.8 (Cy), 131.1 (CH),
132.0 (CH), 132.5 (CH), 132.6 (Cy), 141.1 (Cy), 142.7 (Cy), 144.2 (Cy), 145.4 (Cy),157.1 (CO), 163.1
(CO)

LC-MS (ESI)m/z Calculated: 490.07, Found: 489.00, [M-H], 491.05, [M+H]", tg= 3.03 min.
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Synthesis of 4-methyl-N'-(2-nitrobenzylidene)benzenesulfonohydrazide (7)

Tosylhydrazine (1 eq., 246 mg, 1.32 mmol) was added to a solution of 2-nitrobenzaldehyde (1 eq.,
200 mg, 1.32 mmol) in EtOH (5 mL). The solution was stirred at reflux for 1 hr. The precipitate was

filtered and washed with ether.

H
~. N__O
N~ )/S
0]
NO,
C14H13N304S MW =319.34 g/mol

Yield:100%
Aspect: White powder Mp = 160-162°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-d;): & = 2.36 (s, 3H), 7.42 (d, 2H, *J = 8.0 Hz), 7.62 (m, 1H), 7.77 (m, 4H),
8.01 (dd, 1H, */= 8.1 Hz %/ = 1.2 Hz), 8.27 (s, 1H)

C NMR (75 MHz, DMSO-dj): 6 = 21.5 (CH3), 125.1 (CH), 127.6 (2 CH), 128.3 (CH), 128.5 (Cy), 130.3 (2
CH), 131.2 (CH), 134.2 (CH), 136.5 (Cyy), 142.8 (CH), 144.1 (Cyy), 148.3 (Cy)

Synthesis of methyl -2-bromo-3-(3,4-dichlorophenyl)prop-2-enoate (9)

To a solution of 3,4-dichlorobenzaldehyde (1 eq., 1 g, 5.71 mmol) and methyl bromoacetate (1.1 eq.,
0.96 g, 0.60 mL, 6.29 mmol) in DCM (16 mL) under N, atmosphere, was added titanium tetrachloride
(1.2 eq., 1.30 g, 3.70 mL, 6.86 mmol) in drops over 10 min. After stirring at room temperature for 30
min, NEt; (2 eq., 1.16 g, 1.60 mL, 11.40 mmol) was added dropwise over 10 min while keaping the
temperature below 30 °C. After stirring at room temperature for 4 h, the solution was quenched
carefully with water. The organic layer was washed with water, dried over MgSO, and concentrated

under vacuum. The residue was purified by column chromatographywith Cyclohexane/EtOAc (70:30,

v/v).

o
X o

cl Br

Cl CyoH,BrCl,0, MW = 309.97 g/mol
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Yield:49%
Aspect:White solid Mp =90-92 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-d;): 6 = 3.84 (s, 3H), 7.76 (d, 1H, */ = 8.6 Hz), 7.89 (dd, 1H, >/ = 8.6 Hz, *J =
1.8 Hz), 8.14 (d, 1H, *J = 1.8 Hz), 8.26 (s, 1H)

C NMR (75 MHz, DMSO-d): 6 = 54.3 (CH;), 114.9 (CH), 129.3 (Cy), 130.4 (CH), 131.2 (CH), 131.8
(Cw), 132.1 (CH), 133.2 (Cyy), 134.4 (Cyy), 139.0 (CH), 163.2 (CO)

Synthesis of methyl 4-(3,4-dichlorophenyl)-5-(2-nitrophenyl)-1H-pyrazole-3-carboxylate (10)

A mixture of 4-methyl-N'-[(1E)-(2-nitrophenyl)methylidene]benzene-1-sulfonohydrazide (1 eq., 77
mg, 0.24 mmol), methyl 3-(3,4-dichlorophenyl)-2-hydroxyprop-2-enoate (1 eq., 60 mg, 0.24 mmol)
and Cs,CO; (5 eq., 395 mg, 1.21 mmol) in DMF (2 mL) was stirred at room temperature for 5h and
then at 50C for 2 hrs. After the completeness of the reaction, the mixture was quenched with cold
water (10 mL), and extracted three times with ethyl acetate. The combined organic layers were
washed with brine, dried over MgS0O, and concentrated under vacuum.The residue was purified by

column chromatography with Cyclohexane/EtOAc (70:30, v/v).

NO; C17H11Cl,N50, MW = 392.19 g/mol
Yield: 47%

'H NMR (300 MHz, CDCl;): & = 3.54 (s, 3 H), 3.87 (s, 1 H), 7.52 (m, 3 H), 7.64 (dd, 1 H, >/ = 7.9 Hz, *J =
1.9 Hz), 7.68 (dd, 1 H,*/ = 7.2 Hz, ¥/ = 1.5 Hz), 7.76 (d, 1 H, *J = 1.5 Hz), 8.14 (dd, 1 H, >/ =7.9 Hz, J =
1.3 Hz)

3C NMR (75 MHz, CDCls): 6 =51.4 (CHs), 124.4 (CH), 124.6 (Cy), 128.6 (CH), 129.3 (Cy), 129.7 (Cy),
129.8 (Cy), 130.1 (CH), 130.3 (CH), 131.1 (CH), 132.1 (Cy), 132.3 (CH), 132.6 (Cy), 132.9 (CH), 133.9
(Cv), 149.8 (Cy), 162.7 (CO)

Synthesis of methyl 5-(2-aminophenyl)-4-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-3-carboxylate (11)
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To a solution of methyl 4-(3,4-dichlorophenyl)-5-(2-nitrophenyl)-1H-pyrazole-3-carboxylate (1 eq.,
960 mg, 2.45 mmol) in MeOH (30 mL) was added 10% Pd/C (0.05 eq., 13 mg, 0.12 mmol). The
solution was stirred under H, atmosphere for 2 days. The palladium on carbon was filtered on celite.
The filtrate was concentrated under reduced pressure and purified by column chromatography with

DCM/MeOH (98/2, v/v).

NH, Ci7H13CloN;0; MW = 362.21 g/mol
Yield: 54%

'H NMR (300 MHz, CDCl5): & = 3.30 (s, 3H), 4.96 (brs, 2H), 6.49 (td, 1H, */ = 7.4 Hz, *J = 0.9 Hz), 6.65
(dd, 1H, */ = 8.1 Hz, *J = 0.9 Hz), 6.86 (dd, 1H, *J = 7.4 Hz, *J = 1.6 Hz), 7.05 (td, 1H,*/= 8.1 Hz, "/ = 1.6
Hz), 7.14 (dd, 1H, */ = 8.3 Hz, * = 2.0 Hz), 7.48 (dd, 1H, */ = 8.3 Hz), 7.50 (d, 1H, *J = 2.0 Hz), 13.80 (br
s, 1H)

3C NMR (75 MHz, CDCLy): 6 = 51.9 (CH5), 115.4 (CH), 116.1 (CH), 116.4 (Cy), 128.8 (Cy), 129.9 (Cy),
130.1 (CH), 130.5 (CH), 130.7 (CH), 130.8 (Cy), 130.9 (CH), 131.4 (Cy), 132.3 (Cy), 133.7 (Cy), 138.2
(Cy), 147.3 (CH), 159.2 (CO)

LC-MS (ESI)m/z Calculated: 361.04, Found: 360.2, [M-H], 362.2, [M+H], tz= 2.95 min.

Synthesis of 5-(2-aminophenyl)-4-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-3-carbohydrazide (12)

To a solution of methyl 5-(2-aminophenyl)-4-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-3-carboxylate (1 eq.,
130 mg, 0.36 mmol) in EtOH (2.5 mL) was added hydrazine monohydrate (10 eq., 115 mg, 3.60
mmol). The mixture was stirred under reflux for 16hrs,concentrated under vacuum and taken up in
EtOAc. The organic layer was washed with water, dried on MgSO,and concentrated under
vacuum.The residue was purified by column chromatography on silica gel with DCM/MeOH (98:2,
v/v).

89



NH; Cy6H13C1NO MW = 362.21 g/mol
Yield: 54%

'"H NMR (300 MHz, DMSO-dj): 6= 4.40 (br s, 2 H), 4.80 (br's, 2 H), 6.55 (td, 1 H, > = 7.4 Hz, *J = 0.8
Hz), 6.67 (dd, 1 H, > = 8.0 Hz, *J = 0.8 Hz), 6.93 (dd, 1 H, */ = 7.7 Hz, *J = 1.3 Hz), 7.09 (td, 1 H, */ = 8.0
Hz, *J = 1.3 Hz), 7.14 (dd, 1 H, >/ = 8.3 Hz, *J = 2.0 Hz), 7.44 (d, 1 H, >/ = 8.3 Hz), 7.53 (d, 1 H, %/ = 2.0
Hz), 9.35 (brs, 1 H), 13.60 (brs, 1 H)

3C NMR (75 MHz, DMSO-dg): 6 = 115.4 (CH), 116.3 (CH), 116.4 (Cy), 122.6 (CH), 128.8 (Cy), 129.9
(Cy), 130.1 (CH), 130.4 (Cy), 130.7 (CH), 130.8 (CH), 131.4 (Cy), 131.9 (CH), 133.9 (Cy), 138.2
(Cy),147.1 (Cy), 159.2 (CO)

Synthesis of (2)-5-(2-aminophenyl)-4-(3,4-dichlorophenyl)-N'-(2-oxoindolin-3-ylidene)-1H-pyrazole-3-

carbohydrazide (13)

To a solution of 5-(2-aminophenyl)-4-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-3-carbohydrazide (1 eq., 50
mg, 0.14 mmol)in EtOH (1 mL) was added isatin (0.95 eq., 19.3 mg, 0.13 mmol) and a few drops of

acetic acid. The mixture was refluxed overnight. The precipitate formed was filtered.

cl
0O N=
cl NH NH
o
I N
oy
H
NH, C2aH16C1,NG0, MW = 491.33 g/mol
Yield: 59%
Aspect: yellow powder Mp > 300 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-d;): 59% Z form,41% E form,5 = 4.80 (br s, 2 H, NH, E), 4.90 (br's, 2 H, NH,
7),6.56 (t,J=7.8Hz,1HZ),6.67(d,J=7.8Hz,1H Z),6.94(d,/=7.8Hz, 1 HZ),6.96 (m, 1 HE),7.10
(m,1H2),7.25(dd,*/=8.4,"7=09Hz,1HZ),7.30(t,>)=7.7Hz, 1HE), 7.35 (t, ) = 7.6 Hz, 1 H E),
7.48-7.40 (m, 10 H), 7.63 (d,°/ = 8.4 Hz, 1 H 2), 7.74 (d,?) = 8.4 Hz, 1 HE), 8.12 (d, °/ = 7.8 Hz, 1 H E),
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8.38(d,®/=7.7Hz, 1HE), 11.26 (brs, 1 H, NH E), 11.44 (brs, 1 H, NH 2), 14.12 (br s, 1 H, NH E), 14.46
(brs, 1H, NH 2),

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6 = 108.8 (Cy),111.5 (CH), 112.2 (Cy), 115.3 (Cy), 116.2 (Cy), 116.4
(CH), 121.2 (Cy), 122.6 (2 CH), 123.1 (Cy), 128.8 (CH), 129.7 (Cy), 129.9 (CH), 130.4 (CH), 130.7 (CH),
130.8 (CH), 131.4 (Cy), 131.6 (Cy), 132.4 (CH), 133.2 (Cy), 138.2 (CH), 147.5 (Cy), 159.0 (CO), 163.0
(CO);

LC-MS (ESI)m/z Calculated: 490.07, Found: 489.2, [M-H],491.1, [M+H]", tz= 3.09 min.

Synthesis of ethyl 3-(3,4-dichlorophenyl)-2-formamidoacrylate (14)

NaH (3 eq., 205 mg, 856 mmol) was suspended in THF (5 mL), and a solution of 3,4-
dichlorobenzaldehyde (1 eq., 500 mg, 2.86 mmol), ethyl isocyanoacetate (1.5 eq., 0.50 mL, 4.28
mmol) in THF (1 mL) was added dropwise at room temperature over 20 min. After stirring at room
temperature for 2.5 hrs, the reaction mixture was ice-cooled, and AcOH (4.9 eq., 834 mg, 0.80 mL,
13.90 mmol) was added dropwise. After stirring for 10 min, the mixture was poured into ice-water
and extracted with ethyl acetate. The extract was washed successively with water, saturated
aqueous sodium bicarbonate solution, water and brine, and dried over MgSO,. The solvent was
evaporated in vacuo. The residue was purified bycolumn chromatography on silica gel with

Cyclohexane /EtOAc (10:0 to 10:10, v/v).

Cl
cl
H
| o
HN ~
/& o
H "0 C1,H1:ClL,NO; MW = 288.12 g/mol
Yield: 60%
Aspect: White solid Mp = 136-138 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-dj): 60% Z form,40% E formé=1.08 (t, *J = 7.0 Hz, 3 HE), 1.24 (t,*/ = 7.0 Hz,
3 H2),4.11 (q, *J = 7.0 Hz, 2 HE), 4.19 (q, >/ = 7.0 Hz, 2 H 2),6.89 (s, 1 HE), 7.20 (dd, >/ = 7.8 Hz,*/ = 2.0
Hz, 1 HE), 7.20 (s, 1HZ),7.48 (d,*J = 2.0 Hz, 1 H E), 7.58 (d, */ = 7.3 Hz, 1 H E), 7.59 (dd,’/ = 8.5 Hz, *J =
1.5Hz,1H2), 7,67 (d, *) = 8.5 Hz, 1HZ), 7.86 (d, *J = 1.5 Hz, 1HZ),8.15 (s, 1 H E), 8.19 (s, 1 HZ), 9.93 (br
s, 1 HZ2),10.25 (brs, 1 H E)
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3C NMR (75 MHz, DMSO-d;): 6 = 14.5 (CHs), 61.7 (CH,), 127.1 (Cy), 128.7 (CH), 130.2 (CH), 131.1
(CH), 131.7 (CH), 132.0 (Cy), 132.1 (Cy), 134.6 (Cy), 161.2 (CO), 164.7 (CO)

LC-MS (ESI)m/z Calculated: 287.01, Found: 288.0, [M-H], tg= 2.83 min.

Synthesis of ethyl 3-halo-3-(3,4-dichlorophenyl)-2-formamidoacrylate

To a solution of ethyl 3-(3,4-dichlorophenyl)-2-formamidoprop-2-enoate (1 eq., 400 mg, 1.39 mmol)
in DMF (8 mL) was added NBS (1 eq., 247 mg, 1.39 mmol). The resulting solution was stirred at room
temperature for 2hrs.After the slow addition of NEt; (1 eq., 140 mg, 0.19 mL, 1.39 mmol), the
reaction mixture was stirred at room temperature for 1hr. Aqueous 10% sodium thiosulfate (8 mL)

was added and the mixture was stirred for 1hr. The precipitate was filtered.

Ethyl 3-bromo-3-(3,4-dichlorophenyl)-2-formamidoacrylate (15)

Cl
Cl
Br
HN o._-
/& 0]
H" "0 Ci1,H10BrCl,NO; MW = 367.02 g/mol
Yield: 71%
Aspect: White solid Mp =119-121 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-d;): isomer Z, = 0.89 (t, 3 H, >/ = 7.1 Hz), 3.92 (q, 2 H, */ = 7.1 Hz), 7.30
(dd, 1 H,%=8.4Hz,%=2.2Hz),7.57 (d, 1 H,* =2.2 Hz), 7.69 (d, 1 H, */)= 8.4 Hz), 8.18 (s, 1 H), 10.21
(brs, 1 H)

C NMR (75 MHz, DMSO-dj): isomer Z, & = 13.7 (CH;), 61.8 (CH,), 115.3 (Cy), 129.5 (CH), 130.6 (Cy),
130.9 (CH), 131,2 (CH), 131,5 (Cy), 132.5 (Cy), 138.5 (Cyy), 160.6 (CO), 162.3 (CO)

LC-MS (ESI)m/z Calculated: 364.92, Found: 364.0, [M-H], tg= 3.00 min.

