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Introduction

l. Les récepteurs couplés aux protéines G

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), aussi connus sous le nom de récepteurs a sept domaines
transmembranaires, forment I'une des familles de récepteurs de surface cellulaire les plus vastes et les
plus diversifiées (plus de 800 membres).! Il y a plusieurs décennies, les RCPG ont été regroupés afin de
former une superfamille de récepteurs.? Différentes superfamilles ont été répertoriées, chacune
caractérisée par des propriétés structurelles et fonctionnelles distinctes. Les autres familles de récepteurs
cellulaires les plus connues, telles que les récepteurs ionotropiques?, les récepteurs nucléaires* ou encore

les récepteurs cytokiniques®, sont également classées comme superfamilles de récepteurs.

Les RCPG se caractérisent par leur structure commune composée de sept hélices alpha transmembranaires
(TM) traversant la membrane cellulaire (Figure 1).5” La partie centrale est constituée de sept domaines
transmembranaires connectés par une alternance de trois boucles intracellulaires (ICL1, ICL2 et ICL3) et
trois boucles extracellulaires (ECL1, ECL2 et ECL3). L'extrémité N-terminale se trouve toujours du coté

extracellulaire, tandis que I'extrémité C-terminale est située du coté intracellulaire.

N-terminal

ECL1 ECL2_ ECL3

Extracellulaire

Intracellulaire

ICL3

ICL1 ICL2

C-terminal

Figure 1. Structure générale d'un récepteur couplé aux protéines G (Biorender).”

Cette configuration leur permet de capter des signaux extracellulaires et de déclencher une série de
réactions intracellulaires en activant les protéines G associées. L'activation des RCPG déclenche une série
d'événements biologiques suite a la liaison d'un ligand. Lorsqu'un ligand (comme une hormone ou un
neurotransmetteur) se lie a un RCPG, cela provoque un changement de conformation du récepteur. Ce
changement permet I'activation de la protéine G liée, qui est composée de trois sous-unités : alpha, béta
et gamma.? L'activation de la protéine G induit la dissociation de la sous-unité alpha, qui peut alors
moduler l'activité d'autres protéines intracellulaires, telles que les enzymes ou les canaux ioniques, initiant

ainsi une réponse cellulaire spécifique.
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Certains RCPG, comme par exemple le récepteur a I’'adénosine Axa (A2aR), peuvent contréler la production
d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) intracellulaire en activant des protéines G spécifiques : soit
des protéines stimulatrices (Gs) qui stimulent la production d'AMPc, soit des protéines inhibitrices (Gi) qui
I'inhibent (Figure 2). La synthése de I'AMPc est déclenchée par I'adénylyl cyclase (aussi appelée adénylate
cyclase) membranaire, qui catalyse la conversion de l'adénosine triphosphate (ATP) en AMPc et en
pyrophosphate. La régulation intracellulaire de I'’AMPc est déterminée par I'équilibre entre sa production
a partir d’ATP et sa dégradation rapide en 5'-adénosine monophosphate (5'-AMP) par une

phosphodiestérase.’
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Figure 2. Récepteur Az couplé a une protéine G; et synthése de ’AMPc (BioRender).

Les études portées sur les interactions récepteur-récepteur ont également démontré que les RCPG
fonctionnent non seulement comme des monomeéres, mais aussi comme des diméres (Figure 3).291! Ces
récepteurs dimeres peuvent se trouver sous la forme d’homodimeres ou d’hétérodimeres.
L’homodimérisation fait référence a I'association de deux récepteurs identiques pour former un complexe
fonctionnel. A contrario, I'hétérodimérisation implique I’association de deux récepteurs distincts, ce qui

peut moduler leur fonction.
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Monomeére Homodiméres Hétérodimeéres

Figure 3. Mono et dimérisation des récepteurs couplés aux protéines G (BioRender).

Le phénoméne d’hétérodimérisation permet de diversifier les réponses cellulaires, influencant Ia
signalisation, la sélectivité des ligands, et la régulation des voies intracellulaires. Elle peut également
altérer les propriétés pharmacologiques des récepteurs, en modifiant I'affinité des ligands ou I'efficacité

des réponses biologiques.

Les hétérodimeres des RCPG ont ouvert un nouveau champ dans la pharmacologie. En ciblant les
hétérodimeres les mieux caractérisés, de nouvelles stratégies thérapeutiques ont été proposées dans le
traitement de diverses maladies. Par exemple, des composés antagonistes bloquant |'activité des
hétérodimeres des récepteurs a I'angiotensine 1 (AT1R) et des récepteurs a la chimiokine de type 2 (CCR2)
pour le traitement des maladies rénales chroniques sont en cours de développement.'? Les hétérodimeéres
des récepteurs a I'adénosine A;a et des récepteurs dopaminergiques D, (D2R) sont tous deux présents dans
le striatum et sont considérés comme importants dans |'utilisation prévue des antagonistes des récepteurs

a I'adénosine Aya pour le traitement de la maladie de Parkinson (MP).13

Les RCPG présentent donc un intérét thérapeutique depuis des décennies. En effet, les RCPG sont
impliqués dans une multitude de processus physiologiques, incluant la vision, I'odorat, la régulation du
rythme cardiaque, et bien d'autres fonctions vitales.’** En raison de leur réle central dans la signalisation
cellulaire, les RCPG sont également des cibles majeures pour de nombreux médicaments. Environ sept
cents médicaments sur le marché, soit environ un tiers des médicaments, agissent en modulant I'activité
des RCPG, ce qui souligne leur importance en pharmacologie.’® Ainsi de nouvelles molécules chimiques
ont été développées le plus souvent dans le but de cibler la poche de liaison du ligand endogéne. Ces
molécules peuvent étre des agonistes ou des antagonistes et agissent donc sur le site orthostérique des
RCPG. Cependant, de plus récentes découvertes sur les mécanismes d’activation des RCPG ont permis de

développer de nouveaux composés pharmacologiques agissant comme des modulateurs allostériques.!’
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Les RCPG sont des protéines membranaires essentielles a la transmission des signaux cellulaires. Leur
structure varie en fonction de leur interaction avec des molécules telles que les agonistes ou les
antagonistes, ce qui modifie leur aptitude a activer ou inhiber les protéines G associées. Voici les
principales différences de conformation observées lors de la liaison d'un RCPG a un agoniste par rapport

a un antagoniste :

Liaison avec un agoniste :

= Conformation active : Lorsqu'un agoniste se lie au RCPG, il induit un changement de conformation
qui stabilise la forme active du récepteur (Figure 4). Cela permet au récepteur de s'associer avec
une protéine G (soit de la famille Gs, G;, Gg, etc.), déclenchant ainsi une cascade de signalisation
intracellulaire.

= Changement au niveau de I'hélice transmembranaire : L’agoniste favorise un écartement entre
certaines hélices transmembranaires (notamment TM3 et TM6), ce qui expose les sites de liaison
pour la protéine G. Cela facilite I'échange de la guanosine diphosphate (GDP) pour la guanosine
triphosphate (GTP) sur la sous-unité a de la protéine G, activant ainsi cette derniere.

= Conséquence fonctionnelle : L’activation de la protéine G entraine différents processus
intracellulaires, comme la production d'AMPc (avec la protéine Gs) ou l'inhibition de la production

d'AMPc (avec la protéine Gj).