Ethyl 3-(3,4-dichlorophenyl)-2-formamido-3-iodoacrylate (15’)
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Cl

Cl
|
| o
HN ~
A o
H" "0 C1,H10ClINO; MW = 414.02 g/mol

Yield: 53%
Aspect: White solid Mp = 165-167 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-d;): & = 0.84 (t, 3H, *J = 7.0 Hz), 3.87 (q, 2H, */ = 7.0 Hz), 7.20 (dd, 1H, %/ =
8.3 Hz, % =2.2Hz),7.44 (d, 1H,*J = 2.2 Hz), 7.63 (d, 1H, */ = 8.3 Hz), 8.16 (s, 1H); 9.93 (br s, 1 H)

3C NMR (75 MHz, DMSO-d;): 6 = 13.5 (CHs), 62.4 (CH,), 115.4 (Cy), 128.2 (CH), 130.2 (CH), 130.6
(CH), 132.4 (Cy), 133.3 (Cy), 133.8 (Cy), 140.1 (Cy), 158.3 (CO), 160.6 (CO)

LC-MS (ESI)m/z Calculated: 412.91, Found: 411.8, [M-HT, 414.0, [M+H]", tg= 3.00 min.

Synthesis of ethyl (E)-3-halo-3-(3,4-dichlorophenyl)-2-isocyanoacrylate

POCl; (1.1 eq., 0.010 mL, 0.12 mmol) was added dropwise to a solution of ethyl 3-halo-3-(3,4-
dichlorophenyl)-2-formamidoprop-2-enoate (1 eq., 0.11 mmol) and NEt; (2.5 eq., 0.038 mL, 0.27
mmol) in DCM (0.5 mL) at -20°C under vigorous stirring. The mixture was stirred at 0 °C for 2 hrs and
then poured into aq. 1.0 M K,COssolution (2.5 eq.).Phases were separated and the organic layer was
washed withbrine, dried over MgSO, and concentrated under vacuum. The residue waspurified

bycolumn chromatography on silica gel with Cyclohexane/EtOAc (50:50, v/v).

Ethyl (E)-3-bromo-3-(3,4-dichlorophenyl)-2-isocyanoacrylate (16)

Cl
Cl
Br
|

ﬁ) o~

il

©

CleloBrC|2N02 MW =351.02 g/m0|

Yield: 42%

Aspect: White solid
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'H NMR (300 MHz, CDCl;): 6§ =1.17 (t, 3 H, /= 7.4 Hz), 4.16 (q, 2 H, > = 7.4 Hz), 7.16 (dd, 1 H, >/ = 8.4
Hz, *J=2.1Hz), 7.43 (d, 1H, %/ = 2.1 Hz), 7.49 (d, 1 H, *J = 8.4 Hz)

Ethyl (E)-3-(3,4-dichlorophenyl)-3-iodo-2-isocyanoacrylate (16’)

Cl
Cl
I
|

ﬁ Ov

g

© C1,HsClLINO, MW = 396.02 g/mol
Yield: 90%

'H NMR (300 MHz, CDCly): 6 =1.13 (t, > = 7.3 Hz, 3HE), 1.19 (t, >) = 7.4 Hz, 3 H 2), 4.11 (g, ¥/ = 7.3 Hz,
2HE), 4.18 (q, >/ = 7.1 Hz, 2 H 2), 7.10 (dd, *J = 8.3 Hz, *J = 2.0 Hz, 1HE),7.21 (dd, >/ = 8.4 Hz, */ = 2.2 Hz,
1HZ),7.35 (d, *J = 2.0 Hz, 1HE), 7.46 (d, >J = 8.3 Hz, 1HE), 7.47 (d, */ = 2.2 Hz, 1 H Z), 7.50 (d, */ = 8.4 Hz,
1H2)

3C NMR (75 MHz, CDCls): 6 = 13.6 (CH;), 13.7 (CHs), 63.1 (CH,), 63.2 (CH,), 116.8 (CyE), 126.6 (CH 2);
127.6 (CH E); 129.1 (CH 2); 129.4 (Cy2), 130.3 (CH Z et CH E), 130.4 (CH 2), 131.2 (Cy2), 132.4 (Cu2),
132.5 (CyE), 132.8 (CyE), 134.2 (Cy), 135.2 (Cy2), 135.4 (CyE), 140.3 (Cu2), 146.2 (CyE), 157.4 (Cp2),
158.5 (CyE), 172.5 (Cu2), 174.1 (CyE)

Synthesis of 3,4-dichloro-N-(2-nitrophenyl)benzamide (17)

o

Cl
HN

O.N cl

C13H8C|2N203 MW =311.12 g/mol

To a stirred solution of o-nitroaniline (1 eq., 164 mg, 1.19 mmol) and pyridine (2 eq., 188 mg, 0.193
mL, 2.39 mmol) in dry dichloromethane (4.5 mL) was added dropwise 3,4-dichlorobenzoyl chloride (2
eq., 500 mg, 2.39 mmol). The reaction was stirred at room temperature for 8 hrs. The precipitate

formed was filtered and washed with water.

Yield: 75%
Aspect: Yellow solid Mp: 148-150 °C
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'H NMR (300 MHz, DMSO-d;): 6 = 7.52 (m, 1H), 7.76 (dd, 1H,%J = 8.1 Hz, *J = 1.5 Hz), 7.83 (m, 1H),
7.93 (d, 1H,% = 8.4 Hz), 7.99 (dd, 1H,%/ = 8.4 Hz, */ = 2.0 Hz), 8.07 (dd, 1H, */ = 8.2 Hz, *J = 1.5 Hz), 8.25
(d, 1H, *J = 2.0 Hz)

3C NMR (75 MHz, DMSO-d,): 6 = 125.5 (CH), 126.7 (CH), 126.9 (CH), 128.6 (CH), 130.2 (CH), 131.3
(Cw), 131.4 (Cy), 131.6 (CH), 132.1 (Cy), 134.3 (CH), 135.7 (Cy), 143.9 (Cy), 163.8 (CO)

LC-MS (ESI):m/z Calculated: 310.00, Found: 309.0, [M-H], tg= 3.33 min.

Synthesis of methyl 1-(2-nitrophenyl)-1H-imidazole-4-carboxylate (18)

NO,
C11H9N304 MW = 247,21 g/mol

A mixture of 1-fluoro-2-nitrobenzene (1.1 eq., 1.55 g, 1.16 mL, 11 mmol), methyl 1H-imidazole-4-
carboxylate (1 eq., 1.26 g, 9.99 mmol) and K,CO; (1 eq., 1.38 g, 9.99 mmol) in acetonitrile (30 mL)
was heated at reflux for 12hrs.After cooling the reaction mixture to room temperature, the

precipitate was filtered and washed twice with ethyl acetate.

Yield: 99%
Aspect: White powder Mp =190-192 °C

'"H NMR (300 MHz, DMSO-dj): 6= 3.78 (s, 3 H), 7.79 (m, 2 H), 7.93 (td, 1 H, ®/ = 7.6 Hz, *J = 1.4 Hz),
8.07 (d, 1 H, %/ = 1.3 Hz), 8.26 (m, 2 H)

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds): & = 51.7 (CHs), 126.2 (CH), 127.8 (CH), 129.9 (CH), 129.9 (Cy), 131.1
(CH), 133.5 (Cy), 135.3 (CH), 139.6 (CH), 144.7 (Cy), 162.9 (CO)

LC-MS (ESI):m/z Calculated: 247.06, Found: 248.2, [M+H]", tg= 1.98 min.

Synthesis of methyl 5-bromo-1-(2-nitrophenyl)-1H-imidazole-4-carboxylate (19)
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NO,
C1:HsBrN;O, MW = 326.11 g/mol

To a solution of methyl 1-(2-nitrophenyl)-1H-imidazole-4-carboxylate (1 eq., 0.30 g, 1.21 mmol) in
DCM (10 mL) was added NBS (1 eq., 0.21 g, 1.21 mmol). The reaction mixture was stirred at room
temperature for 3 hrs. The mixture was concentrated under vacuum. The residue was taken up in
EtOAc and washed with water. The organic layer was dried over MgSO, and concentrated under

reduced pressure.
Yield: 51%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d;): 6= 3.78 (s, 3 H), 7.84 (dd, 1H, *J = 7.6 Hz, *J = 1.5 Hz), 7.90 (td, 1H, %/ =
8.1 Hz, *J = 1.5 Hz), 7.99 (td, 1H, *J = 7.6 Hz, *J = 1.5 Hz), 8.34 (dd, 1H, */ = 8.1 Hz, *J = 1.4 Hz), 8.40 (s,
1H)

3C NMR (75 MHz, DMSO-ds): 6= 52.0 (CH,), 122.6 (Cy), 126.4 (CH), 129.4 (Cy), 130.9 (CH), 131.6
(CH), 132.5 (CH), 133.8 (Cy), 135.8 (CH), 145.2 (Cy), 161.9 (CO)

LC-MS (ESI):m/z Calculated: 324.97, Found: 326.0, [M+H]", tg= 2.28 min.

Synthesis of methyl 5-(3,4-dichlorophenyl)-1-(2-nitrophenyl)-1H-imidazole-4-carboxylate (20)

Cl NO,
Cl

C17H11C|2N304 MW =392.19 g/mol
Methyl 5-bromo-1-(2-nitrophenyl)-1H-imidazole-4-carboxylate (1 eq., 1 g, 3.07 mmol)was dissolved
in toluene (20 mL)/H,0 (10 mL) with 3,4-dichlorophenylboronic acid (1.5 eq., 0.88 g, 4.60 mmol)
andKs;PO, (4 eq., 2.60 g, 12.30 mmol).Tetrakis(triphenylphosphine)palladium (10%, 0.35 g, 0.31
mmol) was added and the reaction mixture was heated at 100°C for 16 hrs. The reaction was

quenched with water and extracted three times with ethyl acetate. Organic layers were combined,
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dried over MgS0O, and concentrated in vacuo to give ared oil which was purified by column

chromatography using Cyclohexane/EtOAc (70:30, v/v).

Yield: 13%
Aspect: Yellow crystal Mp = 152-154 °C

'H NMR (300 MHz, €DCl;): § = 3.97 (s, 3H), 7.12 (dd, 1H, *J = 8.4 Hz, *J = 2.1 Hz), 7.31 (d, 1H, */ = 8.4
Hz), 7.48 (dd, 1H, * = 7.5 Hz, *J = 1.5 Hz), 7.57 (d, 1H, %/ = 2.1Hz), 7.77 (m, 2H), 7.78 (s, 1H), 8.11 (dd,
1H,3/=7.9 Hz, ¥/ = 1.6 Hz)

C NMR (75 MHz, CDCl;): 6 = 52.1 (CHs); 126.6 (CH); 127.2 (CH); 128.2 (Cy); 128.3 (CH); 129.9 (CH);
130.1 (Cy); 130.5 (2 CH); 131.2 (CH); 132.9 (Cy); 134.1 (Cy); 134.3 (Cy); 134.7 (CH); 145.3 (Cy); 146.2
(Cw); 162.7 (CO)

LC-MS (ESI):m/z Calculated: 391.01, Found: 390.1, [M-H], 392.1, [M+H]", tz= 2.93 min.
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Synthesis of methyl 1-(2-aminophenyl)-5-(3,4-dichlorophenyl)-1H-imidazole-4-carboxylate (21)

Cl NH,
Cl

C17H15CI,N50, MW : 362.21 g/mol
To a solution of methyl 5-(3,4-dichlorophenyl)-1-(2-nitrophenyl)-1H-imidazole-4-carboxylate (1 eq.,
0.67 g, 1.64 mmol) in H,0 (18 mL) / THF (18 mL) were successively added aqueous 35%ammonia (0.3
mL/mmol of reagent) and Na,S,0, (5 eq., 1.43 g, 8.19 mmol). The solution was stirred at room
temperature for 16hrs.The solution was diluted with EtOAc (50 mL). The aqueous phase was
extracted with EtOAc. The organic layers were combined, dried over MgSO, and concentrated under

vacuum. The residue was purified by column chromatography using Cyclohexane/EtOAc (70:30, v/v).

Yield: 32%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d): 6 = 3.31 (s, 3H), 5.00 (br s, 2H), 6.45 (td, 1H, >/ = 7.7 Hz, *J = 1.3 Hz),
6.75 (dd, 1H, ®/ = 8.2 Hz, / = 1.1 Hz), 6.83 (dd, 1H, */ = 7.7 Hz, */ = 1.5 Hz), 7.07 (td, 1H, >/ = 8.2 Hz, *J =
1.5 Hz), 7.17 (dd, 1H, *) = 8.4 Hz, *J = 2.0 Hz), 7.52 (d, 1H, */ = 8.4 Hz), 7.60 (d, 1H, %/ = 2.0 Hz), 8.19 (s,
1H)

LC-MS (ESI):m/z Calculated: 361.04, Found: 362.1, [M+H]", tg= 2.95 min.

Synthesis of 1-(2-aminophenyl)-5-(3,4-dichlorophenyl)-1H-imidazole-4-carboxyhydrazide (22)

HoN.
NH

© N
/
N)
Cl NH,
Cl

Ci6H13CINsO MW = 362.21 g/mol
Hydrazine monohydrate (15 eq., 0.33 g, 0.32 mL, 6.63 mmol) was added to a solution of methyl 1-(2-
aminophenyl)-5-(3,4-dichlorophenyl)-1H-imidazole-4-carboxylate (1 eq., 0.16 g, 0.44 mmol) in
absolute EtOH (5 mL). The mixture was stirred at reflux overnight. The mixture was concentrated

under vacuum. The residue was taken up in EtOAc and washed with water. Organic layer was dried
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over MgS0O, and concentrated under vacuum. The residue was purified by column chromatography

using DCM/MeOH (98:2, v/v).
Yield: 97%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d;): 6 = 4.40 (br's, 2 H), 5.21 (brs, 2 H), 6.59 (td, 1 H, >/ = 7.8 Hz, “/ = 1.3
Hz), 6.85 (dd, 1 H, >/ = 8.1 Hz, “/ = 1.3 Hz), 6.95 (dd, 1 H, >/ = 7.8 Hz, */ = 1.5 Hz), 7.19 (td, 1 H, */ = 7.8
Hz, /= 1.7 Hz), 7.35 (dd, 1 H, >/ = 8.4 Hz, *J = 2.0 Hz), 7.44 (m, 1 H), 7.58 (d, 1 H, >/ = 8.5 Hz), 7.69 (m,
1H),9.30 (brs, 1H)

BC NMR (75 MHz, DMSO-dg): § = 116.5 (CH), 116.7 (CH), 122.1(Cy), 126.5(CH), 127.7 (CH),
128.6 (CH), 129.7 (CH), 130.1(CH), 130.8(Cy), 130.9 (CH), 131.4(Cy), 131.5(Cy), 131.7 (Cy),
136.2 (Cy), 143.9 (Cy), 161.7 (CO)

LC-MS (ESI):m/z Calculated: 361.05, Found: 362.0, [M+H]", tg= 2.56 min.