Adénylyl
cyclase

& &

Activation RCPG Signalisation de la protéine G

Figure 4. Conformation d'un RCPG lors de la liaison d'un agoniste.
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Liaison avec un antagoniste :

= Conformation inactive : Lorsqu'un antagoniste se lie au RCPG, il stabilise la conformation inactive
du récepteur (Figure 5). Dans cette conformation, les hélices transmembranaires ne subissent pas
le changement nécessaire pour lier la protéine G. La liaison avec l'antagoniste bloque ainsi
I'activation du récepteur, empéchant toute signalisation intracellulaire.

* Blocage de l'activité : L’antagoniste n’induit pas les changements structuraux requis pour activer
la protéine G. En fait, il empéche la liaison des agonistes et bloque donc I'activité du récepteur.

= Absence de signalisation : Comme le récepteur ne subit pas de changement de conformation vers

|'état actif, il n’y a ni activation de la protéine G, ni transmission du signal.

Ligand endogéne

o
N

Antagoniste .

(e 8¢
@0

Inactivation RCPG

Figure 5. Conformation d'un RCPG lors de la liaison d'un antagoniste.

Autres cas :

» Agonistes partiels : Ceux-ci induisent une conformation intermédiaire du récepteur, permettant
une activation partielle des protéines G. lls n’activent donc pas pleinement le récepteur comme le
ferait un agoniste complet.

*= Agonistes inverses : Ces molécules stabilisent une conformation du récepteur qui favorise son
inactivation, méme dans le cas ou le récepteur aurait une activité constitutive (activité de base

sans ligand).
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En résumé :

»= Agoniste : induit un changement de conformation vers un état actif, permettant I'interaction avec
les protéines G et la transmission du signal.

»= Antagoniste : stabilise le récepteur dans sa conformation inactive, empéchant toute signalisation.

Ces changements conformationnels sont essentiels pour comprendre comment les RCPG régulent diverses

voies de signalisation dans les cellules et comment les médicaments peuvent moduler ces voies.

Il. Les récepteurs a I'adénosine

Les récepteurs a I'adénosine font partie de la famille des RCPG, et leur ligand endogene est I'adénosine.
1. L’adénosine
L'adénosine est un nucléoside que I'on retrouve dans toutes les cellules de notre corps.’ Elle est

constituée d'une base azotée, I'adénine, a laquelle est lié un sucre appelé ribose (Figure 6).

NH,

Adénine tN
N ;
Y | \ H
e N

“"HO

Ribose

Figure 6. Structure de I'adénosine.

L’adénosine est un neuromodulateur essentiel du systéme nerveux central (SNC), qui influence
I'excitabilité neuronale en régulant la libération de neurotransmetteurs comme le glutamate,
I'acétylcholine et la dopamine. **% Elle joue également un rdle clé, tant dans les processus physiologiques
normaux que dans des conditions pathologiques. L’adénosine exerce ses effets en interagissant avec des
récepteurs membranaires appartenant a la famille des récepteurs couplés aux protéines G qui sont
présents dans différentes cellules telles que les cellules endothéliales, immunitaires, les vaisseaux
sanguins, les astrocytes, les microglies, le striatum et la moelle épiniere du SNC.

L'adénosine est principalement générée par le métabolisme de I'ATP et remplit des fonctions diverses dans
I'ensemble de I'organisme. Dans le SNC, elle joue un réle crucial dans la régulation de la libération des
neurotransmetteurs, la plasticité synaptique, ainsi que la neuroprotection en réponse a l'ischémie,

I'hypoxie et le stress oxydatif.22~2 Par ailleurs, I'adénosine exerce des effets variés dans de hombreux
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tissus. Par exemple, dans le systeme cardiovasculaire, elle peut provoquer soit une vasoconstriction, soit

une vasodilatation des veines et des artéres.?* Elle régule également la prolifération des cellules T et la

production de cytokines, tout en inhibant la lipolyse et en stimulant la bronchoconstriction.

L'adénosine est produite a la fois de maniére intracellulaire et extracellulaire (Figure 7). A l'intérieur des
cellules, elle est formée a partir de son précurseur, la 5'-AMP, par l'action de I'enzyme 5'-nucléotidase.
L'adénosine peut étre produite par I'hydrolyse de la S-adénosyl homocystéine (SAH) via la SAH hydrolase.
Elle peut ensuite suivre plusieurs voies métaboliques : étre transformée en inosine et hypoxanthine par
|'adénosine désaminase (ADA) ou inverser la réaction de la SAH hydrolase pour reformer de la SAH. De
plus, I'adénosine peut étre transportée a l'extérieur de la cellule par des transporteurs spécifiques des
nucléosides, permettant ainsi l'activation des récepteurs a l'adénosine extracellulaires. Elle peut
également étre reconvertie en 5'-AMP par |'adénosine kinase (AK), puis en adénosine diphosphate (ADP)

et adénosine triphosphate (ATP). Extracellulairement, I'AMP cyclique est transformé en 5'-AMP par |'ecto-
25,26

phosphodiestérase, puis en adénosine par I'ecto-5'-nucléotidase.
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Figure 7. Voies de production de I'adénosine (Latini S. et Pedata F., 2001)*

L'adénosine agit aussi principalement comme ligand endogene sur quatre récepteurs couplés aux

protéines G : les récepteurs A1, Az, Azs et As. L'adénosine présente une affinité moyennement élevée pour
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les récepteurs Az (Ki (hAiR) = 100 nM), Aza (Ki (hA2aR) = 310 nM) et As (Ki (hA3R) = 290 nM). Son affinité

envers les récepteurs Az, quant a elle, est beaucoup plus faible (K (hAxR) = 15 pM).?’

2. Classification des récepteurs a I'adénosine
Les récepteurs purinergiques ont initialement été classés en deux sous-types : P1 et P2.%8 Les récepteurs
P1 reconnaissent principalement l'adénosine comme ligand, tandis que les récepteurs P2 (incluant les
sous-types P2X et P2Y) interagissent avec des molécules telles que I'ADP, I'ATP, I'uridine diphosphate
(UDP), I'uridine triphosphate (UTP) et d'autres dinucléotides.?® Ces récepteurs sont ensuite subdivisés en
fonction de leurs propriétés biochimiques, moléculaires et des données pharmacologiques disponibles.
Quatre récepteurs a l'adénosine variant par leur affinité, leur localisation et leurs fonctions ont été

identifiés et clonés : A1, Aza, Az et Az (Tableau 1).%°

AR A2aR AR AsR
Expression Cerveau > coeur, Cerveau Muscle lisse Foie, poumons,
poumons reins Thymus > coeur, bronchique, jéjunum,  placenta, glandes
poumons > rate, iléon, colon, surrénales > rate,
leucocytes poumons intestin gréle
Ki adénosine 100 310 15000 290
(nM)
Protéine G Gi/o Gs, Goif Gs, Gq Gi, Gq
Effets 4 AMPc ™ AMPc ™ AMPc 4 AMPc
4 PKA ™ PKA ™ PKA 4 PKA
™K
\l/ Ca2+

Tableau 1. Expression, affinité et effets des récepteurs a I’adénosine.?”-2%3!

Chaque récepteur a été classé apres son clonage en fonction de son profil d'activité agoniste ou
antagoniste, de son couplage aux protéines G et de son systeme effecteur. L'adénosine et ses récepteurs
peuvent réguler I'activité de I'adénylate cyclase, une enzyme responsable de la production d'AMP cyclique.

Selon le type de récepteur, cette enzyme peut étre activée ou inhibée.