Synthesis of (Z)-1-(2-aminophenyl)-5-(3,4-dichlorophenyl)-N'-(2-oxoindolin-3-ylidene)-1H-imidazole-
4-carbohydrazide (23)

Cl NH,
Cl
C24H16C|2N602 MW =491.33 g/mol

A solution of 1-(2-aminophenyl)-5-(3,4-dichlorophenyl)-1H-imidazole-4-carbohydrazide (1 eq., 60.0
mg, 0.17 mmol),isatin (1 eq., 24.4 mg, 0.17 mmol)and three drops of glacial acetic in absolute EtOH

(7.50 mL)was refluxed overnight. The precipitate formed was filtered.
Yield: 61%

Aspect: Yellow solid Mp > 300 °C
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'H NMR (300 MHz, DMSO-d,): 100% Z form,& = 5.35 (br s, 2H), 6.62 (m, 1H), 6.85 (m, 1H), 6.97 (t, 1H,
%) = 7.6 Hz), 7.08 (m, 1 H), 7.12-7.30 (m, 2 H), 7.34-7.56 (m, 3 H), 7.57-7.82 (m, 2 H), 8.20 (s, 1 H),
11.21 (brs, 1 H), 14.30 (brs, 1 H)

3C NMR (75 MHz, DMSO-d): 6= 111.7 (CH), 116.3 (CH), 120.6 (Cy), 121.4 (CH), 123.0 (CH), 126.5
(Cw), 127.7 (CH), 128.6 (CH), 129.7 (CH),130.4 (CH), 130.8 (Cy), 131.1 (CH), 131.3 (CH), 131.9 (Cy),
132.2 (CH), 132.4 (CH), 133.4 (Cy), 134.6 (Cy), 137.7 (Cy), 142.8 (Cy), 144.3 (Cy), 144.9 (Cy), 157.1
(CO), 163.2 (CO)

LC-MS (ESI):m/z Calculated: 490.07, Found: 491.1, [M+H]", tg= 3.12 min.

Synthesis of ethyl 5-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxylate (24)

A stirred solution of ethyl 3-(3,4-dichlorophenyl)-3-oxopropanoate (1 eq., 2 g, 7.66 mmol) and N,N-
dimethylformamide dimethyl acetal (1.1 eq., 1g, 8.43 mmol) was heated at 90°C for 3 h. After
evaporation of excess DMF-DMA under reduced pressure, the intermediate crude enaminone was
dissolved in EtOH (14 mL) with hydrazine monohydrate (1 eq., 0.38 g, 7.66 mmol) and heated at 70°C
for 2hrs. After concentration under vacuum, the residue was taken up in EtOAc, washed with water.
The organic phase was dried over MgSO, and concentrated under vacuum. The residue was purified

by column chromatography (DCM/MeOH 98/2).

o]
(o]
\
/ N
N
cl H
Cl C1,H10C1LN,0, MW = 285.13 g/mol
Yield: 69%
Aspect: White solid Mp = 136-138 °C

'H NMR (300 MHz, CDCl;): 6= 1.32 (t, 3H, *) = 7.1 Hz), 4.30 (q, 2H, */ = 7.1 Hz), 7.50 (d, 1H, *J = 8.0 Hz);
7.62 (dd, 1H, /= 8.4 Hz, *J = 2.0 Hz), 7.88 (d, 1H, *J = 2.0 Hz), 8.14 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, €DCls): 6 = 14.2 (CH,),60.6 (CH,),111.9 (Cy), 128.5 (CH),130.0 (CH),130.6 (Cy),
131.0 (CH), 132.3 (Cy),133.3 (Cy),137.7 (CH), 148.3 (Cy), 168.9 (CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 284.01, Found: 285.10, [M+H]", 283.10, [M-H], tg=2.93 min.
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Synthesis of N-benzyl-5-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxamide (25)

A mixture of ethyl 5-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxylate (1 eq., 2.30 g, 8.07 mmol)and
NaOH (10 eq., 3.20 g, 80.70 mmol)in ethanol (90 mL)was stirred at reflux for 16 h. After
concentration under vacuum, the residue was taken up in water and extracted with DCM. The
aqueous layer was acidified with ag. 1.0 M HCI solution and extracted with EtOAc. The organic layer

was dried over MgS0,, concentrated under vacuum and used without purification in the next step.

5-(3,4-Dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxylic acid (1 eq., 1g, 3.89 mmol),EDCI (1.2 eq., 0.72 g, 4.67
mmol) and HOBt (1.2 eq., 0.63 g, 4.67 mmol) were dissolved in DMF (100 mL). After cooling to 5 °C,
benzylamine (1 eq., 0.42 g, 0.42 mL, 3.89 mmol)was added to the mixture and the solution was
stirred overnight at room temperature.After concentration under vacuum, the residue was taken up
in EtOAc and washed with water. The organic layer was dried over MgSQO,, concentrated under

vacuum and purified by column chromatography with Cyclohexane/EtOAc(10:0 = 50:50, v/v).

NH
(o]
\
/N
N
cl H
Cl C17H15C1LN;0 MW = 346.21 g/mol
Yield: 57%
Aspect: Orange powder Mp =174-176°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-d;): & = 4.40 (d, 2H, ®/ = 5.8 Hz), 7.30 (m, 5H), 7.61 (d, 1H, *J = 8.4 Hz), 7.70
(s, 1H), 7.80 (dd, 1H, * = 8.4 Hz, *J = 1.8 Hz), 8.09 (d, 1H, *J = 1.8 Hz), 8.29 (d, 1H, *J = 1.1 Hz), 8.65 (t,
1H, *J = 5.8 Hz).

C NMR (75 MHz, DMSO-d;): 6 = 42.7 (CH,), 115.3 (Cy), 127.2 (CH), 127.7 (2 CH), 128.7 (2 CH), 128.9
(CH), 130.4 (CH), 130.5 (CH), 130.9 (2 C\y), 132.0 (CH), 134.5 (Cy), 140.1 (Cy), 147.8 (Cy), 163.5 (CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 345.05, Found: 346.10, [M+H]", 344.20, [M-H], tg=2.74 min.
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Synthesis of 5-(3,4-dichlorophenyl)-N-phenethyl-1H-pyrazole-4-carboxamide (26)

5-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxylic acid (1 eq., 1.30 g, 5.05 mmol),EDCI (1.2 eq., 0.94 g,
6.07 mmol) and HOBt (1.2 eq., 0.92 g, 6.07 mmol) were dissolved in DMF (125 mL). After cooling to
5°C, phenethylamine (1 eq., 0.61 g, 0.64 mL, 5.05 mmol)was added and the mixture and was stirred
overnight. After concentration under vacuum,the residue was taken up in EtOAc and washed with
water. The organic layer was dried over MgSQ,, concentrated under vacuum and purified by column

chromatography with Cyclohexane/EtOAc(10:0 = 50:50, v/v).

NH
(0]
\
/N
N
cl H
Cl Ci5H15C1LN;50 MW = 360.24 g/mol
Yield: 85%
Aspect: Yellow solid Mp =201-202°C

'H NMR (300 MHz, DMSO-d;): 6= 2.89 (t, 2H, *J = 7.3 Hz), 3.56 (t, 2H, *J = 7.3 Hz); 7.15-7.33 (m, 5 H),
7.61(d, 1H, %/ =8.4 Hz), 7.75 (dd, 1 H, >/ = 8.4 Hz, “J = 1.9 Hz), 8.07 (d, 1 H, “ = 1.9 Hz), 8.15 (s, 1 H)

'H NMR (300 MHz, CD;0D): 6 =2.79 (t, 2 H, >/ = 7.2 Hz), 3.55 (t, 2 H, */ = 7.2 Hz), 7.20-7.32 (m, 5 H),
7.53 (m, 2 H), 7.87 (t, 1 H, *J = 1.2 Hz), 7.98 (s, 1 H).

C NMR(75 MHz, CD;0D): & = 36.5 (CH,), 42.1 (CH,), 116.3 (Cy), 127.4 (CH), 127.8 (Cy), 127.9 (Cy),
129.5 (CH), 129.5 (2 CH), 129.8 (Cy), 129.9 (2 CH), 131.4 (CH), 131.5 (CH), 133.2 (Cy), 133.3 (Cy),
140.5 (CH), 165.9 (CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 359.06, Found: 360.16, [M+H]", 358.27, [M-H]’, t;z = 2.82 min.

Synthesis of tert-butyl 5-bromopentanoate (27)

To a solution of magnesium sulfate (1.9 eq., 0.53 g, 21.50 mmol) in DCM (65 mL), sulfuric acid (1.1
eq., 1.21 g, 0.66 mL, 12.40 mmol) was added. The mixture was stirred for 15 min and then 5-
bromovaleric acid (1 eq., 2 g, 11 mmol) was added, followed by tert-butanol (5 eq., 0.41 g, 5.3 mL,

55.80 mmol). The mixture was stirred overnight at room temperature. After filtration of magnesium
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sulfate, the organic phase was washed with aqg. 1.0 M NaHCO; solution and water, dried over MgSO,

and concentrated under vacuum.
Br\/\/\[ro\;/
o CoH17BrO, MW = 237.13 g/mol
Yield: 96%
Aspect: Colorless oil

NMR (300 MHz, CDCl;): & = 1.44 (s, 9 H), 1.65-.79 (m, 2 H), 1.81-1.96 (m, 2 H), 2.25 (t, 2 H, >/ = 7.2
Hz), 3.41 (t, 2 H, *J = 6.6 Hz).

General procedure for the synthesis of ethyl (4-(benzyl or phenethylcarbamoyl)-3-(3,4-

dichlorophenyl)-1H-pyrazol-1-yl)alkanoate and N-benzyl or phenethyl-3-(3,4-dichlorophenyl)-1-(®-

(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)alkyl)-1H-pyrazole-4-carboxamide

A solution of N-benzyl-5-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxamide (1 eq., 0.30 g, 0.87 mmol),
K,CO3 (2 eq., 0.24 g, 1.73 mmol) and the convenient ethyl w-bromoalkylcarboxylate or N-
(o—bromoalkyl)phthalimide (1 eq., 0.87 mmol) in anhydrous acetonitrile (15 mL) and under a
nitrogen atmosphere was stirred at reflux overnight and concentrated under reduced pressure. The
residue was taken up in EtOAc and washed with water. The organic layer was dried over MgSQ,,

concentrated under vacuum and purified by column chromatography (DCM/MeOH 98/2)

Ethyl 1-(5-(tert-butoxy)-5-oxopentyl)-3-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxylate (28)

NJ\/\YEOA(

C21H26C|2N204 MW= 441.35 g/m0|
Yield: 28%

'H NMR (300 MHz, CDCl5): § = 1.14 (s, 9 H), 1.28 (t, 3 H, */ = 7.1 Hz), 1.60 (m, 2 H), 1.92 (m, 2 H), 2.25
(t, 2H,% =73 Hz), 413 (t, 2 H,* =6.8 Hz), 4.23 (q, 2 H, >) = 7.1 Hz), 7.45 (d, 1 H, *J = 8.3 Hz), 7.68
(dd, 1 H, 3/ =8.3Hz,*J=2.0Hz),7.94 (d, 1 H, *J = 2.0 Hz), 7.96 (s, 1 H).
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3C NMR (75 MHz, CDCl3): 6 = 14.3 (CHs), 21.9 (CH,), 28.1 (3 CHs), 29.3 (CH,), 34.7 (CH,), 52.4 (CH,),
60.3 (CH,), 80.4 (CIV), 111.7 (CIV), 128.7 (CH), 129.7 (CH), 131.1 (CH), 131.8 (CIV), 132.3 (CIV), 132.5
(CIV), 135.2 (CH), 150.4 (CIV), 162.8 (CO), 172.4 (CO).

Ethyl 3-(4-(benzylcarbamoyl)-3-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazol-1-yl)propanoate (29)

Cy,H,:Cl;N505 MW = 446.33 g/mol
Yield: 52%

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): 6 = 1.25 (t, 3H, *J = 7.2 Hz), 2.94 (t, 2H, °J = 6.4 Hz), 4.15 (q, 2H, >/ = 7.2
Hz), 4.44 (t, 2H, *J = 6.4 Hz), 4.51 (d, 2H, *J = 5.9 Hz), 5.94 (s, 1 H), 7.32 (m, 5H), 7.45 (d, 1H, */ = 8.2
Hz), 7.59 (dd, 1H, */ = 8.2 Hz, */ = 1.9 Hz), 7.89 (d, 1H, %/ = 1.9 Hz), 7.92 (s, 1H).

C NMR (75 MHz, CD,Cl,): 6 = 13.9 (CH3), 34.3 (CH,), 43.5 (CH,), 47.9 (CH,), 60.9 (CH,), 115.9 (Cy),
127.4 (CH), 127.6 (2 CH), 128.2 (CH),128.5 (Cy), 128.6 (2 CH), 130.3 (CH), 130.5 (CH), 132.3 (Cy),
132.8 (Cy), 133.1 (CH), 138.4 (Cy), 147.8 (Cy), 162.6 (CO), 170.6 (CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 445.10, Found: 460.20, [M+H]", tg = 3.32 min.

Ethyl 4-(4-(benzylcarbamoyl)-3-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazol-1-yl)butanoate (30)

C23H23C|2N303 MW =460.35 g/mol

Yield : 23%
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'H NMR (300 MHz, CDCl;): § = 1.26 (t, 3H, >/ = 7.1 Hz), 2.23 (m, 2 H), 2.35 (m, 2 H), 4.15 (q, 2H, *J =
7.1 Hz),4.22 (t, 2H, *) = 6.7 Hz), 4.51 (d, 2H, *J = 5.7 Hz), 5.80 (s, 1 H), 7.23 (m, 2 H), 7.33 (m, 3 H), 7.39
(d, 1H, */ = 8.3 Hz), 7.48 (dd, 1H, */ = 8.3 Hz, */ = 1.9 Hz), 7.80 (d, 1H, *J = 1.8 Hz), 7,90 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, CDCl,): & = 14.2 (CHs), 25.3 (CH,), 30.8 (CH,), 43.8 (CH,), 51.6 (CH,), 60.7 (CH,),
116.2 (Cy), 127.6 (CH), 127.8 (2 CH), 128.2 (CH), 128.8 (2 CH), 130.5 (CH), 130.7 (CH), 132.3 (Cy),
132.8 (Cy), 132.9 (Cy), 133.2 (CH), 137.8 (Cy), 147.7 (Cy), 162.6 (CO), 172.4 (CO).

Ethyl 3-(3-(3,4-dichlorophenyl)-4-(phenethylcarbamoyl)-1H-pyrazol-1-yl)propanoate (31)

C23H23C|2N303 MW = 460.35 g/mol
Yield: 52%

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): 6 = 1.25 (t, 3H, *>/ = 7.1 Hz), 2.83 (t, 2H, >/ = 6.9 Hz), 2.93 (t, 2H, >/ = 6.4
Hz), 3.60 (q, 2H, >/ = 6.8 Hz), 4.15 (q, 2 H, >/ = 7.1 Hz), 4.41 (t, 2 H, >/ = 6.4 Hz), 5.62 (m, 1 H), 7.15 (m, 2
H), 7.20-7.33 (m, 3 H), 7.42 (d, 1 H, ) = 8.3 Hz), 7.49 (dd, 1 H, >/ = 8.3 Hz, */ = 2.0 Hz), 7.83 (d, 1 H, ¥/ =
2.0 Hz), 7.83 (5. 1 H).

C NMR (75 MHz. CD,Cl,):5 = 13.9 (CHs), 34.3 (CH,), 35.3 (CH,), 40.5 (CH,), 47.9 (CH,), 60.9 (CH,),
116.1 (Cy), 126.4 (CH), 128.0 (CH), 128.5 (2 CH), 128.6 (2 CH), 130.3 (CH), 130.4 (CH), 132.2 (Cy),
132.3 (Cy), 132.8 (Cy), 133.1 (CH), 138.8 (Cyy), 147.6 (Cy), 162.5 (CO), 170.4 (CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 459.11, Found: 460.20, [M+H], tz = 3.30 min.
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Ethyl 4-(3-(3,4-dichlorophenyl)-4-(phenethylcarbamoyl)-1H-pyrazol-1-yl)butanoate (32)

C24H25C|2N303 MW = 474.38 g/mol
Yield: 10%

'H NMR (300 MHz, CDCl,): 6 = 1.20 (t, 3H, */ = 7.1 Hz), 2.03 (m, 2 H), 2.22 (t, 2 H, */ = 6.5 Hz), 2.76 (t,
2H,%=6.5Hz),3.57(q,2H,% =6.1Hz),3.97 (t,2 H, >/ = 6.8 Hz), 4.04 (q, 2 H, ) = 7.1 Hz), 5.40 (t, 1
H,>/=5.1Hz), 7.06 (m, 2 H), 7.13 (dd, 1 H, >/ = 8.2 Hz, *J = 2.0 Hz), 7.18-7.32 (m, 3 H), 7.43 (d, 1 H, ¥/ =
2.0 Hz), 7.47 (d, 1 H, >/ = 8.2 Hz), 7.84 (s, 1 H).