= Le récepteur A; est le récepteur a I'adénosine le plus affin pour I'adénosine (Ki (hA:R) = 100 nM). Il
est fortement exprimé au sein du SNC, plus particulierement au niveau du cortex cérébral et de
I’hippocampe.3! Ce récepteur est également retrouvé dans d’autres organes tels le cceur, les
poumons ou encore les reins. L'activation de ce récepteur par 'adénosine via une protéine G

inhibitrice (Gi) provoque une inhibition de I'adénylyl cyclase (Figure 8). Par conséquent, la

9
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production d’AMPc intracellulaire et I'activation de la protéine kinase A (PKA) sont également
inhibées. L'activation de ce récepteur va également favoriser I'ouverture des canaux potassiques,
ce qui entraine indirectement une diminution de la production intracellulaire de calcium.
L'activation du récepteur A; a un effet neuroprotecteur en diminuant la libération de

neurotransmetteurs excitateurs.

= Lerécepteur Asest tres peu abondant dans le SNC, mais est principalement exprimé dans les tissus
et organes liés aux processus inflammatoires, immunitaires et cardiovasculaires.® Tout comme le
récepteur A;, son activation entraine une inhibition de I'adénylyl cyclase et donc par conséquent

une inhibition de la production intracellulaire d’AMPc.

Extracellular

\/ / Intracellular

[ M [extracellular Ca?*] ] AC
! |
//\\
o p—

Figure 8. Interaction de ’adénosine avec ses récepteurs (Kolahdouzan M. et Hamadeh M. J., 2017).33

Les récepteurs A, quant a eux, se divisent en deux sous-types, Aza et Az, selon leur affinité distincte pour

|'adénosine.

= Le récepteur Ayx est également trés affin pour I'adénosine (Ki (hA2aR) = 310 nM). A l'instar du
récepteur A;, le récepteur A,a est fortement exprimé dans le systeme nerveux central, notamment
dans le striatum, ou il se trouve aussi bien dans les neurones que dans les cellules gliales.?! Ce
récepteur est également retrouvé dans d’autres organes tels le cceur, les poumons ou encore la
rate. L’activation du récepteur A,a par I'adénosine via une protéine G stimulatrice (Gs) induit
I'activation de I'adénylyl cyclase. Par conséquent, la production d’AMPc intracellulaire et de la PKA

sont également activées.

= Enfin, le récepteur A est le récepteur le moins affin pour I'adénosine (Ki (hA2sR) = 15000 nM) et

son expression est plus faible que celle des autres récepteurs de I'adénosine. Il est trés faiblement

10
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présent au sein du SNC mais fortement exprimé dans le tractus gastro-intestinal et les poumons.3*
Tout comme le récepteur A, son activation entraine une activation de I'adénylyl cyclase et donc

par conséquent une activation de la production intracellulaire d’AMPc.

3. Intérét thérapeutique des récepteurs a 'adénosine
L'adénosine joue un réle clé dans diverses maladies, notamment la maladie de Parkinson, l'ischémie et
I'inflammation.3> L'activation des récepteurs a I'adénosine induit une protection cellulaire dans plusieurs
organes et tissus. En conditions de stress hypoxique, le niveau extracellulaire d'adénosine augmente, ce
qui permet aux récepteurs a I'adénosine de s'adapter et de répondre en conséquence. Cette réponse
favorise I'augmentation des besoins énergétiques, le pré-conditionnement ischémique, l'inhibition de la
libération de neurotransmetteurs toxiques, ainsi que la réduction de la réponse inflammatoire. Ces
derniéres années, de nombreux travaux ont été réalisés sur les quatre récepteurs a I'adénosine. Le
développement de nombreux ligands, agonistes et antagonistes, a permis d’étudier et de prouver I'intérét
thérapeutique de ces récepteurs dans le traitement de diverses pathologies. Ces récepteurs jouent un role
dans de nombreuses pathologies, comme les maladies neurodégénératives, les maladies

cardiovasculaires, le cancer ou encore l'inflammation (Figure 9).

Antagonistes Agonistes

AR - AVC, épilepsie, migraine
AzR - déréglement du sommeil
AsR - AVC

A:R - maladies cognitives

Az:R - maladies neurodégénératives
(Alzheimer, Parkinson, Huntington)
A:R - glaucome

AR - douleur

AR - problémes respiratoires
A;R - lésions pulmonaires

AzR et AsR - asthme

AR - arrhythmie, ischémie
cardiaque

AzR - hypertension, thrombose
AsR - ischémie cardiaque

AR - diabéte
AR - cedéme :I
AsR - glaucome

AzR - diarrhée

A2sR - ischémie renale

AsR - cancer

Az4R et A:R - arthrite rhumatoide

AzuR - inflammation

AzR - cicatrisation, septicémie

Figure 9. Cibles pathologiques pour les ligands sélectifs des récepteurs a I'adénosine (Biorender).
Figure adaptée de Jacobson K. A. and Gao Z-G.3¢
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Comme reporté sur la Figure 9, les agonistes du récepteur A,a présentent des effets anti-inflammatoires
et un effet immunosuppresseur, tandis que les agonistes du récepteur As; sont proposés pour le traitement
de I'inflammation auto-immune ou encore pour l'ischémie cardiaque.3® L'activation du récepteur A; est
impliquée dans les mécanismes de la douleur et a montré son utilité dans le traitement de |'épilepsie et

de la migraine.

Les antagonistes du récepteur A;a, quant a eux, se sont révélés étre des composés d’intérét notamment
dans le contexte des maladies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer® (MA), la maladie de
Parkinson®” et la maladie d’Huntington® (MH). Les antagonistes du récepteur A; ont démontré une
efficacité dans le traitement de I'insuffisance cardiaque et rénale.>® Les antagonistes des récepteurs Ax
suscitent de l'intérét pour le traitement de I'asthme, tandis que le blocage des récepteurs As pourrait avoir
une activité sur le développement du glaucome.*® Plus récemment, les antagonistes AR ont également

montré un intérét thérapeutique dans le domaine de la cancérologie.**

En raison de l'implication du récepteur a I'adénosine A;a dans diverses pathologies, notamment les MIND,

nous avons porté notre attention sur ce récepteur ainsi que sur ses antagonistes.

[l Les récepteurs a I'adénosine Aaa

1. Voie biochimique
Le récepteur Axx est principalement exprimé dans le SNC, en particulier au niveau du striatum, ou il régule
la libération de neurotransmetteurs comme le glutamate, I'acétylcholine ou l'acide gamma-
aminobutyrique (GABA). Le role de ce récepteur a également été démontré dans le développement

neuronal et la neuroprotection.*>*3

L'activation du récepteur A entraine un échange entre la GDP et la GTP, cette derniére se liant a la sous-
unité a, qui se dissocie de I'hétérodimeére By. En raison du couplage du récepteur avec une protéine G
activatrice, I'adénylate cyclase est stimulée, favorisant la production d'AMPc, lequel active ensuite la
protéine kinase A.3® Une fois phosphorylée, la PKA active divers effecteurs tels que des canaux ioniques,
des phosphodiestérases ou la protéine CREB. L'activation de CREB met en évidence l'effet anti-
inflammatoire du récepteur A,a, grace a sa capacité a inhiber le facteur nucléaire kB (NF-kB) et I’activation
de la voie MAP kinase (MAPK) et a réduire I'expression des cytokines.* De plus, |'activation des récepteurs
Aza stimule la phospholipase C (PLC), ce qui module la production d'inositol phosphate, augmente les

niveaux de calcium intracellulaire et active les protéines kinases C (PKC).
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2. Importance de I'homodimérisation vs I’hétérodimérisation du récepteur Aza
Comme mentionné précédemment, de nombreux RCPG peuvent former des dimeres, soit avec des
récepteurs de leur propre famille, soit avec des récepteurs d'autres familles. Des études de transfert
d’énergie par résonance de bioluminescence (BRET), technique permettant de mesurer une interaction
entre deux protéines par transfert d'énergie d'un donneur bioluminescent a un accepteur fluorescent, ont
révélé 'existence d’une interaction A>aR-AzaR, formant une structure fonctionnelle a la surface de la
membrane plasmique.* De plus, le récepteur Asx forme également des hétérodiméres avec d'autres
récepteurs a l'adénosine, notamment AiR, ainsi qu'avec les récepteurs dopaminergiques D; et les

récepteurs au glutamate mGlus. 468

Les récepteurs A; et A;a peuvent interagir, de sorte que l'activation des récepteurs Aa peut inhiber les
réponses médiées par les récepteurs A;1.*® Grace a la technique du BRET, des hétérodiméres A;R-AzaR ont
été identifiés dans des cellules immortalisées et transfectées. De plus, a l'aide d'expériences de co-
immunoprécipitation, il a été montré que ces hétérodimeres sont présents dans les membranes
présynaptiques et qu'ils régulent la libération de glutamate par les terminaisons nerveuses
présynaptiques. Ces données suggérent fortement un réle potentiel des hétérodiméeres A;R-Az4R dans les

neurones.

Le récepteur A,a, principalement exprimé dans le striatum, joue également un réle important dans la
transmission dopaminergique de par sa co-localisation avec le récepteur D,.*’ Ces deux récepteurs se
trouvent principalement dans les neurones striatopallidaux contenant du GABA, ou ils sont les plus
concentrés dans le cerveau. Ces neurones jouent un role clé dans la MP, et sont impliqués dans les effets
de récompense liés a la consommation de drogues, ainsi que dans les effets antipsychotiques des
neuroleptiques.* Les relations entre les récepteurs Aya et D, ont été prouvées au niveau biochimique,
fonctionnel et comportemental. Des études montrent que les agonistes Aa réduisent I'affinité du
récepteur D; pour la dopamine chez les animaux. Inversement, les antagonistes A,a augmentent les effets
du récepteur D; sur l'activité motrice en facilitant la libération de neurotransmetteurs. Ainsi, I'utilisation

d'un antagoniste AR présente un intérét thérapeutique pour le traitement de la maladie de Parkinson.

L’hétérodimérisation du récepteur A;a avec le récepteur mGlus a également été étudiée. Ces deux
récepteurs sont co-localisés dans le striatum et semblent interagir de fagon synergique : activer le
récepteur mGlus augmente I"activation du récepteur Axa.>° Cette synergie a été observée pour la premiére
fois par Ferré et al., lors d'une co-transfection des récepteurs A, et mGlus dans des cellules HEK. Le

traitement de ces cellules avec un agoniste Aa ou un agoniste mGIuRs a permis d'amplifier I'activation de
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la voie MAPK de deux a trois fois par rapport aux cellules non traitées. Le traitement simultané avec un
agoniste A>aR et un agoniste mGluRs provoque une activation encore plus marquée, augmentant
|'activation de la voie MAPK jusqu'a dix fois par rapport aux cellules non traitées, montrant ainsi une
synergie entre ces deux récepteurs. Ce phénomene a également été observé chez le rat, montrant ainsi
leur implication dans la plasticité neuronale dans le striatum. A I'inverse, le blocage du récepteur mGlus
bloque I'activation du récepteur A,a. Cibler les hétérodiméres A;aR-mGIuRs semble offrir un potentiel
thérapeutique prometteur, notamment pour le traitement des MND, ol ces deux récepteurs jouent un

role important.

3. Intérét thérapeutique des antagonistes A;aR

1.1.Le point de départ : la caféine
Il y a plusieurs années, une étude épidémiologique a démontré un effet bénéfique de la caféine (Figure
10), vis-a-vis du risque de développer certaines maladies neurodégénératives telles que la MA et la MP.33>1
La caféine est une substance psychoactive contenue dans le café, le thé, les boissons gazeuses et le
chocolat. Ses propriétés psychoactives sont dues a sa capacité a interagir avec la neurotransmission dans
différentes régions du cerveau, favorisant ainsi les fonctions comportementales, telles que la vigilance,
I'attention, I'humeur et I'éveil, ainsi que I'amélioration de la cognition. Il a été montré que la caféine se lie
aux récepteurs a I'adénosine et agit comme antagoniste non sélectif des récepteurs Axa. L'affinité de la
caféine pour ces récepteurs s'explique par sa structure, qui comporte un noyau purine similaire a celui de

I'adénosine, le ligand endogene des récepteurs a I'adénosine.

HO

Figure 10. Structure de la caféine (a gauche) et de I'adénosine (a droite).

Des effets bénéfiques de la caféine sur les fonctions cognitives ont été observés. Une exposition de courte
durée a la caféine améliore la mémoire, les capacités cognitives, I'attention et le traitement de
I'information. Chez les rongeurs, des décennies de recherche confirment les effets positifs de la caféine
sur l'apprentissage et la mémoire a travers diverses taches comportementales. Plusieurs études

longitudinales ont exploré le lien entre la consommation de café et le déclin cognitif ou le risque de

14



Introduction

démence, notamment dans la MA. Dans I'étude FINE, menée en Finlande, en Italie et aux Pays-Bas, il a été
constaté que chez les hommes agés, la consommation de trois tasses de café par jour était associée au
déclin cognitif le plus faible sur une période de dix ans. Ces résultats ont été confirmés dans des modeéles
animaux de MA et MP.>%%3 Ces études ont également démontré un effet neuroprotecteur de la caféine.>
Un essai clinique de phase Il (NCT04570085), dirigé par I'équipe du Dr. David Blum (Centre de Recherches
Lille Neuroscience & Cognition), est actuellement en cours pour évaluer |'effet de la caféine sur le déclin
cognitif chez des patients atteints de la MA.> Les résultats de cette étude sont attendus pour 2026. Les
résultats prometteurs de la caféine sur les récepteurs A,s dans diverses pathologies soulignent ainsi

I'intérét thérapeutique des antagonistes du récepteur Asa.

1.2.Maladies neurodégénératives
Les maladies neurodégénératives forment un ensemble diversifié de pathologies complexes, caractérisées
par une perte de neurones et une dégénérescence progressive affectant différentes régions du systeme
nerveux. Ces maladies représentent la premiére cause de démence dans le monde et sont actuellement
incurables, justifiant ainsi la recherche de nouvelles approches thérapeutiques et le développement de
nouveaux candidats-médicaments. Les antagonistes du récepteur Ax sont apparus comme ayant un

potentiel thérapeutique pour ces maladies.

1.2.1. Maladie de Parkinson
Les antagonistes du récepteur A, ont, dans un premier temps, été étudiés pour le traitement de la maladie
de Parkinson. La MP est une pathologie neurodégénérative progressive qui touche principalement le
controle des mouvements. Elle résulte de la dégénérescence des neurones dopaminergiques due a
I"accumulation de protéines telles que I'a-synucléine qui forme des corps de Lewy dans la substance noire
du cerveau (Figure 11), une région clé pour la production de dopamine, un neurotransmetteur crucial pour
la régulation des fonctions motrices.>® Les symptémes cliniques de la MP se caractérisent par une triade :

la bradykinésie/akinésie, la rigidité et les tremblements au repos.
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Figure 11. Processus d'agrégation de I'a-synucléine (Ray B. et al., 2021).’