BC NMR (75 MHz, CDCl5): 6= 14.1 (CH;), 25.1 (CH,), 30.7 (CH,), 35.3 (CH,), 40.1 (CH,), 48.6 (CH,), 60.6
(CH,), 116.8 (Cy), 126.6 (CH), 128.5 (2 CH), 128.6 (2 CH), 129.3 (CH), 131.0 (CH), 131.7 (CH), 133.4
(Cw), 134.5 (Cy), 138.5 (Cyy), 138.5 (Cyy), 139.4 (CH), 140.3 (Cyy), 162.2 (CO), 172.3 (CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 473.13, Found: 474.20, [M+H]", tg = 3.18 min.

Tert-butyl 5-(3-(3,4-dichlorophenyl)-4-(phenethylcarbamoyl)-1H-pyrazol-1-yl)pentanoate (33)

C27H31C|2N303 MW =516.46 g/m()l
Yield: 36%

'H NMR (300 MHz, CDCl5): 6 = 1.44 (s, 9 H), 1.60 (quin, 2 H, */ = 7.4 Hz), 1.89 (quin, 2 H, *J = 7.4 Hz),
2.23(t, 2 H,% =7.1Hz),2.78 (t, 2 H, ¥ = 6.6 Hz), 3.60 (g, 2 H, */ = 6.0 Hz), 4.10 (t, 2 H, *J = 6.8 Hz),
5.67 (t, 1 H, %) = 5.4 Hz), 7.07-7.29 (m, 5 H), 7.33 (m, 2 H), 7.76 (m, 2 H).
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3C NMR (75 MHz, CDCls): § = 22.0 (CH,), 28.1 (3 CHs), 29.4 (CH,), 34.7 (CH,), 35.2 (CH,), 40.5 (CH,),
52.4 (CH,), 80.5 (Cy), 116.1 (Cy), 126.6 (CH), 128.1 (CH), 128.5 (2 CH), 128.7 (2 CH), 130.5 (CH), 130.7
(CH), 132.5 (Cy), 132.8 (Cy), 132.8 (Cy), 133.0 (Cy), 138.5 (CH), 147.4 (C,), 162.8 (CO), 172.4 (CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 515.17, Found: 516.29, [M+H]", tz = 3.65 min.
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Ethyl 3-(3,4-dichlorophenyl)-1-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)ethyl)-1H-pyrazole-4-carboxylate (34)

C22H17C|2N304 MW = 458.29 g/mol
Yield: 54%

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): 6 = 1.28 (t, 3H, >/ = 7.2 Hz); 4.15-4.27 (m, 4H), 4.47 (t, 2H, *J = 5.4 Hz),
7.40 (d, 1 H, %/ = 8.3 Hz), 7.55 (dd, 1 H, *J = 8.3 Hz, */ = 2.0 Hz), 7.73-7.80 (m, 3 H), 7.80-7.87 (m, 2 H),
8.02 (s, 1 H).

C NMR (75 MHz, CD,Cl,): 6 = 13.9 (CHs), 37.8 (CH,), 49.9 (CH,), 60.3 (CH,), 112.3 (CIV), 123.3 (2 CH),
128.5 (CH), 129.5 (CH), 130.8 (CH), 131.5 (Cy), 131.9 (2 Cy), 132.0 (Cy), 132.5 (Cy), 134.0 (Cy), 134.2
(2 CH), 135.9 (CH), 150.5 (Cy), 162.5 (CO), 167.7 (2 CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 457.06, Found: 458.20, [M+H]", tx = 3.47 min.

Ethyl 3-(3,4-dichlorophenyl)-1-(3-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)propyl)-1H-pyrazole-4-carboxylate (35)

C23H19C|2N3O4 MW =472.32 g/m0|
Yield: 63%

'H NMR (300 MHz, CDCl,): 6 = 1.31 (t, 3 H, >/ = 7.1 Hz), 2.38 (quin, 2 H, */ = 6.6 Hz), 3.81 (t, 2 H, *J =
6.3 Hz),4.21 (t,2 H,% =7.1Hz),4.25(q, 2 H, > = 7.1 Hz), 7.44 (d, 1 H, *) = 8.4 Hz), 7.64 (dd, 1H, ¥/ =
8.4 Hz, *J = 2.0 Hz), 7.68-7.74 (m, 2 H), 7.77-7.84 (m, 2 H), 7.88 (d, 1 H, *J = 2.0 Hz), 8.08 (s, 1 H).

3C NMR (75 MHz, CDCL;): 6 = 14.3 (CHs), 28.6 (CH,), 35.3 (CH,), 50.4 (CH,), 60.2 (CH,), 111.6 (Cy),
123.1 (2 CH), 128.6 (CH), 129.6 (CH), 131.0 (CH), 131.7 (2 Cy), 132.2 (Cy), 132.4 (Cy), 133.9 (C"),
134.0 (2 CH), 135.9 (CH), 150.4 (Cy), 162.6 (CO), 168.2 (2 CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 471.08, Found: 472.10, [M+H]", tz = 3.42 min.
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Ethyl 3-(3,4-dichlorophenyl)-1-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)butyl)-1H-pyrazole-4-carboxylate (36)

C24H21C|2N304 MW = 486.35 g/m0|
Yield: 50%

'H NMR (300 MHz, CDCl5): 6§ = 1.32 (t, 3 H, ¥/ = 7.1 Hz), 1.71-1.81 (m, 2,H), 1.91-2.04 (m, 2 H), 3.76 (t,
2H,%=6.9Hz),4.21 (t,2H,% =6.4Hz), 4.27 (9, 2 H, ) = 7.1 Hz), 7.46 (d, 1 H, > = 8.4 Hz), 7.68 (dd, 1
H, 3/ =8.4Hz, % =2.0Hz),7.73 (m, 2 H), 7.85 (m, 2 H), 7.94 (d, 1 H, *J = 2.0 Hz), 8.08 (s, 1 H).

BC NMR (75 MHz, CDCl,): 6 = 14.3 (CH;), 25.5 (CH,),27.2 (CH,), 37.0 (CH,), 52.0 (CH,), 60.3 (CH,),
111.8 (Cy), 123.3 (2 CH), 128.6 (CH), 129.7 (CH), 131.1 (CH), 131.8 (Cy), 132.0 (2 Cy), 132.3 (Cy),
132.4 (Cy), 134.0 (2 CH), 135.3 (CH), 150.6 (Cyy), 162.7 (CO), 168.4 (2 CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 485.09, Found: 486.10, [M+H]", t = 3.56 min.

N-Benzyl-3-(3,4-dichlorophenyl)-1-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)ethyl)-1H-pyrazole-4-carboxamide
(37)

C27H20C|2N403 MW =519.38 g/mol
Yield: 47%

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): 6 = 4.14 (t, 2H, *J = 7.1 Hz), 4.46 (m, 4H), 7.33 (m, 6 H),7.41 (dd, 1 H, *J =
8.3 Hz, “/=1.9Hz),7.63(d, 1 H, % =1.9Hz), 7.75 (m, 2 H), 7.82 (m, 2 H), 7.88 (s, 1 H).

C NMR (75 MHz, CD,Cl,): 6 = 37.9 (CH,), 43.5 (CH,), 49.8 (CH,), 116.6 (Cy), 123.2 (2 CH), 127.4 (CH),
127.6 (2 CH), 128.1 (CH), 128.6 (2 CH), 130.1 (CH), 130.3 (CH), 131.8 (2 Cy), 132.2 (2 Cy), 132.5 (Cy),
132.9 (CH), 134.2 (2 CH), 138.3 (Cy), 147.9 (Cy), 162.4 (CO), 167.7 (2 CO).
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N-Benzyl-3-(3,4-dichlorophenyl)-1-(3-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)propyl)-1H-pyrazole-4-carboxamide
(38)

C28H22C|2N403 MW =533.41 g/m0|
Yield: 48%

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): & = 2.38 (m, 2H), 3.77 (t, 2H, *J = 6.3 Hz), 4.21 (t, 2H, *J = 6.6 Hz), 4.51 (d,
2H, *J = 5.8 Hz), 6.00 (m, 1H, NH), 7.36 (m, 5 H), 7.41 (d, 1H, *J = 8.4 Hz), 7.53 (dd, 1H, */ = 8.4 Hz, *J =
2.0 Hz), 7.67 (m, 2H); 7.73 (m, 2H), 7.78 (d, 1H, *J = 2.0 Hz), 7.90 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, CD,Cl,): & = 28.3 (CH,), 35.4 (CH,), 43.5 (CH,), 50.4 (CH,), 115.7 (Cy), 122.9 (2 CH),
127.4 (CH), 127.7 (2 CH), 128.0 (CH), 128.6 (2 CH), 130.1 (CH), 130.3 (CH), 131.9 (2 Cy), 132.1 (2 Cp),
132.7 (Cy), 133.1 (CH), 133.9 (2 CH), 138.5 (Cy), 147.6 (Cy), 162.6 (CO), 168.2 (2 CO).

N-Benzyl-3-(3,4-dichlorophenyl)-1-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)butyl)-1H-pyrazole-4-carboxamide
(39)

C29H24C|2N403 MW =547.43 g/m0|
Yield: 82%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d;): 6 = 1.59 (m, 2 H), 1.83 (m, 2 H), 3.60 (t, 2 H, */ = 6.7 Hz), 4.17 (t, 2 H, ¥J
=6.7 Hz), 4.39 (d, 2 H, ) = 6.0 Hz), 7.30 (m, 5 H), 7.58 (d, 1 H, >/ = 8.4 Hz), 7.74 (dd, 1 H, *>/ = 8.6 Hz, *J
=1.9 Hz), 7.81 (m, 4 H), 8.03 (d, 1 H,*J = 1.9 Hz), 8.25 (s, 1 H), 8.63 (t, 1 H, >/ = 6.0 Hz).
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3C NMR (75 MHz, DMSO-d;): 6 = 25.5 (CH,), 27.4 (CH,), 37.3 (CH,), 42.7 (CH,), 51.6 (CH,), 115.6 (Cy),
123.4 (2 CH), 127.2 (CH), 127.7 (2 CH), 128.7 (2 CH), 128.8 (CH), 130.4 (CH), 130.5 (CH), 130.6 (Cy),

130.9 (Cy), 132.1 (2 Cy), 133.5 (CH), 134.1 (Cy), 134.8 (2 CH), 140.0 (Cy), 147.5 (Cy), 163.1 (CO), 168.5
(2 CO).

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): § = 1.60 (m, 2 H), 1.79 (m, 2 H), 3.59 (t, 2 H, > = 6.9 Hz), 3.99 (t, 2 H, *J =
7.1 Hz), 440 (d, 2 H, */ =5.9 Hz), 6.05 (t, 1 H, >) = 5.9 Hz), 7.17 (dd, 1 H, >/ = 7.8 Hz, / = 1.4 Hz), 7.23-
7.35(m, 4 H), 7.50-7.58 (m, 2 H), 7.71-7.78 (m, 3 H), 7.78-7.84 (m, 2 H), 7.85 (s, 1 H)

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 546.12, Found: 547.10, [M+H]’, tg = 3.37 min.

N-benzyl-5-(3,4-dichlorophenyl)-1-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)butyl)-1H-pyrazole-4-carboxamide
39’

NH
0]
\
/ '\

N

Cl
Ci
o-N_o
C29H24C|2N4O3 MW =547.43 g/mOI

Yield: 9%

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): § = 1.58 (m, 2 H), 1.79 (m, 2 H), 3.60 (t, 2 H, >/ = 7.0 Hz), 3.99 (t, 2 H, *J =
7.0 Hz), 4.42 (d, 2 H, %/ =5.8 Hz), 7.17 (dd, 1 H, ) = 8.0 Hz, *J = 1.8 Hz), 7.22-7.37 (m, 5 H), 7.52 (d, 1 H,
*)=1.8Hz),7.54 (d, 1 H, >/ = 8.0 Hz), 7.72-7.78 (m, 2 H), 7.79-7.83 (m, 2 H), 7.84 (s, 1 H)

BC NMR (75 MHz, CD,Cl,): 6 = 25.5 (CH,), 27.2 (CH,), 37.1 (CH,), 43.2 (CH,), 49.1 (CH,), 116.7 (Cy),
123.1 (2 CH), 127.2 (CH), 127.4 (2 CH), 128.5 (2 CH), 129.3 (Cy), 129.7 (CH), 130.9 (CH), 132.0 (CH),
132.1(2 Cy), 132.9 (Cy), 133.8 (Cyy), 133.9 (2 CH), 138.6 (Cy), 138.7 (CH), 140.5 (Cy), 162.1 (CO), 168.2
(2 co).
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3-(3,4-Dichlorophenyl)-1-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)ethyl)-N-phenethyl-1H-pyrazole-4-

carboxamide (40)

0]
D
N
o

ci CasH3,C1,N,0; MW = 533.41 g/mol

Yield: 20%

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): 6 = 2.80 (t, 2H, *J = 7.0 Hz), 3.56 (q, 2 H, °J = 6.4 Hz), 4.14 (t, 2 H, >/ = 5.6
Hz), 4.43 (t,2 H, %/ =6.4Hz),5.56 (t, 1 H, */ =5.4 Hz), 7.13 (dd, 1 H, *>/ = 8.0 Hz, */ = 1.7 Hz), 7.2-7.3 (m,
6 H), 7.55 (d, 1 H, *J = 1.7 Hz), 7.74-7.80 (m, 3 H), 7.80-7.86 (m, 2 H).

C NMR (75 MHz, CD,Cl,): 6 = 28.5 (CH,), 37.9 (CH,), 41.6 (CH,), 49.9 (CH,), 116.2 (Cy), 123.1 (2 CH),
127.4 (CH), 127.9 (2 CH), 128.8 (2 CH), 130.2 (CH), 130.3 (CH), 131.8 (2 Cy), 132.2 (2 Cy), 132.6 (Cy),
132.9 (CH), 134.0 (2 CH), 138.4 (Cy), 147.6 (Cy), 162.5 (CO), 167.3 (2 CO).

3-(3,4-Dichlorophenyl)-1-(3-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)propyl)-N-phenethyl-1H-pyrazole-4-

carboxamide (41)

C29H24C|2N403 MW =547.43 g/mol
Yield: 79%

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): 6 = 2.36 (quin, 2 H, °J = 6.4 Hz), 2.85 (t, 2 H, >/ = 6.9 Hz), 3.60 (q, 2 H, >/ =
6.9 Hz), 3.67 (t, 2 H, *J = 6.4 Hz), 4.20 (t, 2 H, *J = 6.6 Hz), 5.62 (m, 1 H), 6.13-6.35 (m, 5 H), 7.40 (d, 1
H, >/ = 8.3 Hz), 7.45 (dd, 1 H, */ = 8.3 Hz, *J = 1.9 Hz), 7.68-7.72 (m, 2 H), 7.75 (d, 1 H, *J = 1.9 Hz), 7.76-
7.80 (m, 2 H), 7.85 (s, 1 H).
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3C NMR (75 MHz, CD,Cl,):6 = 28.4 (CH,), 35.4 (2 CH,), 40.5 (CH,), 50.4 (CH,), 116.0 (Cy), 123.0 (2 CH),
126.5 (CH), 127.9 (CH), 128.5 (2 CH), 128.6 (2 CH), 130.2 (CH), 130.4 (CH), 131.9 (2 Cy), 132.2 (2 Cp),
132.8 (Cy), 133.1 (CH), 133.9 (2 CH), 138.9 (Cy), 147.5 (Cy), 162.6 (CO), 168.3 (2 CO).