Dans le contexte de la MP, les études sur la caféine ont révélé une réduction de 50% du risque de
développer la pathologie chez les personnes consommant entre deux et quatre tasses de café par jour,
par rapport a celles qui n'en consomment pas.*® La caféine améliore également I'activité motrice altérée
par la perte de dopamine et favorise la survie des neurones dopaminergiques grace a ses propriétés
neuroprotectrices. En outre, elle a été associée a une diminution de la perte de neurones dopaminergiques
et a une réduction de la réponse inflammatoire, en agissant sur les récepteurs Aa. L'effet bénéfique sur la
motricité a été attribué a I'hétérodimérisation du récepteur A,a avec le récepteur D; de la dopamine, dont
il antagonise les effets.?’ Ainsi, les antagonistes du récepteur A,a pourraient accroitre le signal
dopaminergique D,, offrant ainsi une approche thérapeutique pour la MP. L'effet protecteur serait
attribuable a une modulation de la neuroinflammation dans la substance noire, grace au blocage des

récepteurs gliaux.>®

Plusieurs antagonistes des récepteurs A, ont été développés pour le traitement de la MP, et certains ont
atteint les phases Il et Il des essais cliniques comme le préladenant, le tozadenant, le vipadenant ou
encore le ST-1535 (Figure 12). Malheureusement, des problémes d’efficacité (préladenant) ou de de
toxicité (vipadenant et tozadenant) ont été rencontrés.®®®2 Le vipadenant a été arrété en phase Il a cause
des résultats de toxicité obtenus lors des tests toxicologiques précliniques.’® Le tozadenant, quant a lui, a
été suspendu en phase Ill pour cause de septicémies associées a |'agranulocytose ayant entrainé la mort
chez cing patients.%® Actuellement, l'istradefylline est le seul antagoniste A,x disponible a la
commercialisation au Japon et aux Etats-Unis (Figure 12). Utilisé en association avec la lévodopa, un

précurseur de la dopamine, I'istradefylline améliore I'activité motrice sans entrainer de dyskinésies.®
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Figure 12. Structure des antagonistes du récepteur Aa.

Les travaux réalisés sur la caféine dans le contexte de la MP et la commercialisation de I'istradefylline
mettent en lumiere I'intérét thérapeutique des antagonistes A;aR pour cette pathologie. Les difficultés
rencontrées lors des essais cliniques de certains composés, tels que le preladenant et le vipadenant,

soulignent la nécessité de poursuivre le développement de nouveaux antagonistes des récepteurs Aza.

1.2.2. Maladie d’Alzheimer
La MA est une maladie neurodégénérative progressive qui constitue la cause de démence la plus
courante.® Elle est caractérisée par une détérioration de la mémoire, des capacités cognitives et du
comportement. De nombreux facteurs interviennent dans le développement de la MA mais elle est
principalement causée par deux Iésions (Figure 13) : I'agrégation de plaques de protéines béta amyloides®®
(pathologie amyloide) et la dégénérescence neurofibrillaire®” (pathologie Tau). Les symptdmes cliniques

de la maladie d’Alzheimer incluent une perte de mémoire, des troubles cognitifs, une altération des

capacités fonctionnelles ou encore des troubles du langage.®®
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Figure 13. Plaques béta amyloides et dégénérescence neurofibrillaire dans le cerveau.®®

De méme que pour la MP, la caféine a montré des effets bénéfiques sur les symptomes de la MA. Depuis
plusieurs années, il a été démontré que la caféine joue un réle important dans I'amélioration de la
mémoire et de |'apprentissage, comme le montrent divers tests comportementaux.>! De nombreuses
études ont ainsi établi un lien entre la consommation de café, le déclin cognitif et la MA. Les études
épidémiologiques ont révélé que les personnes consommant entre trois et cing tasses de café par jour
présentent un risque réduit de 65% de développer la maladie d'Alzheimer par rapport a celles qui en
boivent peu ou pas du tout.” De plus, cette consommation de café est liée & un ralentissement du déclin
de la mémoire verbale et visuelle chez les individus de plus de 65 ans. Des travaux réalisés au sein de
I’équipe « Alzheimer & Tauopathies » du Centre de Recherches Lille Neuroscience & Cognition ont
démontré que le blocage sélectif des récepteurs Axa atténue les troubles de la mémoire dans des modéles
transgéniques reproduisant la pathologie amyloide ou le développement de la pathologie Tau.>? Les
améliorations semblent étre associées a une réduction de la charge lésionnelle (plaques amyloides et
hyperphosphorylation de Tau) et de la neuroinflammation associée. Il a également été démontré que le
traitement a la caféine réduit la phosphorylation de la protéine Tau dans des modeles cellulaires et
animaux. Ces études confirment que le récepteur A,a constitue une cible thérapeutique prometteuse pour
la MA, tout en suggérant que ce récepteur joue un role clé dans le développement physiopathologique de
la maladie. Les effets bénéfiques observés avec la caféine et les antagonistes du récepteur A;x semblent

provenir de la réduction de son activité dérégulée.

Le blocage du récepteur Ay dans les modeles des maladies de Parkinson et d'Alzheimer semble avoir des
effets plurimodaux, en agissant sur divers processus responsables des troubles moteurs et cognitifs

associés a ces pathologies. L'utilisation d'antagonistes du récepteur A,x semble offrir un potentiel

thérapeutique prometteur, se montrant comme une approche intéressante pour le traitement des MND.
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1.3.Cancers
Comme évoqué précédemment, les antagonistes du récepteur A ont initialement été développés pour
traiter les MND. Toutefois, ces derniéres années, leur utilisation s'est étendue a d'autres domaines

thérapeutiques, notamment en cancérologie.

Comme mentionné plus haut, le préladenant (Figure 12) a montré des résultats décevants en termes
d’efficacité. Ces résultats ont posé question et ont remis en cause l'intérét de cibler sélectivement les A;aR
seulement dans le traitement des maladies neurodégénératives. Ainsi, les antagonistes AzaR ciblant le SNC
pourraient &tre utilisés et réorientés dans le domaine de la cancérologie.*! En effet, il a été montré que la

signalisation des A,aR apparait comme une nouvelle voie de point de contréle immunitaire.

Aprés la radiothérapie/chimiothérapie et la pharmacothérapie ciblée, I'immunothérapie du cancer est
devenue la troisitme stratégie révolutionnaire de lutte contre les maladies néoplasiques.’ Il existe
plusieurs types d’immunothérapies du cancer dont font partie les inhibiteurs de point de contréle
immunitaire. Ces derniéres années, le blocage des voies de controle immunitaire a révolutionné la thérapie
du cancer.”? Les points de contrdle immunitaires désignent I'ensemble des voies inhibitrices que les
cellules immunitaires possédent pour réguler et controler la durabilité de la réponse immunitaire tout en
maintenant l'autotolérance.”® Deux anticorps bloquant deux récepteurs de contrdle différents ont été
approuvés par la Food and Drug Administration (FDA) pour un usage clinique : un anticorps anti-CTLA-4
(antigéne 4 associé aux lymphocytes T cytotoxiques) et un anticorps anti-PD-L1 (ligand de mort cellulaire

programmée 1).

Le ciblage de la voie adénosine-A;aR est I'une des rares nouvelles approches trés prometteuses en
cancérologie. L'adénosine extracellulaire se lie aux A,aR a la surface des cellules immunitaires et active la
voie de I'AMPc en aval, ce qui pourrait conduire a l'inhibition de I'activation et de |'expansion des cellules
T.7* La voie adénosine-AzaR joue un réle dans le contréle des dommages inflammatoires causés par les
cellules immunitaires anti-pathogénes hyperactives et réduit également les dommages causés aux tissus
cancéreux par les cellules tueuses anti-tumorales. Des études ont montré que le microenvironnement des
tumeurs solides présente souvent une hypoxie transitoire ou chronique, ce qui facilite I'accumulation
d'adénosine extracellulaire. Cet exces d’adénosine devient donc disponible pour les cellules tumorales,
les fibroblastes liés au cancer et certaines cellules immunitaires. Lorsque I'adénosine se lie au récepteur
Aza, elle active la signalisation AMPc-PKA, ce qui aide a réguler le systeme immunitaire. L'activation du
récepteur A,a est donc a l'origine de I'immunosuppression primaire dans le microenvironnement tumoral

(Figure 14).
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Figure 14. Voies de signalisation du point de contrdle immunitaire dans le microenvironnement

tumoral (Yu F. et al., 2020).4*

Afin d’inhiber les effets immunosuppresseurs dans le microenvironnement tumoral du récepteur A;a, de

nombreux antagonistes A,aR ont été repositionnés ou concgus et testés sur différentes lignées cancéreuses.

Plusieurs études ont montré que certains antagonistes possedent un effet anti-tumoral. Arcus Biosciences

a développé un antagoniste AR, I'etrumadenant (AB928), exercant des effets anti-tumoraux significatifs

sur les modéles de mélanome B16-F10 ou de tumeur AT3-OVA (Figure 15).”> L’EXS21546 (structure non

publiée), congu par Evotec et Exscientia, entraine une réduction de la fraction viable des cellules tumorales

et augmente la fraction et le nombre relatif de cellules CD8'T viables sur des modeles utilisant des

épanchements pleuraux malins.”®
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Figure 15. Structure de I’etrumadenant, du ciforadenant et du ZM-241385.
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Le blocage du récepteur Aa par le ciforadenant, un composé de la méme famille que le vipadenant et
développé par Vernalis, entraine une inhibition dose-dépendante de la croissance tumorale dans divers
modeles de tumeurs syngéniques chez la souris.”” En raison de ses effets anti-tumoraux, qu’il soit utilisé
seul ou en combinaison avec d’autres inhibiteurs de points de controle immunitaire, et suite a une étude
de phase | sur la pharmacocinétique chez des sujets sains (NCT03237988), le ciforadenant fait
actuellement I'objet d’un essai de phase Ib/Il portant sur sa sécurité et sa tolérabilité dans les cancers
avancés.’®” Par ailleurs, I'antagoniste ZM-241385, souvent utilisé comme composé de référence dans les
études sur le récepteur A,a, a montré qu'il ralentit la croissance du mélanome CL8-1 chez la souris tout en
augmentant les niveaux de cellules T anti-tumorales endogénes.8%8! Ces résultats montrent donc que les

antagonistes A;aR peuvent étre appliqués en cancérologie en paralléle des neurosciences.

Le récepteur Az de I'adénosine représente une cible thérapeutique de premier intérét. Il joue un role clé
dans divers processus biologiques, tant en neurosciences qu'en cancérologie. Son inhibition par des
antagonistes produit de nombreux effets bénéfiques, ce qui en fait des candidats prometteurs pour de

futurs traitements dans plusieurs pathologies.

V. Les antagonistes du récepteur Aza

Les antagonistes du récepteur A,a sont impliqués dans de nombreuses pathologies, ce qui explique que
leur conception ait été étudiée depuis des décennies. De nombreux antagonistes ont ainsi été développés
et répertoriés dans la littérature. Il existe une différence structurelle notable entre les agonistes et les
antagonistes du récepteur Az : les agonistes possédent une fonction ose absente chez les antagonistes.
Les antagonistes sont généralement classés en deux grandes familles : les composés de type « xanthines-
like » et ceux de type « non xanthines-like ». Les composés de type « xanthines-like » sont dérivés de la

structure de la caféine. Cette partie présentera les différentes familles d'antagonistes.

1. Les dérivés « xanthines-like »
Le motif xanthine, que I'on retrouve dans la structure de la caféine, a servi de point de départ pour
développer des antagonistes du récepteur A,a (Figure 16). La caféine agit en bloquant, de maniére non
sélective et avec une faible affinité, les récepteurs A;, Aoa et Azs. Malgré ce manque de sélectivité, elle
continue de faire I'objet d'études en raison de son potentiel thérapeutique dans le traitement de la MA et
de la MP. Un essai clinique de phase Il est actuellement en cours pour évaluer I'effet de cette molécule
sur le déclin cognitif chez les patients atteints de la MA.> L’analogue de la caféine, la théophylline et son
métabolite, la paraxanthine, sont également des antagonistes non sélectifs du récepteur Asa. Leur effet

permettrait de diminuer le risque de développer la MP.%2
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Figure 16. Structures de ligands antagonistes du récepteur A;a de type « xanthines-like ».

Le premier antagoniste sélectif pour A;aR, présentant une affinité nanomolaire, est un dérivé de la caféine
: la 8-phényl-1,3-dipropylxanthine (XAC). Cette molécule est utilisée comme antagoniste de référence des
AzaR et également utilisée en tant que « radioligand ».8% Diverses modifications, notamment I'ajout d'une
chaine styryle en position 8 de la structure xanthine, ont conduit a la synthése d'antagonistes prometteurs
tels que le CSC, le MSX-2 et l'istradefylline. A I’heure actuelle, l'istradefylline est le seul antagoniste A;aR
qui a obtenu une autorisation pour son utilisation comme médicament antiparkinsonien au Japon et aux
Etats-Unis en co-thérapie avec la lévodopa.®* Ces trois composés et leurs dérivés appartiennent a la famille
des 8-(E)-styrylxanthines. Toutefois, des précautions sont nécessaires car ces dérivés s'isomérisent en
solution, produisant un mélange d'isoméres (E) et (Z), l'isomére (Z) étant inactif.®* De plus, sous I'effet de
la lumiére, les styrylxanthines peuvent se dimériser a I'état solide via une cycloaddition [2+2] sur la double
liaison. Il est donc important de les stocker a I'abri de la lumiére. De plus, ces dérivés présentent une faible

solubilité. Pour surmonter ces limitations, d'autres structures, « non xanthines-like », ont été développées.

2. Les dérivés « non xanthines-like »
De nouveaux antagonistes du récepteur A;a « non xanthines-like » ont été mis au point, présentant des

structures a base de mono-, di- ou tri-hétérocycles.

1.1. Antagonistes tricycliques
La principale famille de composés tricycliques antagonistes du récepteur Axx est celle des pyrazolo[4,3-
e][1,2,4]triazolo[1,5-c]pyrimidines (PTP). Le dérivé CGS-15943 est considéré comme le composé parent de

cette famille (Figure 17).2° Bien qu'il présente une affinité nanomolaire pour le récepteur Az, sa sélectivité
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envers les autres récepteurs a I'adénosine est faible, ce qui en fait un point de départ intéressant pour une
optimisation plus approfondie. Les modulations réalisées sur ce composé ont conduit a I'identification de
la molécule SCH-58261.8% Ce composé a montré des résultats prometteurs dans un modéle de la MP, mais
il présentait une faible solubilité et une inactivité lorsqu'administré par voie orale. Cela n'a cependant pas
empéché l'utilisation de ce composé comme pharmacophore dans la conception de « radioligands », de
molécules pour l'imagerie de tomographie par émission de positons (TEP), ainsi que pour la synthése de
sondes fluorescentes via la substitution du groupement phényle par des substituants appropriés.®”28 SCH-
58261 présente également des effets anti-tumoraux dans divers modeéles de cancer.** Par exemple, son
utilisation a permis de réduire les métastases dans des cancers du sein et des mélanomes. En raison de ses

propriétés, il est aujourd'hui employé comme outil pharmacologique dans différents modeles tumoraux.
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Figure 17. Structures des antagonistes AaR de la famille des triazolopyrimidines.