3-(3,4-Dichlorophenyl)-1-(4-(1,3-dioxoisoindolin-2-yl)butyl)-N-phenethyl-1H-pyrazole-4-

carboxamide (42)

C30H26C|2N403 MW =561.46 g/mol
Yield: 31%

'H NMR (300 MHz, €DCl5): 6 = 1.72 (quin, 2 H, >/ = 6.9 Hz), 1.95 (quin, 2 H, >/ = 6.9 Hz), 2.83 (t, 2 H, *J
=6.9 Hz),3.63(q,2H,*=6.6Hz),3.72 (t,2 H,*/ = 7.0 Hz), 4.18 (t, 2 H, >/ = 6.9 Hz), 5.66 (t, 1 H, *J =
5.1 Hz), 7.09 (m, 2 H), 7.21-7.30 (m, 6 H), 7.35 (s, 1 H), 7.68-7.77 (m, 2 H), 7.80-7.87 (m, 2 H).

C NMR (75 MHz, CDCl;):6 = 25.6 (CH,), 27.4 (CH,), 35.4 (CH,), 37.1 (CH,), 40.6 (CH,), 52.0 (CH,),
116.3 (Cy), 123.3 (2 CH), 126.6 (CH), 128.0 (CH), 128.5 (2 CH), 128.6 (2 CH), 130.5 (CH) 130.7 (CH),
131.9 (2 Cy), 132.4 (Cy), 132.8 (Cy), 132.8 (Cyy), 133.2 (CH), 134.1 (2 CH), 138.6 (Cy), 147.6 (Cy), 162.9
(CO), 168.5 (2 CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 560.14, Found: 561.30, [M+H]", t = 3.38 min.

5-(3-(3,4-Dichlorophenyl)-4-(ethoxycarbonyl)-1H-pyrazol-1-yl)pentanoic acid (43)

A solution of ethyl 1-(5-(tert-butoxy)-5-oxopentyl)-3-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxylate
(1 eq., 95 mg, 0.21 mmol) and TFA (25 eq., 0.42 mL, 5.38 mmol) in DCM (3 mL) was stirred overnight
at room temperature. After washings with water, the organic phase was dried over magnesium
sulfate and concentrated under vacuum. The residue dissolved in a small amount of MeOH was

diluted with water and lyophilized.
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C17H18C|2N204 MW =385.24 g/mOI
Yield: 80%

'H NMR (300 MHz, (CD5),€0): 6 = 1.27 (t, 3 H, *J = 7.0 Hz), 1.62 (quin, 2 H, *J = 7.5 Hz), 2.04 (quin, 2 H,
3)=7.2Hz),2.35(t,2H,% =7.4 Hz),4.22 (q,2 H,*) = 7.1 Hz), 4.28 (t, 2 H, /= 5.2 Hz), 7.59 (d, 1 H, */ =
8.5 Hz), 7.88 (dd, 1 H, */ = 8.5 Hz, “/ = 2.0 Hz), 8.14 (d, 1 H, *J = 2.0 Hz), 8.22 (brs, 1 H), 8.32 (s, 1 H).

3C NMR (75 MHz, (CD5),CO): & = 13.7 (CHs), 21.6 (CH,), 32.6 (CH,), 39.9 (CH,), 51.9 (CH,), 29.8 (CH,),
111.3 (Cy), 128.9 (CH), 129.8 (CH), 130.8 (CH), 131.1 (Cy), 131.1 (Cy), 133.5 (Cy), 136.1 (CH), 149.3
(Cy), 162.5 (CO), 173.5 (CO).

General procedure for the synthesis of [4-(benzylcarbamoyl)-3-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazol-1-

[Jalkanoic acid

A solution of ethyl [4-(benzylcarbamoyl)-3-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazol-1-yl]alkanoate (1 eq.,
0.15 mmol) and NaOH (10 eq., 1.52 mmol) in EtOH (2 mL) was stirred at reflux for 16 h and
concentrated under reduced pressure. The residue was taken up in water and extracted with DCM.
The aqueous layer was acidified with aq. 1.0 M HCI solution and extracted with EtOAc. The organic

phase was dried over magnesium sulfate and concentrated under vacuum.

3-(4-(Benzylcarbamoyl)-3-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazol-1-yl)propanoic acid (44)

C20H17C|2N303 MW =418.27 g/mol

Yield: 43%
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'H NMR (300 MHz, DMSO-dq):5 = 2.85 (t, 2 H, J = 6.6 Hz), 4.37 (m, 4 H), 7.28 (m, 5 H),7.61 (d, 1 H, *J =
8.4 Hz),7.76 (dd, 1 H, >/ = 8.4 Hz, “J = 2.0 Hz), 8.04 (d, 1 H, */ = 2.0 Hz),8.28 (s, 1 H),8.66 (t, 1 H, °J = 5.7
Hz, NH).

3C NMR (75 MHz, DMSO-d):6 =34.6 (CH,), 42.7 (CH,), 48.2 (CH,), 115.6 (Cy), 127.2 (CH), 127.7 (2
CH), 128.8 (2 CH), 128.9 (CH), 130.4 (CH), 130.5 (CH), 130.7 (Cy), 130.9 (Cy), 131.0 (Cy), 133.7 (CH),
134.1 (Cy), 147.6 (Cy), 160.0 (CO), 172.7 (CO).

HPLC: C;5 column tg = 28.31 min, purity = 90%

4-(4-(Benzylcarbamoyl)-3-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazol-1-yl)butanoic acid (45)

C21H19C|2N303 MW =432.30 g/mOI
Yield: 91%

'H NMR (300 MHz, DMSO-d;): 6 = 2.03 (m, 2 H), 2.26 (t, 2 H, >/ = 7.1 Hz), 4.18 (t, 2 H, */ = 6.9 Hz), 4.39
(d,2H,3/=59Hz),7.30 (m,5H), 7.61 (d, 1 H, >/ =8.3 Hz), 7.77 (dd, 1 H, * = 8.4 Hz, *J = 2.0 Hz), 8.06
(d, 1H, % =2.0Hz),8.27 (s, 1 H), 8.66 (t, L H, *) = 5.9 Hz, NH), 12.19 (brs, 1 H, OH).

3C NMR (75 MHz, DMSO-dj): 6 = 25.5 (CH,), 30.9 (CH,), 42.7 (CH,), 51.4 (CH,), 115.7 (Cy) 127.2 (CH),
127.7 (2 CH), 128.7 (2 CH), 128.9 (CH), 130.4 (CH), 130.5 (CH), 130.7 (Cy), 130.9 (Cy), 133.5 (CH),
134.1 (Cy), 140.0 (Cy), 147.5 (Cy), 163.1 (CO), 174.2 (CO).

HPLC: Cyi5 column tg=29.07 min, purity = 94%
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3-(3-(3,4-Dichlorophenyl)-4-(phenethylcarbamoyl)-1H-pyrazol-1-yl)propanoic acid (46)

C21H19C|2N303 MW =432.30 g/mol
Yield: 64%

'"H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 6 = 2,68 (t, 2 H, >/ = 6.9 Hz), 2.80 (t, 2 H, > = 7.0 Hz), 3.39 (q, 2 H, ¥ =
6.9 Hz), 4.30 (t, 2 H, *J = 6.7 Hz), 7.14-7.32 (m, 5 H), 7.60 (d, 1 H, *J = 8.4 Hz), 7.71 (dd, 1H, J = 8.4 Hz,
*J=2.0Hz),8.02(d, 1 H,3 =2.0Hz),8.16 (s, 1 H), 8.21 (t, 1 H, *J = 5.7 Hz, NH).

BC NMR (75 MHz, DMSO-d;): 6 = 34.3 (CH,), 35.6 (CH,), 49.2 (CH,), 62.2 (CH,), 116.1 (Cy), 126.5
(CH), 128.0 (CH), 128.8 (2 CH), 129.1 (2 CH), 130.3 (CH), 130.5 (CH), 130.9 (Cy), 132.3 (Cy), 132.8 (Cy),
133.4 (CH), 139.9 (Cy), 146.0 (Cy), 162.5 (CO), 170.4 (CO).

HPLC: C;5 column tg = 29.04 min, purity = 99%

4-(3-(3,4-Dichlorophenyl)-4-(phenethylcarbamoyl)-1H-pyrazol-1-yl)butanoic acid (47)

C22H21C|2N303 MW =446.33 g/mOI
Yield: 55%

'H NMR (300 MHz, (CD;),C0): § =2.02 (m, 2 H), 2.24 (t, 2 H, >/ = 6.8 Hz), 2.77 (t, 2 H, */ = 7.1 Hz), 3.44
(m, 2 H),4.07 (t, 2 H, %/ =7.0Hz), 7.08 (t, 1 H, >/ = 8.2 Hz), 7.12-7.30 (m, 5 H), 7.39 (dd, 1 H, >/ = 8.2 Hz,
*J=2.0Hz),7,65(d, 1H, 3/ =8.2Hz),7.67(d, 1 H,*=2.0Hz), 7.88 (s, 1 H).
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3C NMR (75 MHz, (CD3),CO): 6 = 24.9 (CH,), 35.6 (CH,), 40.3 (CH,), 40.4 (CH,), 48.3 (CH,), 116.9 (Cy),
126.1 (CH), 128.3 (2 CH), 128.6 (2 CH), 130.2 (Cy), 130.3 (CH), 130.4 (CH), 131.7 (Cy), 132.4 (CH),
132.6 (Cy), 138.1 (CH), 139.6 (Cy), 141.0 (Cy), 161.8 (CO), 172.9 (CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 445.10, Found: 446.20, [M+H]", tg = 2.72 min.
HPLC: C;5 column tg = 28.39 min, purity = 93%

5-(3-(3,4-Dichlorophenyl)-4-(phenethylcarbamoyl)-1H-pyrazol-1-yl)pentanoic acid (48)

C23H23C|2N303 MW = 460.35 g/m0|
Yield: 60%

'H NMR (300 MHz, (CD5),€0): & = 1.60 (quin, 2 H, */ = 7,6 Hz), 1.94 (quin, 2 H, >J = 7.8 Hz), 2.34 (t, 2 H,
3)=7.4Hz),2.86(t, 2 H,% =7.1Hz),3.54 (m, 2 H), 4.21 (t, 2 H, *) = 7.2 Hz), 7.14-7.31 (m, 5 H), 7.53 (d,
1H,3 =8.3 Hz), 7.86 (dd, 1H, *J = 8.3 Hz, */ = 2.0 Hz), 8.07 (s, 1 H), 8.17 (d, 1 H, *J = 2.0 Hz), 10.62
(brs, 1 H).

3C NMR (75 MHz, (CD;),C0): 6 = 21.7 (CH,), 32.6 (CH,), 35.6 (CH,), 40.5 (CH,), 40.7 (CH,), 51.8 (CH,),
116.2 (Cy), 126.1 (CH), 128.3 (2 CH), 128.4 (CH), 128.7 (2 CH), 129.9 (CH), 130.2 (CH), 130.8 (Cy),
130.9 (Cy), 131.2 (Cy), 132.3 (CH), 134.1 (Cy), 147.3 (Cy), 162.9 (CO), 173.4 (CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 459.11, Found: 460.20, [M+H]", tz = 2.93 min.

HPLC: C;5 column tg = 29.80 min, purity = 95%

General procedure for the synthesis ofEthyl 1-(w-aminoalkyl)-3-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-

carboxylate ou 1-(m-aminoalkyl)-N-benzyl-3-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxamide

Hydrazine monohydrate (10 eq., 0.33 g, 0.32 mL, 6.71 mmol) and N-benzyl or phenethyl-5-(3,4-
dichlorophenyl)-1-[2-(1,3-diox0-2,3,3a,7a-tetrahydro-1H-isoindol-2-yl)ethyl]-1H-pyrazole-4-
carboxamide (1 eq., 0.67 mmol) were dissolved inEtOH (6 mL). The mixture was stirred at reflux for 3
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hrs then concentrated under reduced pressure, taken up inEtOAc and washed with water. The
organic layer was dried over MgSO, concentrated under vacuum and purified by column

chromatography (DCM/MeOH 9/1) to give the desired product 50-58

Ethyl 1-(2-aminoethyl)-3-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxylate (49)

C14H15C|2N302 MW = 328,19 g/m0|
Yield: 88%

'H NMR (300 MHz, CD;0D): § =1.31 (t, 3H, *J = 7.1 Hz), 3.14 (t, 2H, *J = 5.5 Hz), 4.26 (t, 2H, >/ = 6.0
Hz), 4.26 (q, 2 H, *J = 7.1 Hz), 7.55 (d, 1 H, *J = 8.4 Hz), 7.75 (dd, 1H, *J = 8.4 Hz, *J = 2.0 Hz), 8.00 (d, 1
H, %/ =2.0 Hz), 8.29 (s, 1 H).

C NMR (75 MHz, CD;0D):6 = 14.6 (CHs), 42.3 (CH,), 55.6 (CH,), 61.4 (CH,), 112.7 (Cy), 129.9 (CH),
130.9 (CH), 132.1 (CH), 132.6 (Cyy), 133.1 (Cy), 134.1 (Cy), 137.9 (CH), 151.6 (Cy), 164.2 (CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 327.05, Found: 328.10, [M+H], tz = 2.43 min.
HPLC: Ci5 column tz = 25.88 min, purity = 95%

Ethyl 1-(2-aminoethyl)-3-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxylate (50)

C15H17C|2N302 MW = 342.22 g/mol
Yield: 83%

'H NMR (300 MHz, CD;0D): 6 =1.29 (t, 3H, */ = 7.1 Hz), 2.05 (quin, 2 H, >/ = 6.9 Hz), 2.68 (t, >/ = 7.0 Hz,
2H), 4.26 (g, >J = 7.2 Hz, 2H), 4.29 (t, >) = 6.9 Hz, 2H), 7.56 (d, 1 H, */ = 8.4 Hz), 7.67 (dd, 1 H, */ = 8.4
Hz, */= 1.8 Hz), 7.94 (d, 1 H, */ = 1.8 Hz), 8.30 (s, 1 H).
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3C NMR (75 MHz, CD;0D):5 = 14.3 (CH5), 38.5 (CH,), 41.0 (CH,), 50.1 (CH,), 60.3 (CH,), 111.7 (Cy),
128.6 (CH), 129.7 (CH), 131.1 (CH), 131.9 (Cy), 132.4 (Cy), 132.5 (Cy), 135.4 (CH), 150.5 (Cy), 162.8
(CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 341.07, Found: 342.10, [M+H]", t; = 2.48 min.
HPLC: C;5 column tg = 25.91 min, purity = 99%

Ethyl 1-(4-aminobutyl)-3-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxylate (51)

C16H19C|2N302 MW = 356.25 g/mOI
Yield: 73%

'H NMR (300 MHz, CD;0D): & = 1.23 (t, 3H, */ = 7.1 Hz), 1.53 (quin, 2 H, °J = 6.9 Hz), 1.88 (quin, 2 H, *J
=6.9 Hz), 2.78 (t, 2H, /= 7.3 Hz), 4.22 (t,*/ = 7.0 Hz, 2 H), 4.26 (q, /) = 7.2 Hz, 2 H), 7.52 (d, 1H, */ = 8.4
Hz), 7.76 (dd, 1H, */ = 8.4 Hz, */ = 2.0 Hz), 8.03 (d, 1H, */ = 2.0 Hz); 8.27 (s, 1H).