Différentes pharmacomodulations ont été réalisées a partir du composé SCH-58261, dont certaines sont
représentées sur la Figure 16, a partir du pharmacophore triazolopyrimidine. L'ajout d'un groupement
aryl-pipérazine s'est révélé particulierement efficace pour améliorer la solubilité des composés, grace a sa

capacité a former des sels de chlorhydrate. Cette approche a conduit au développement du candidat

23



Introduction

clinigue préladenant, qui a montré une sélectivité 1600 fois supérieure pour le récepteur A vis-a-vis du
récepteur A1.2° De plus, ce dernier réverse la catalepsie induite par I'halopéridol de 77% dans des modeéles
de rats parkinsoniens, en plus d'étre actif par voie orale.®® Méme si ce composé a atteint les essais cliniques
de phase Il, les études ont été interrompues par manque d’efficacité de la molécule en monothérapie pour
le traitement de la MP. D'autres modifications apportées au composé SCH-58261 ont conduit au dérivé
SCH-412348, qui présente une bonne sélectivité et une activité anti-cataleptique relativement durable
chez le rat. Cependant, aucune de ces modulations, y compris celle-ci, n'a surpassé les résultats obtenus

avec le préladenant.

Plus récemment, des dérivés PTP ont été développés dans le domaine de I'oncologie par le groupe iTeos.*
Ce développement a permis l'identification d’'un antagoniste A.aR trés puissant, I'inupadénant. Cette
molécule démontre une bonne sélectivité pour le récepteur A,a, ne traverse pas la barriere hémato-
encéphalique (BHE) et inhibe ’AMPc dans le microenvironnement tumoral. Cela a conduit a une inhibition
de la croissance tumorale avec un taux de réponse complete et a induit une mémoire immunologique dans
le modéle murin EMT-6.%2 L'inupadénant est actuellement en essai clinique de phase Il afin d’évaluer son
efficacité et sa sécurité en association avec la chimiothérapie chez les adultes atteints de cancer du

poumon non a petites cellules métastatique ayant progressé aprés une immunothérapie.

Grace a un criblage réalisé par le groupe Janssen, une nouvelle famille de composés tricycliques, les aryles
indénopyrimidines, a été développée (Figure 18).%°* L'optimisation de ces composés a conduit a la
création d'antagonistes puissants a double affinité pour les récepteurs A;/Aza. C'est ainsi que le composé
JNJ-40255293 a été identifié. Cette molécule a démontré une activité in vivo, affichant ainsi un profil
pharmacocinétique prometteur chez la souris, le rat et le singe. Des études précliniques menées chez le
rat ont révélé que JNJ-40255293 améliorait les fonctions cognitives grace a son interaction avec le
récepteur A;, augmentait |'activité motrice par blocage du récepteur A.% Malgré des résultats
prometteurs, le développement de ce composé a été interrompu en raison de probléemes de toxicité

observés lors des études précliniques.

\N/\
k/N\"" 0/\

(o]
(_
4

(\

JNJ-40255293
K; (hA2aR) = 4.1 nM

Figure 18. Structures des antagonistes A;aR de la famille des indénopyrimidines.
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1.2. Antagonistes bicycliques
En raison de la faible solubilité et des difficultés de synthése des composés trihétérocycliques, le groupe
Zeneca a développé en 1995 un composé bicyclique triazolo-triazine, le ZM-24138, appartenant a la famille
des 1,2,4-triazolo[1,5-c]pyrimidines (Figure 19).°® Cette molécule est largement utilisée comme outil
pharmacologique et a permis d’obtenir la premiére structure co-cristallisée du récepteur A,a. Tout comme
le SCH-58261, le ZM-241385 est également utilisé en tant qu'outil pharmacologique dans divers modeles
de tumeurs.8%8! Afin d’optimiser ses propriétés en tant que candidat médicament, des modifications ont
été apportées afin d’améliorer sa biodisponibilité orale, sa capacité a traverser la BHE et son efficacité in
vivo.’” Cependant, aucune de ces modifications n’a permis d’obtenir de nouveaux candidats médicament

a cause de faibles solubilités et de probléemes métaboliques persistants.
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Figure 19. Structures des antagonistes A;aR de la famille des 1,2,4-triazolo[1,5-c]pyrimidines.

De nombreux dérivés purines ont été développés en tant qu’antagonistes du récepteur A,a (Figure 20). La
présence d’'une amine libre et d’'un groupement furane ou 5-méthylfurane sur le noyau purine a permis
I'obtention de plusieurs molécules ayant une affinité nanomolaire. Une série de ces dérivés a été
développée par Vernalis, possédant un squelette 2-amino-6-furyl-9-carboxamide.®® Ces analogues ont
conduit a l'identification du vipadenant. Ce dernier a démontré une efficacité clinique lors des essais de
phase I/11, aussi bien en monothérapie qu’en combinaison avec la [évodopa pour le traitement de la MP.
Cependant, Vernalis et Biogen ont décidé de suspendre son développement au profit du composé
ciforadenant, en raison de problémes de toxicité observés lors des tests toxicologiques précliniques. Ce
composé de deuxieme génération a montré un profil pharmacocinétique et de sécurité prometteur lors
d’un essai de phase | chez des volontaires sains.”® Malheureusement, cet essai a été interrompu en raison
d'effets secondaires observés chez les volontaires sains. Cependant, le ciforadenant montre également
des propriétés anti-tumorales et est donc réévalué comme point de contréle immunitaire. Il est
actuellement étudié, que ce soit en monothérapie ou en combinaison, dans le cadre d'un essai de phase

Ib/Il visant a évaluer sa sécurité et sa tolérabilité dans les cancers avancés.”®’®
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Figure 20. Structures des antagonistes A24R de la famille des purines.

Les composés thiénopyrimidines et thiazolopyrimidines, possédant une structure tres similaire, se sont
également révélés étre de puissants antagonistes des AR (Figure 21). Grace a une approche de novo, les
laboratoires J&J ont identifié et développé une série de thiénopyrimidines ayant une activité antagoniste
AzaR.1° Ces composés démontrent une grande capacité a traverser la BHE et affichent une activité in vitro,
ainsi qu'une bonne efficacité dans l'inversion de la catalepsie induite par I'halopéridol chez les souris dans
des modeles parkinsoniens. Des modulations sur cette famille chimique réalisées par le groupe Vernalis a
permis d’identifier le composé VER-6623.1°! Cependant, ce composé présente une sélectivité modérée sur

AzaR vis-a-vis du récepteur A; et une biodisponibilité orale médiocre.
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Figure 21. Structures des antagonistes A,aR de la famille des thiénopyrimidines et thiazolopyrimidines.