3C NMR (75 MHz, CD;0D): 6= 14.6 (CHs), 28.5 (CH,), 30.5 (CH,), 41.9 (CH,), 53.3 (CH,), 61.4 (CH,),
112.6 (Cy), 130.0 (CH), 130.9 (CH), 132.2 (CH), 132.6 (Cy), 133.2 (Cy), 134.2 (Cy), 137.4 (CH), 151.4
(Cy), 164.3 (CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 355.09, Found: 356.10, [M+H]", tg = 2.55 min.
HPLC: C;5 column tg = 25.99 min, purity = 99%

1-(2-Aminoethyl)-N-benzyl-3-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxamide (52)

C19H18C|2N4O MW = 389.28 g/mol
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Yield: 27%

'H NMR (300 MHz, (CD5),CO): 6 =3.63 (t,2 H, >/ = 6.1 Hz), 4.38 (t, 2 H,*/=6.1 Hz), 451 (d, 2 H, ¥ =
6.0 Hz), 7.28 (m, 5 H), 7.52 (d, 1 H, *J = 8.4 Hz), 7.75 (brs, 1 H), 7.86 (dd, 1 H, *J = 8.4 Hz, *J = 2.0 Hz),
8.17 (s, 1 H), 8.18 (d, 1 H, *J = 2.0 Hz).

C NMR (75 MHz, (CD5),C0): & = 42.6 (CH,), 50.6 (CH,), 53.4 (CH,), 126.8 (CH), 127.5 (2 CH), 128.3 (2
CH), 128.5 (CH), 129.8 (CH), 130.4 (CH), 130.8 (Cy), 131.1 (Cy), 133.2 (CH), 133.3 (Cy), 134.2 (Cy),
139.7 (Cy), 147.6 (Cy), 162.8 (CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 388.09, Found: 389.20, [M+H]", tg = 2.52 min.

HPLC: Ci5 column t, = 25.24 min, purity = 99%

1-(3-Aminopropyl)-N-benzyl-3-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxamide (53)

C20H20C|2N4O MW =403.30 g/mOI
Yield: 97%

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): 6 = 2.00 (m, 2 H), 2.72 (t, 2H, ) = 6.6 Hz), 4.26 (t, 2 H, *J = 6.9 Hz), 4.51 (d,
2 H,%=58Hz),6.02(t 1H, > =58Hz), 7.25-7.93 (m, 5 H), 7.45 (d, 1 H, >/ = 8.3 Hz), 7.59 (dd, 1 H, %
=83 Hz,*J=2.0Hz),7.89 (d, 1 H,*/=2.0Hz),7.90 (s, 1 H) .

3C NMR (75 MHz, CD,Cl,):5 = 33.3 (CH,), 38.7 (CH,), 43.5 (CH,), 50.0 (CH,), 115.8 (Cy), 127.4 (CH),
127.6 (2 CH), 128.2 (CH), 128.6 (2 CH), 130.3 (CH), 130.5 (CH), 132.2 (Cy), 132.3 (Cy), 132.6 (CH),
133.0 (Cy), 138.4 (Cy), 147.4 (Cy), 162.7 (CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 402.10, Found: 403.20, [M+H]’, t; = 2.54 min.

HPLC: C;5 column tg = 25.43 min, purity = 99%
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1-(4-Aminobutyl)-N-benzyl-3-(3,4-dichlorophenyl)-1H-pyrazole-4-carboxamide (54)

C1H2CILhN,O MW = 417.33 g/mol
Yield: 66%

'H NMR (300 MHz, (CDs),C0): 6 = 1.57 (m, 2 H), 1.95 (m, 2 H), 3.18 (t, 2 H, >/ = 6.7 Hz), 4.21 (t, 2 H, *J
= 7.0 Hz), 4.50 (m, 2 H), 7.15-7.42 (m, 5 H), 7,52 (d, 1 H, ®/ = 8.4 Hz), 7.90 (dd, 1 H, > = 8.4 Hz, */ = 2.0
Hz), 8.20 (m, 2 H), 8.72 (s, 1 H) .

3C NMR (300 MHz, (CD;),CO): & = 27.4 (CH,), 27.9 (CH,), 42.6 (CH,), 49.9 (CH,), 52.1 (CH,), 115.9
(Cw), 126.8 (CH), 127.6 (2 CH), 128.2 (Cy), 128.3 (2 CH), 128.5 (Cy), 129.9 (CH), 130.3 (CH), 130.4 (CH),
132.5 (CH), 134.2 (Cy), 139.9 (Cy), 147.4 (Cy), 162.9 (CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 416.12, Found: 417.30, [M+H], tz = 2.53 min.
HPLC: C;5 column tg = 25.85 min, purity = 90%

1-(2-Aminoethyl)-3-(3,4-dichlorophenyl)-N-phenethyl-1H-pyrazole-4-carboxamide (55)

C20H20C|2N4O MW =403.30 g/m0|
Yield: 22%

'H NMR (300 MHz, (CD5),CO): & = 2.84 (t, 2 H, *J = 6.9Hz), 3.17 (t, 2H, >/ = 6.1 Hz), 3.60 (t, 2H, >/ = 6.5
Hz), 4.35 (t, 2H, */ = 6.1 Hz), 7.25-7.40 (m, 5 H), 7.52 (d, 1 H, > = 8.4 Hz), 7.86 (dd, 1 H, */ = 8.4 Hz, *J =
2.0 Hz), 8.10 (s, 1 H), 8.18 (d, 1 H, “J = 2.0 Hz)
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3C NMR (75 MHz, (CD3),CO): & = 32.2 (CH,), 43.6 (CH,), 51.4 (CH,), 55.7 (CH,), 116.0 (Cy), 126.1 (CH),
127.5 (2 CH), 128.3 (2 CH), 128.5 (CH), 129.9 (CH), 130.3 (CH), 132.3 (Cy), 132.3 (Cy), 132.5 (CH),
132.8 (Cy), 138,4 (Cy), 147.6 (Cy), 162.7 (CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 402.10, Found: 403.20, [M+H]", tg = 2.63 min.

1-(3-Aminopropyl)-3-(3,4-dichlorophenyl)-N-phenethyl-1H-pyrazole-4-carboxamide (56)

C21H22C|2N4O MW =417.33 g/mOI
Yield: 63 %

'H NMR (300 MHz, (CD;),C0): & = 2.06 (m, 2H); 2.86 (t, 2 H, *J = 7.0 Hz), 3.19 (t, 2 H, */ = 6.5 Hz), 3.55
(m, 2 H), 4.28 (t, 2 H, *J = 7.0 Hz), 7.16-7.38 (m, 5 H), 7.53 (d, 1 H, >/ = 8.4 Hz), 7.86 (dd, 1 H, */ = 8.4
Hz, */ = 2.0 Hz,; 8.04 (s, 1 H), 8.18 (d, 1 H, *J = 2.0 Hz)

3C NMR (75 MHz, (CD3),CO): & = 31.2 (CH,), 35.5 (CH,), 40.6 (CH,), 47.4 (CH,), 50.2 (CH,),116.0 (Cy),
126.1 (CH), 128.6 (2 CH), 128.4 (CH), 128.7 (2 CH), 129.9 (CH), 130.2 (CH),132.2 (Cy), 132.3 (Cy),
132.4 (CH), 132.8 (Cy), 138.8 (Cy), 147.6 (Cy), 162.6 (CO).

HPLC: Ci5 column tg=26.17 min, purity = 90%

1-(4-Aminobutyl)-3-(3,4-dichlorophenyl)-N-phenethyl-1H-pyrazole-4-carboxamide (57)

C22H24C|2N4O MW =431.36 g/mol

Yield: 72%
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'H NMR (300 MHz, CDCl;):5 = 1.57 (quin, 2 H, */ = 7.0 Hz), 1.94 (m, 2 H), 2.86 (m, 2 H), 3.17 (t, 2 H, %
= 6.8 Hz), 3.54 (m, 2 H), 4.19 (t, 2 H, > = 7.0 Hz), 7.11-7.31 (m, 5 H), 7.52 (d, 1 H, ) = 8.5 Hz), 7.90 (dd,
1H,3 =8.5Hz %/=2.0Hz),8.06 (s, 1H),8.17 (d, 1 H, *J = 2.0 Hz).

3C NMR (75 MHz, CDCl,): & = 26.4 (CH,), 30.3 (CH,), 35.2 (CH,), 40.6 (CH,), 42.4 (CH,), 55.3 (CH,),
116.0 (Cy), 126.1 (CH),127.6 (2 CH), 128.3 (2 CH), 128.4 (Cy), 128.5 (CH), 129.9 (CH), 130.2 (CH),132.3
(Cw), 132.4 (CH), 133.0 (Cy), 138.9 (Cy), 147.5 (Cy), 162.7 (CO).

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 430.13, Found: 431.20, [M+H]’, tz = 3.34 min.

HPLC: C;5 column tg = 24.10 min, purity = 90%

Synthesis of tert-butyl (3-hydroxyphenyl)carbamate (58)

OH

NH

o~ O
)< C11H1sNO; MW = 209.24 g/mol

To a solution of 3-aminophenol (1 eq., 1 g. 9.20 mmol) in THF (35 mL) was added a solution of Boc,0
(1.2 eq., 2.41 g, 11.04 mmol) in THF (35 mL). The reaction mixture was refluxed overnight.The solvent
was evaporated under vacuum to afford a brown residue. The residue was dissolved in EtOAc and
washed with H,0, dried over MgSO, and concentrated in vacuo. The residue was purified by

chromatography on silica gel with Cyclohexane / EtOAc (50:50, v/v).
Yield: 93%
Aspect: Colorless oil

'H NMR (300 MHz, CDCl,): 6 = 1.52 (s, 9 H), 6.47 (s, 1 H), 6.53 (ddd, 1H, *>/ =8.0 Hz, “/ = 2.4 Hz,°/ = 0.8
Hz), 6.70 (ddd, 1H, >/ = 8.0 Hz, *J = 2.0 Hz, °J = 0.8 Hz), 7.13 (m, 2 H)

C NMR (75 MHz, CDCl5): 6 = 28.4 (CHs), 80.9 (Cy), 106.1 (CH), 110.4 (CH), 110.8 (CH), 129.9 (CH),
139.3 (Cy), 153.0 (CO), 156.5 (CO)

General procedure for the synthesis of 1-(benzyloxy)benzenes

To an ice-cooled solution of NaH (1.2 eq., 25.50 mmol) in DMF (30 mL) under N, atmosphere
wasadded phenol (1 eq., 21.25 mmol) and the resulting mixture was stirredfor 20 min at the same
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temperature. Benzyl bromide was added dropwiseto this mixture (1 eq., 21.25 mmol).The ice bath
was removed and the mixture was stirred overnight at room temperature. The reaction mixture was
guenched with a saturated agueous ammonium chloride solution. The precipitate was filtered and
extracted with ethyl ether. The organic layer was washed over MgS0O, and concentrated in vacuo.

The residue was purified by chromatography on silica gel with Cyclohexane / EtOAc (80:20, v/v).

3-Benzyloxy-1-bromobenzene (59)

(0]
Br C,3H,;BrO MW = 263.13 g/mol
Yield: 72%
Aspect: White solid Mp =59-63 °C

'H NMR (300 MHz, CDCl;): 6 = 5.05 (s, 2 H), 6.92 (ddd, 1H, */ = 7.8 Hz,"J = 2.9 Hz, *J = 1.6 Hz), 7.07-
7.20 (m, 3 H), 7.30-7.47 (m, 5 H)

C NMR (75 MHz, CDCl;): 6 = 70.2 (CH,), 113.8 (CH), 118.2 (CH), 122.8 (Cyy), 124.1 (CH), 127.5 (2 CH),
128.2 (CH), 128.7 (2 CH), 130.6 (CH), 136.4 (Cy), 159.6 (C-O)

1-Benzyloxy-3-bromo-5-trifluoromethylbenzene (60)

F3C Br ¢ ,Hy0BrFs0 MW = 331.13 g/mol
Yield: 87%
Aspect: colorless oil

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): 6 =5.12 (s, 2 H), 7.21 (m, 1 H), 7.36 (t, 1 H, *J = 1.8 Hz), 7.37-7.49 (m, 6 H)
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3C NMR (75 MHz, CD,Cl,): 6§ = 70.7 (CH,), 111.1 (q, ¥cr = 3.7 Hz, CH), 120.7 (g, *Jcr = 3.8 Hz, CH),
123.0 (q, Yer = 272.5 Hz, CF3), 123.1 (Cy), 126.4 (Cy), 127.6 (2 CH), 128.4 (CH), 128.6 (2 CH), 132.8 (q,
2Jer =32.9 Hz, C-CF5), 135.7 (CH), 159.7 (C-O)

Tert-butyl(3-(benzyloxy)phenyl)carbamate (61)

)<C18H21N03 MW = 299.36 g/mol
Yield: 39%
Aspect: Colorless oil

'H NMR (300 MHz. €DCl,): 6= 1.53 (s, 9 H), 5.07 (s, 2 H), 6.46 (br's, 1 H), 6.67 (dd, 1H, >/ = 8.4 Hz,*J =
2.4 Hz), 6.86 (dd, 1H, ) = 7.6 Hz,"J = 1.4 Hz), 7.18 (m, 2 H), 7.29-7.48 (m, 5 H)

C NMR (75 MHz, CDCl;): 6 = 28.4 (3 CH;), 70.2 (CH,), 79.5 (Cy), 109.9 (CH), 110.2 (CH), 113.9 (CH),
127.5 (2 CH), 128.2 (CH), 128.7 (2 CH), 130.6 (CH), 136.4 (Cy), 136.7 (Cyy), 152.5 (CO), 159.6 (CO)

1-Benzyloxy-3-nitro-5-trifluoromethylbenzene (62)

o
F3C NO2 ¢, H,oFsNO; MW = 297.23 g/mol
Yield: 68%
Aspect: Yellow solid Mp =42-43°C

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): 6 = 5.22 (s, 2 H), 7.35-7.52 (m, 5 H), 7.60 (m, 1 H), 8.02 (t, 1 H, */= 2.1 Hz),
8.11 (m, 1 H)
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3C NMR (75 MHz, CD,Cl,): 6=71.2 (CH,), 112.6 (CH), 112.8 (q,¥Jcr = 3.7 Hz, CH), 118.5 (q,%Jcr = 3.3
Hz, CH), 123.0 (q,Ycr = 272.7 Hz, CF3), 127.7 (2 CH), 128.6 (CH), 128.8 (2 CH), 132.7 (q,Ycr = 33.1 Hz,
C-CFs), 138.6 (Cy), 149.4 (Cy), 159.7 (C-O)

1-(benzyloxy)-3-bromo-5-nitrobenzene (63)

Br NO2 ¢,.H,,BrNO; MW = 308,13 g/mol
Yield: 60%
Aspect: Orange oil

'H NMR (300 MHz, €DCl,): § = 5.15 (s, 2 H), 7.35-7.51 (m, 6 H), 7.78 (t, 1 H, )= 2.1 Hz), 8.00 (t, 1 H,
*J= 1.8 Hz)

3C NMR (75 MHz, €DCl;): 6=71.1 (CH,),108.6 (CH),119.2 (CH), 123.0 (Cy), 124.7 (CH), 127.6 (2
CH),128.6 (CH), 128.8 (2 CH), 135.1 (Cy), 149.5 (Cy), 159.7 (C-O)

1-Benzyloxy-4-nitrobenzene (64)

o

NO2 ¢,.H,,NO; MW = 229.23 g/mol
Yield: 97%
Aspect: Yellow solid Mp =107-109 °C

'H NMR (300 MHz, CDCl;): 6 = 5.18 (s, 2 H), 7.04 (d, 2 H, ) = 9.2 Hz), 7.33-7.46 (m, 5 H), 8.22 (d, 2 H,
*/=9.2 Hz)

3¢ NMR (75 MHz, CDCl,): & = 70.7 (CH,), 114.9 (2 CH), 125.9 (2 CH), 127.5 (2 CH), 128.5 (CH), 128.8
(2 CH), 135.5 (Cy), 141.7 (Cy), 163.7 (C-O)
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4-Benzyloxy-2-bromo-1-nitrobenzene (65)

o
Br
NO, Ci3H10BrNO3 MW = 308.13 g/mol
Yield: 81%
Aspect: Yellow solid Mp = 46-47 °C

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): & = 5.16 (s, 2H), 7.03 (dd, 1H, */ = 9.1 Hz,"J = 2.7 Hz), 7.36 (d, 1H,% = 2.7
Hz), 7.4-7.5 (m, 5 H), 8.0 (d, 1H,%/ = 9.1 Hz)

3C NMR (75 MHz, CD,Cl,): 6 = 71.0 (CH,), 114.2 (CH), 116.5 (Cy), 121.1 (CH), 127.6 (2 CH), 127.9 (CH),
128.5 (CH), 128.7 (2 CH), 135.3 (Cy), 142.6 (Cy), 161.9 (C-O)

1-Benzyloxy-4-nitrobenzene (65)

o

NO2 ¢,.H,,NO; MW = 229.23 g/mol
Yield: 97%
Aspect: Yellow solid Mp =107-109 °C

'H NMR (300 MHz, CDCl5): 6 = 5.18 (s, 2 H), 7.04 (d, 2 H, >/ = 9.2 Hz), 7.33-7.46 (m, 5 H), 8.22 (d, 2 H,
3/=9.2 Hz)

C NMR (75 MHz, CDCl;): 6 = 70.7 (CH,), 114.9 (2 CH), 125.9 (2 CH), 127.5 (2 CH), 128.5 (CH), 128.8
(2 CH), 135.5 (Cy), 141.7 (Cy), 163.7 (C-O)
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1-Benzyloxy-4-bromolbenzene (66)

(o}

Br C,;H,;BrO MW = 263.13 g/mol
Yield: 51%
Aspect: White solid Mp = 64-65 °C

'H NMR (300 MHz, CDCl;): 6= 5.05 (s, 2 H), 6.87 (d, 2 H, *J = 8.6 Hz), 7.30-7.48 (m, 7 H)

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 6 = 70.2 (CH,), 113.1 (Cy), 116.7 (2 CH), 127.5 (2 CH), 128.1 (CH), 128.7 (2
CH), 132.3 (2 CH), 136.6 (Cy), 157.9 (C-O)

4-(benzyloxy)-1-nitro-2-(trifluoromethyl)benzene (67)

o
F5C

NO2 ¢ ,HioFsNO; MW = 297.23 g/mol
Yield: 97%

Aspect: Yellow oil

'H NMR (300 MHz, CDCl,): 6 = 5.21 (s, 2 H), 7.19 (dd, 1 H, ®/ = 9.0 Hz, *J = 2.7 Hz), 7.30-7.48 (m, 6H),
8.03(d, 1 H, */=9.0 Hz)

3C NMR (75 MHz, €DCl,): 6 = 71.1 (CH,), 115.2 (q, *Jer = 5.9 Hz, CH), 117.0 (CH), 121.7 (q, Yer =
273.3 Hz, CF3), 126.2 (g, Yer = 33.9 Hz, C-CFs3), 127.6 (2 CH), 128.1 (CH), 128.8 (CH), 128.9 (2 CH),
134.8 (Cy), 138.3 (Cy), 161.6 (C-0)
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Synthesis of 3-(benzyloxy)aniline(68)

4.0 M HClI solution in dioxane (10 eq., 2.5 mL, 10 mmol) was added slowly to a solution of tert-butyl-
N-[3-(benzyloxy)phenyl]carbamate (1 eq., 300 mg, 1 mmol)indioxane (2.5 mL). The reaction mixture
was stirred for 2hrs at room temperature. The mixture was concentrated under vacuum. The residue
was taken up with ag. 1.0 M NaOH solution and extracted with DCM. The organic layer was

concentrated under vacuum.

0]
NH2 c,;H,5NO MW = 199.25 g/mol
Yield: 75%
Aspect: Brown solid Mp = 61-63 °C

'H NMR (300 MHz, CDCl5): 6 = 5.03 (s, 2 H), 6.35-6.50 (m, 3 H), 7.10 (t, 1H,%/ = 8.0 Hz), 7.29-7.47 (m,
5H)

3C NMR (75 MHz, CDCls): 6 = 70.2 (CH,), 102.1 (CH), 104.1 (CH), 108.6 (CH), 127.5 (2 CH), 128.2 (CH),
128.7 (2 CH), 130.6 (CH), 138.5 (Cy), 148.3 (Cy), 159.8 (C-O)

General procedure for the synthesis of (benzyloxy)anilines

To a solution of 1-(benzyloxy)-nitrobenzene (1 eq., 1.0 mmol) in H,0/THF (50:50, v/v, 15 mL) were
successively added ag. 37% ammoniasolution (0.3 mL) and Na,S,0,4 (5 eq.,5.0 mmol). The solution
was stirred at room temperature for 16hrs. The solution was extracted with EtOAc.The organic layers
were combined, dried over MgSO, and concentrated under vacuum. The residue was purified by

chromatography on silica gel with Cyclohexane / EtOAc (80:20, v/v).
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3-(benzyloxy)-5-(trifluoromethyl)aniline (69)

F3C NH; ¢ H,,FsNO MW = 267.25 g/mol
Yield: 46%
Aspect: colorless oil

'H NMR (300 MHz,CDCls): 6 = 5.05 (s, 2H), 6.45 (t, 1H, %/ = 2.0 Hz), 6.56 (t, 1H, */ = 1.8 Hz), 6.66 (t, 1H,
*J= 1.5 Hz), 7.29-7.46 (m, 5H)

3C NMR (75 MHz. €DCL;) : § = 70.2 (CH,), 102.0 (q, *Jcr = 3.8 Hz, CH), 104.6 (CH), 104.8 (q, *Jcr = 3.8
Hz, CH), 123.9 (q, Yer = 274.5 Hz, CF3), 127.5 (2 CH), 128.1 (CH), 128.6 (2 CH), 132.6 (q, Ycr = 32.1 Hz,
C-CFs), 136.4 (Cy), 147.8 (Cy), 160.1 (C-O)

4-(Benzyloxy)aniline (70)

o

NH; ¢ .H..NO MW = 199.25 g/mol
Yield: 22%
Aspect: brown powder Mp =56-57 °C

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 5.01 (s. 2 H), 6.65 (m, 2 H), 6.82 (m, 2 H), 7.30-7.48 (m, 5 H)

3C NMR (75 MHz, CDCls): 6= 70.8 (CH,), 116.1 (2 CH), 116.4 (2 CH), 127.5 (2 CH), 127.8 (CH), 128.5 (2
CH), 135.5 (Cy), 140.2 (Cy), 152.0 (C-0)
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4-(benzyloxy)-2-bromoaniline (71)

(0]
Br
NH2  C,3H,,BrNO MW = 278.14 g/mol
Yield: 39%
Aspect: white powder Mp = 63-65 °C

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): 6 = 4.99 (s, 2 H), 6.81-6.84 (m, 2 H), 7.12 (dd, 1 H, %/ = 2.2 Hz, °J = 0.7 Hz),
7.3-7.5 (m, 5 H)

3C NMR (75 MHz, CD,Cl,): 6= 70.9 (CH,), 109.1 (Cy), 116.0 (CH), 116.3 (CH), 118.8 (CH), 127.5 (2 CH),
127.8 (CH), 128.4 (2 CH), 137.2 (Cy), 138.5 (Cy), 152.1 (C-O)

4-(benzyloxy)-2-(trifluoromethyl)aniline (72)

0]
F;C

NH; ¢ H.,FsNO MW = 267.25 g/mol
Yield: 56%
Aspect: white powder Mp =51-52 °C

'H NMR (300 MHz, CDCl;): 6§ =5.02 (s. 2 H), 6.72 (d, 1 H, ®J = 8.8 Hz), 6.99 (dd, 1 H, *>/ = 8.8 Hz, */ = 2.6
Hz), 7.10 (d, 1 H, ®/ = 2.6 Hz), 7.30-7.46 (m, 5 H)

3C NMR (75 MHz, CDCl;): 6 = 70.9 (CH,), 112.6 (q, *Jer = 5.4 Hz, CH), 114.6 (q, “Jcr = 30.5 Hz, C-CF3),
118.8 (CH), 120.6 (CH), 124.5 (q, Jcr = 172.4 Hz, CF3), 127.5 (2 CH), 128.1 (CH), 128.6 (2 CH), 138.6
(Cw), 138.4 (Cy), 150.9 (C-0)
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General procedure for the synthesis of (((benzyloxy)phenyl)amino)benzoic acid

A solution of 1-(benzyloxy)-3-bromobenzene (2 eq., 2.48 mmol),anthranilic acid (1 eq.1.24 mmol),
Cul (0.2 eq., 0.25 mmol), L-Proline (0.2 eq., 0.25 mmol) and K,CO; (1 eq.,1.24 mmol) in3-
methylbutan-1-ol (3 mL) was heated at 140°C for lhrunder microwave. The mixture was
concentrated under vacuum, taken up with water and extracted with DCM. The aqueous layer was
acidified with aq. 1.0 M HCI solution and extracted with EtOAc. The organic layers were combined,
dried over MgS0O, and concentrated under vacuum. The residue was purified by chromatography on

silica gel with Cyclohexane/EtOAc (70:30, v/v).

2-((3-(benzyloxy)phenyl)amino)benzoic acid (73)

(o]
NH
COOH
CyoH17NO; MW = 319.35 g/mol
Yield: 35%
Aspect: white powder Mp =132-134 °C

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): 6 = 5.10 (s, 2H), 6.75-6.94 (m, 4H), 7.23-7.50 (m, 8 H), 8.04 (ddd, 1H,%/ =
8.0 Hz,J = 1.7 Hz,"J = 0.3 Hz), 9.34 (br s, 1H)

3C NMR (75 MHz, CD,Cl,): 6 = 69.9 (CH,), 108.9 (CH), 110.3 (CH), 110.6 (Cy), 114.4 (CH), 115.1 (CH),
117.4 (CH), 127.48 (2 CH), 127.9 (CH), 128.5 (2 CH), 130.1 (CH), 132.4 (CH), 135.1 (CH), 137.1 (Cy),
141.7 (Cy), 148.4 (Cy), 159.7 (C-0), 172.3 (C=0)

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 319.12, Found: 320.2, [M+H]", 318.3, [M-HJ, tz = 3.22 min.

HPLC: C;5 column tg = 32.13 min, purity = 99%
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2-((3-(benzyloxy)-5-(trifluoromethyl)phenyl)amino)benzoic acid (74)

o
F5C NH
COOH
Cy1H16FsNO; MW = 387.35 g/mol
Yield: 11%
Aspect: white powder Mp =167-169 °C

'H NMR (300 MHz, DMSO-d;): 6 = 5.18 (s, 2H), 6.88-6.93 (m, 2 H), 7.06-7.13 (m, 2H), 7.24 (dd, 1H, *J
=8.4 Hz,*J = 0.6 Hz), 7.3-7.5 (m, 6H), 7.92 (dd, 1H, *°/ = 8.0 Hz, */ = 1.6 Hz)

3C NMR (75 MHz, DMSO-d;): 6= 70.1 (CH,), 105.7 (q,%Jcr = 3.9 Hz, CH), 109.0 (q,%Jcr = 4.0 Hz, CH),
109.6 (CH), 115.8 (Cy), 115.9 (CH), 119.6 (CH), 124.3 (q,Ycr = 272.5 Hz, CF5), 128.2 (2 CH), 128.4 (CH),

128.9 (2 CH), 131.6 (q,Ycr = 32.5 Hz, C-CFs), 132.4 (CH), 134.4 (CH), 137.0 (Cy), 143.9 (Cy), 145.4 (Cy),
160.1 (C-0), 170.0 (C=0)

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 387.11, Found: 386.3 [M-H], tz = 3.43 min.

HPLC: C;5 column tg = 34.46 min, purity = 90%
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General procedure for the synthesis of (((benzyloxy)phenyl)amino)nicotinic acid

2-Chloronicotinic acid (1 eq., 0.6 mmol) was added to asolution of 3-(benzyloxy)aniline (2 eq. 1.2
mmol) in acetic acid (1.2 mL) at room temperature.The reaction mixture was heated at 100 °C for 6
hrs, then cooled to room temperature and extracted with EtOAc. The organic layers were combined,
dried over MgS0O, and concentrated under vacuum. The residue was purified by chromatography on

silica gel with Cyclohexane/EtOAc (70:30, v/v).

2-((3-(benzyloxy)phenyl)amino)nicotinic acid (75)

(0]
NH
N7 COOH
g
C19H16N,05 MW =320.34 g/mol
Yield: 35%
Aspect: brown powder Mp =161-162 °C

'H NMR (300 MHz, CD,Cl,): 6 = 5.11 (s, 2 H), 6.72 (ddd, 1H,% = 8.0 Hz,*J = 2.4 Hz,*J = 0.9 Hz), 6.82 (dd,
1H,%) = 7.8 Hz,*)= 4.8 Hz), 7.17 (ddd, 1H,%) = 7.9 Hz,"J = 1.9 Hz," = 1.1 Hz), 7.26 (t, 1H,%J = 8.0 Hz), 7.31-
7.53 (m, 5H), 7.59 (t, 1H,% = 2.2 Hz), 8.35 (dd, 1H,%) = 7.7 Hz,*J = 2.0 Hz), 8.43 (dd, 1H,’/= 4.8 Hz,"J =
2.0 Hz), 10.12 (br s, 1H)

3C NMR (75 MHz, CD,Cl,): 6 = 69.9 (CH,), 106.2 (Cy), 108.0 (CH), 109.3 (CH), 113.6 (CH), 113.8 (CH),
127.6 (2 CH), 127.9 (CH), 128.5 (2 CH), 129.4 (CH), 137.3 (Cy), 140.5 (Cy), 141.3 (CH), 153.6 (CH),
156.3 (Cy), 159.3 (C-0), 170.6 (C=0)

'H NMR (500 MHz,(CD;),C0): 6 = 5.15 (s, 2 H), 6.70 (m, 1 H),6.86 (dd, 1 H, */ = 7.8 Hz, *J = 4.8 Hz),
7.18-7.25 (m, 2 H), 7.34 (tt, 1 H, >J = 7.2 Hz, *J = 1.4 Hz), 7.41 (m, 2 H),7.52 (m, 2 H),7.80 (m, 1H), 8.35
(dd, 1 H, 3/ =7.8 Hz, */ = 2.0 Hz), 8.43 (ddd, ®/ = 4.8 Hz, *J = 2.0 Hz, *J = 0.5 Hz)

Pour le spectre *C, on observe 5 signaux dédoublés d’égales intégrations qui laissent a penser qu’il

existe en solution dans I'acétone-6d,deux formes en équilibre.
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3C NMR (126 MHz, (CD5),CO): & = 69.5 (CH,), 106.7 (CH), 108.4 (CH), 112.4 (CH), 109.35 (Cy), 113.6
(CH), 127.6 (2 CH), 127.7 (CH), 128.3 (2 CH), 129.3 (CH),137.7 (Cy), 140.6 (CH), 141.4 (Cy), 152.9 (CH),
156.1 (Cy), 159.4 (C-0), 168.8 (C=0)

5 = 69.5 (CH,), 106.8 (CH), 108.4 (CH), 109.41 (Cy), 112.5 (CH),113.6 (CH), 127.6 (2 CH), 127.7 (CH),
128.3 (2 CH), 129.3 (CH), 137.7 (Cy), 140.6 (CH),141.5 (Cy),152.9 (CH),156.2 (Cy), 159.4 (C-0),168.9
(C=0)

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 320.1, Found: 321.2, [M+H]", 319.2, [M-H], tg = 2.77 min.

HPLC: C;5 column tg= 25.34 min, purity = 99%
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2-((3-(benzyloxy)-5-(trifluoromethyl)phenyl)amino)nicotinic acid (76)

o
F;C NH
N7 COOH
$
CyoHisF3N,03 MW = 388.34 g/mol
Yield: 3%
Aspect: white powder Mp = 228-229°C

'H NMR (500 MHz,(CD;),C0): 6 = 5.27 (s, 2 H), 6.95-6.99 (m, 2 H), 7.36 (tt, 1 H, /= 7.4 Hz, */ = 1.3
Hz), 7.41-7.46 (m, 2 H),7.53-7.58 (m, 2 H),7.77 (br's, 1H), 7.92 (d, 1 H, */ = 1.8 Hz), 8.41 (dd, 1 H, J =
7.9 Hz,*J=2.1Hz),8.51(ddd, 1 H, %/ =4.8 Hz, *J = 2.0 Hz, *J = 1.2 Hz), 10.72 (br s, 1H)

3C NMR (126 MHz, (CD;),€0): & = 70.1 (CH,), 104.9 (q, *Jcr = 3.4 Hz, CH), 107.8 (Cy), 108.70 (q, *Jcr =
3.4 Hz, CH), 109.35 (Cy), 124.4 (q, Jer = 271.2 Hz, CFs), 127.8 (2 CH), 127.9 (CH), 128.5 (2 CH), 131.3
(9, YJer = 31.7 Hz, C-CF3), 136.9 (Cy), 140.7 (CH), 142.2 (Cy), 142.25 (Cy), 152.9 (CH), 155.83 (Cy),
159.7 (C-0), 168.69 (C=0)

5 =70.1(CH,), 104.9 (g, *Jcr = 3.4 Hz, CH), 107.8 (Cy), 108.81 (g, Jer = 3.4 Hz, CH),109.41 (Cy), 124.4
(g, Yer = 271.2 Hz, CF5), 127.8 (2 CH), 127.9 (CH), 128.5 (2 CH), 131.3 (q, Jcr = 31.7 Hz, C-CF5), 136.9
(Cy), 140.7 (CH), 142.2 (Cy), 142.34 (Cy), 152.9 (CH), 155.83 (Cy), 159.7 (C-0), 168.74 (C=0)

LC-MS (ESI): m/z Calculated: 388.1, Found: 389.2, [M+H]", 387.3, [M-H], tz = 3.09 min.

HPLC: C;5 column tg= 33.47 min, purity = 90%
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2-((4-(benzyloxy)phenyl)amino)nicotinic acid (77)

(0]
N NH
| N
(X
COOH (,4H¢N,05 MW = 320,34 g/mol
Yield: 2%
Aspect: brown powder Mp = 178-179°C

'H NMR (300 MHz,(CD;),€0):6= 5.12 (s, 2 H), 6.80 (dd, 1 H, *>/ = 7.8 Hz, */ = 4.8 Hz), 7.00 (d, 1 H, */ =
9.0 Hz), 7.26-7.53 (m, 5 H), 7.62-7.66 (m, 2 H), 8.31 (dd, 1 H, 3/ = 7.7 Hz, *J = 2.0 Hz), 8.38 (m, 1 H),
10.28 (br's, 1 H)

BC NMR (75 MHz, (CD;),C0): 6= 69.8 (CH,), 106.4 (Cy), 112.9 (CH), 114.9 (2 CH), 121.9 (CH), 122.0
(CH), 127.5 (2 CH), 127.6 (CH), 128.4 (2 CH), 133.5 (Cy), 137,8 (C\y), 140.5 (CH), 153.2 (CH), 154.5 (Cy),
156.5 (Cy), 166.7 (C-O)

6= 69.8 (CH,), 106.4 (Cy), 112.9 (CH), 114.9 (2 CH), 121.9 (CH), 122.0 (CH), 127.5 (2 CH), 127.6 (CH),
128.4 (2 CH), 133.6 (Cy), 137,8 (Cy), 140.5 (CH), 153.2 (CH), 154.6 (C,y),156.6 (Cy),166.8 (C-O)

HPLC: Ci5 column tz = 28.32 min, purity = 95%
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2-((4-(benzyloxy)-2-bromophenyl)amino)nicotinic acid (78)

0]
Br
N NH
I N
(L
COOH  C,4H,5BrN,0; MW = 399.24 g/mol
Yield: 19%
Aspect: brown powder Mp = 182-183 °C

'H NMR (500 MHz,(CD5),C0):6=5.16 (s, 2 H), 6.87 (t, 1 H, J = 5.4 Hz), 7.07 (dd, 1 H, /= 9.1 Hz, ¥/= 2.8
Hz), 7.33 (d, 1H, *J = 2.8 Hz), 7.35 (m, 1 H), 7.42 (m, 2 H), 7.52 (m, 2 H), 8.37 (m, 3 H), 10.43 (br s, 1 H)

C NMR (126 MHz,(CD;),C0):6= 70.1 (CH,), 113.8 (CH), 114.5 (CH), 115.3 (Cy), 118.4 (CH), 124.7
(CH), 127.6 (2 CH), 127.9 (CH), 128.4 (2 CH), 131.8 (Cy), 137.2 (Cy), 140.6 (CH), 152.8 (CH), 154.8 (Cy),
156.2 (Cy), 168.6 (C=0)

6= 70.1 (CH,), 113.8 (CH), 114.5 (CH), 115.4 (Cy), 118.4 (CH), 124.8 (CH), 127.6 (2 CH), 127.9 (CH),
128.4 (2 CH), 131.9 (Cy), 137.2 (Cy), 140.6 (CH), 152.8 (CH), 154.8 (Cyy), 156.3 (Cyy), 168.6 (C=0)

HPLC: Ci5 column tg= 26.56 min, purity = 98%
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Protein production and purification

The cDNA coding the human TEAD2 sequence (residue 217 to 447) was ordered to Integrated DNA
Technologies. This target protein was cloned in frame into a pDBHis-MBP between Ndel and Xhol
sites to give the pDBHis-MBP-TEAD2 plasmid. In this construct TEAD2 is fused with a (his)e-MBP N-
terminal tag. This N-terminal tag is followed by the HRV 3C (3C) protease recognition site (Leu-Glu-
Val-Leu-Phe-GIn/Gly-Pro). Specific cleavage occurs between Gln and Gly, with Gly-Pro remaining at
TEAD2 protein N terminus. The pDBHIs-MBP-TEAD2 plasmid was transformed in Escherichia
coliBL2IADE3 cells and grown on LB agar plate with 50 pg/mL kanamycin at 37°Covernight.
Transformed cells were grown overnight at 37°C in LB media, supplemented with 50 pg/mL
kanamycin, until 0.6 OD,g, then the culture temperature was decreased to 16°C and production was
induced with 0.2mMof IPTG overnight. Cells were harvested by 20 min centrifugation at 6000 x gat
4°C. The pellet was resuspended in 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 600 mM NaCl and 2 mM 2-
mercaptoethanol (buffer A) and stored at -80°C. Cells were supplemented with a Complete®EDTA
free tablet (Roche, Meylan, France) lysed by sonication, insoluble proteins and cell debris were
sedimented by centrifugation at 40.000 x gat 4°C for 30 min. Supernatant was supplemented with
imidazole to a 10 mM final concentration, filtered through 0.45um filters and loaded onto an affinity
column (1 mL His Trap FF, Dutscher, Brumath, France), equilibrated with buffer B (buffer A + 10 mM
imidazole). Columns were washed with 20 column volumes of buffer B and proteins eluted with a
linear 0—100% gradient of buffer C (buffer A + 300 mM imidazole). The peak fractions were analysed
by SDS-PAGE. Fractions containing tagged TEAD2-MBP were pooled. These fractions were dialysed
overnight at 4°C against a conservation buffer containing 20 mM Tris pH 7.5, 600 mM NaCl, 2 mM
DTT (Buffer D) and at the same time the (his)s-MBP tag was separated from TEAD2 by 3C cleavage
(ratio proteine/protease 1000/1 w/w). Uncleaved protein, (his)s-MBP tag and 3C protease were
removed by binding onto gravity column containing 2.5 mL Ni-sepharose and 0.5 mL Glutathione
sepharose (3C protease being GST-Tagged). Purified TEAD2 did not bind this column and was directly
collected in the flow through. Purified protein was analysed by SDS-PAGE, concentrated and injected
onto gel filtration column (Superdex 75 Hiload 16/60 GE Lifescience) equilibrated with buffer E (20
mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 2 mM TCEP and 5% glycerol). The peak fractions were

analysed by SDS-PAGE and the fractions containing pure TEAD2 were pooled.

NanoDSF

NanoDSF assay was performed on PrometheusNT.48 from Nanotemper. For each experiment,

Prometheus capillaries were filled with 10 pl of sample and subjected to a thermal ramp from 20 °C
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to 95 °C with a heating rate of 2 °C/min. All experiments were conducted with the hTEAD2,17.447
protein (5 uM) in the purification buffer [20 mM TRIS (pH 8.0), 100 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1 mM
TCEP (tris(2-carboxyethyl)phosphine), 5% glycerol]. Analyte solutions were prepared from stock
solutions in DMSO and added to the protein solution to reach a final DMSO concentration of 2.5%
and a 250-500 uM compound concentration range. To determine the melting temperature Tm for
the protein, a Boltzmann model was used to fit protein unfolding curves using the GraphPad Prism"’

(v5.02) software.

Surface Plasmon Resonance

Surface plasmon resonance experiments were performed on a T200 instrument at 25°C using PBS-1X
buffer containing 0.05% (v/v) non-ionic surfactant P20 (GE Healthcare) as running buffer.
Recombinant hTEAD2 is immobilized on Fc2 in acetate buffer pH5, of a CM5S sensor chip surface at
4000-7300RU RU by amine coupling according to the manufacturer’s instructions (GE Healthcare).
The same chemistry was used for control Fcl without protein. For screening all molecules were
initially dissolved in 100% DMSO at 12.5 mM and diluted to 250uM in PBS-P20/3% DMSO for
injection in the same flow buffer. Samples were injected for 60s followed by a 100 s dissociation
phase at a flow rate of 30 uL/min. Results were analyzed by subtracting the signal of the reference
flow cell from the signal of the TEAD-coated flow cell. Each experiment series included blanks
(running buffer), injection of positive control ligand (YAP at 100nM) and molecules, and DMSO
solvent corrections. The peptide ligand YAP was used as positive control of the TEAD coated surface
injected at 100nM during 180s followed by a 400s dissociation step at the beginning and the end of
the screening. For dose-effect measurements, increasing concentrations of molecules from 31 to 500

nM, were injected on Fcl and Fc2 flowcells simultaneously.

MicroScale Thermophoresis

hYAPso-102was purchased from Xprochem® hTEAD2217-447 was cloned into the peGFP-C1 expression
vector and synthesized by ProteoGenix SAS yielding a N-terminal green fluorescent protein. CHO-K1
cells (ATCC®CCL-61™) were transfected with the Cell Line Nucleofector®Kit T, Program U-023. After
three weeks of selective pressure, the population of cells strongly expressing eGFP-hTEAD217-447
proteins was analysed using flow cytometry and retained for microscale thermophoresis analysis.
CHO-K1 cells (ATCC® CCL-61) were cultured in Ham’s F-12 Nutrient Mixture (F12, LifeTechnologies)
with 1% PS (Penicillin-Streptomycin, Life Technologies) and 10% FBS (Foetal Bovine Serum,
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LifeTechnologies). Cell lines were cultured at 37 °C in a 5% CO2 atmosphere. Cells were passaged
every 3 days upon reaching confluence. Cells overexpressing eGFP-hTEAD217-447 were suspended in
300 uL mPERbuffer supplemented with a protease inhibitor cocktail. The lysate was collected by
centrifugation at 15,000 rpm at 4°C for 45 min. The whole process is intended to be purification-
free®. Experiments were performed on a NanoTemper®Monolith NT.115 instrument with blue
filters. The quantity of cells for this protocol can vary from 10 to 40 million. The optimal fluorescence
of lysate is situated between 200 and 1600 units of fluorescence (FI units). The fluorescence is
measured using a small quantity of cell lysate within a capillary chosen from different types of
available capillaries: standard, premium or hydrophilic. The concentration of the fluorescent protein

can be determined using a GFP dosage kit (Abnova KA0911) or a calibration curve.

Samples were prepared in a PBS buffer (PBS 1X; 0.05% Tween 20) using dilution 1:1 and loaded into
standard capillaries. For each compound, the measure was made in a concentration range from 15
nM to 500 uM with a constant concentration protein (£ 30 nM). All measurements were performed
at 22°C using 20% 40% or 60% MST power with laser off/on times of 5 s and 30 s, respectively. All
experiments were repeated three times for each measurement. Data analyses were performed using
the NanoTemper® analysis software. Data analysis was carried out using NTanalysis. The Kd
constants between a protein and its ligand can be calculated using the saturation binding curve at

equilibrium.

Co-cristallisation

Crystals of hTEAD2,,7.44; for ligand soaking were obtained by means of hanging drop vapour diffusion
by mixing 1mL of hTEAD2 5.8 mg/mL and 1mL of Hepes 100 mM pH 7.2, formate 2.8M at
20°C,equilibrated over 500 pL of the same solution. Crystals formed in about five days. A 1 uL DMSO
stock solution of compound was added to the growing drop for 2 hours (short time) or 24h (long
time) before flash freezing and data collection. X-ray diffraction data were collected inThe European
Synchrotron. Data were integrated and processed using MOSFLM and SCALA of the CCP4 suite. The
crystals belong to the space group C2 (A= 123.78A, B = 61.68A, C = 80.00 A) with two monomer in the
asymmetric unit. The structures were solved by molecular replacement using PDB entry 3L15 as the
search model. Bound ligand was manually identified and fitted into F,-F.electron density using Coot.
The structures were refined by rounds of rebuilding in Coot and refinement using Refmac of the CCP4

suite.

Cell Cultures
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HEK293T (kidney) cell linewas purchased fromthe American Type Culture Collection and cultivatedin
DMEMmedia containing 10% of heat inactivated FBS, L-glutamine and penicillin/streptomycin.CHO-
K1 cells (ATCCe CCL-61) were cultured in Ham’s F-12 Nutrient Mixture (F12,LifeTechnologies) with 1%
PS (Penicillin-Streptomycin, Life Technologies, Illkirch, France) and 10% FBS(Foetal Bovine Serum,
LifeTechnologies). Cells were passaged every 3 days upon reaching confluence,and the absence of
mycoplasma contamination was verified (MycoAlertTM Detection Kit, Lonza, Basel,Switzerland). Cell
lines were cultured at 37°C in a 5% CO2 atmosphere.MDA-MB-231 cell line was purchased from the
American Type Culture Collection and cultivatedin DMEM media containing 10% of heat inactivated

FBS, L-glutamine and penicillin/streptomycin.

Luciferase Reporter Assay

HEK293T cells were seeded at a density of 1 x 10°cells in 24 well plates coated withpolyethylenimine
(10 pg/mL). Cells were transfected with the TEAD luciferase reporter plasmid8XGTIIC-Luciferase
(Addgene reference 34615) and a control B-galactosidase plasmid CMV-BGalusing the lipofectamine
2000 Reagent (Life Technologies, Inc.) according to the manufacturer’sinstructions. Compounds were
tested at different concentrations ranging from 0.25 to 20 uM. After24 h post transfection, cells were
lysed in Reporter Lysis Buffer (Promega, Charbonniéres-les-Bains,France) and luciferase activity was
measured on the Mithras LB940 plate reader and normalized to B-galactosidase. p-galactosidase

control allowed us to qualitatively estimate the cytotoxicity of thetested compounds.

Western Blot

Total extracts of cells were obtained with a RIPA based buffer containing protease and phosphatase
inhibitors (Roche). Western blots were carried out using 20 pg of protein lysates with the NuPage
Electrophoresis and Iblot transfer systems (Life Technologies). B-Actin was used as loading control for

total extracts.
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