D’autres composés bicycliques ont été développés et se sont révélés intéressants : les benzofuranes et les
benzothiazoles (Figure 22). Un criblage a haut débit réalisé par le groupe Kyowa Hakko a permis d'identifier
des composés benzofuraniques présentant une affinité subnanomolaire pour le récepteur A,a et une

inhibition allant jusqu’a 76% de la catalepsie avec un effet positif durable sur le handicap moteur et
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I'activité locomotrice dans un modéle animal parkinsonien.'? Certains composés présentent également

une bonne solubilité et une stabilité métabolique, ainsi qu'une sélectivité satisfaisante.
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Figure 22. Structures des antagonistes A4R de la famille des benzofuranes et des benzothiazoles.

Le squelette benzothiazole est également caractéristique de puissants antagonistes A,aR développés par
Roche dans plusieurs brevets.!® Le dérivé morpholine SYN115, également connu sous le nom de
tozadenant, est le membre le mieux caractérisé de cette classe de composés. Son profil pharmacologique
in vitro et in vivo, ainsi que ses propriétés pharmacocinétiques et son efficacité sur le syndrome
parkinsonien chez les animaux et les humains, ont été largement examinés. Le tozadenant a été évalué
dans deux essais de phase Il pour la MP, mais son développement a été suspendu en phase lll en raison
de septicémies liées 3 I'agranulocytose ayant entrainé la mort de cing patients.®? Malgré I'interruption de
cet essai clinique, de nouvelles études ont montré que le tozadenant avait un effet anti-tumoral en

inhibant la croissance de carcinome mammaire.'%

En 2018, le groupe Arcus a publié deux brevets sur la famille des composés quinazoliniques (Figure 23).1%
Ces composés se sont révélés efficaces dans le traitement du cancer en tant qu'antagonistes duaux des
récepteurs A.a et Az, avec des affinités subnanomolaires. Ces résultats soulignent l'intérét des

guinazolines en tant qu'antagonistes du récepteur Asa.
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Figure 23. Structures des antagonistes A,4R de la famille des quinazolines.

1.3. Antagonistes monocycliques
Les composés monocycliques de type pyrimidines et triazines (y compris leurs différents isomeres) se sont
révélés étre des antagonistes puissants du récepteur A,a (Figure 24).1%67% Des composés pyrimidiques ont
été développés par Palobiofarma, révélant ainsi une molécule tres prometteuse, le taminadenant, qui
présente une affinité de 12 nM pour le récepteur A;a. Ce composé est capable d'inverser les déficiences
motrices dans plusieurs modeles de troubles du mouvement chez le rat, notamment la catalepsie, les
tremblements et I'hémiparkinsonisme. Sur la base de ces résultats précliniques encourageants, un essai
clinique de phase | a été mené, validant ainsi la sécurité, la tolérabilité et le profil pharmacocinétique du
taminadenant chez des volontaires sains.’®® En plus de son effet sur les troubles liés a la MP, le
taminadenant réduit également la croissance tumorale dans des modéles de souris.''® Un essai clinique
de phase Il est actuellement en cours sur ce composé afin de valider son activité anti-tumorale chez des

patients atteints d’un cancer du sein.
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Figure 24. Structures des antagonistes AaR de la famille des pyrimidines.

Le groupe Arcus Biosciences a également développé des antagonistes AR de type pyrimidique, tels que
I’etrumadenant. Ce composé a montré des effets anti-tumoraux significatifs sur les modeles de mélanome
B16-F10 ou de tumeur AT3-OVA.” Lors d'une étude de phase |, les résultats ont montré que
I’etrumadenant, en combinaison avec la chimiothérapie, présentait des profils de sécurité et de
pharmacocinétique favorables, conduisant a une réponse tumorale et a une stabilisation de la maladie
chez les patients atteints de tumeurs avancées. Actuellement, sept essais de phase I/Il sur I'’etrumadenant
sont en cours de recrutement pour évaluer sa sécurité, sa tolérabilité et son utilisation en thérapie

combinée chez des patients atteints de divers cancers.

Concernant les dérivés triazines, plusieurs modulations ont permis d’obtenir le composé AZD4635.
Récemment, la structure co-cristallisée de I'AZD4635 a été résolue au sein du récepteur A (PDB : 6GT3).
L'AZD4635 se lie au récepteur avec une affinité de 1,7 nM et a montré une excellente sélectivité par
rapport aux autres récepteurs a I'adénosine. In vitro, ce composé a supprimé de fagon significative la
croissance tumorale en combinaison avec un point de controle immunitaire. Ce composé a été licencié a
AstraZeneca pour des essais cliniques en immuno-oncologie chez des patients atteints de tumeurs solides
avancées.*! Grace a son excellent profil pharmacocinétique, I'AZD4635 est actuellement évalué dans un
essai clinique de phase Il en combinaison avec une immunothérapie chez des patients atteints d'un cancer

de la prostate métastatique progressif.'!!

Enfin, au Japon, un nouvel antagoniste A;aR basé sur un noyau thiazole a récemment été développé pour

le traitement de la MP : le sipagladenant (Figure 25).1*2 En plus de son affinité subnanomolaire, ce
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composé se distingue par une grande sélectivité pour le récepteur Aa, bloguant non seulement la liaison
de I'adénosine, mais inhibant également I'activité constitutive de ce récepteur. Le sipagladenant a
démontré une activité antiparkinsonienne en monothérapie chez des primates atteints de la MP, sans
provoquer de dyskinésie, et s'est révélé plus efficace que I'istradefylline.'*3 Son efficacité et sa sécurité en
monothérapie ont ensuite été confirmées lors d'un essai clinique de phase lla chez des patients
parkinsoniens. Un essai de phase Ilb a également montré que le sipagladenant, utilisé en complément de
la lévodopa, offrait une efficacité notable avec un profil de sécurité acceptable, justifiant ainsi la poursuite
de son développement comme nouveau traitement contre la MP.?'* Ces résultats ravivent I'espoir pour

|'utilisation des antagonistes AR dans le traitement des maladies neurodégénératives.
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Figure 25. Structure du sipagladenant.

Comme nous avons pu le voir dans cette partie, de nombreuses molécules dotées d'une affinité
nanomolaire pour le récepteur A, ont déja été développées. Cependant, la majorité d'entre elles
rencontrent des problemes tels qu'une toxicité, un manque d'efficacité ou des limitations
pharmacocinétiques, notamment une faible solubilité, surtout dans les études liées aux MND. Notre défi
consiste donc a identifier des ligands offrant un équilibre optimal entre affinité, propriétés

pharmacocinétiques et caractéristiques physicochimiques.

Comme mentionné précédemment, le récepteur A peut former des hétérodimeéres avec le récepteur au
glutamate mGlus. Cibler ces hétérodimeéres représente une nouvelle stratégie thérapeutique
prometteuse, ce qui a motivé notre intérét pour le récepteur mGlus. En effet, il est désormais reconnu
gu'une approche multicible offre un avantage thérapeutique significatif dans le traitement des pathologies

multifactorielles comme les maladies neurodégénératives.
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V. Les récepteurs au glutamate

Les récepteurs au glutamate font partie de la famille des RCPG, et leur ligand endogéne est le glutamate.

1. Le glutamate
L'acide glutamique, appelé également glutamate sous sa forme anionique, est I'un des acides aminés non
. . . 115 . .
essentiels les plus présents dans la nature (Figure 26).*™ C’est un neurotransmetteur excitateur majeur

dans le SNCou il joue un réle essentiel dans la transmission des signaux entre les neurones.

(0] (0]
NH,

Figure 26. Structure de I’acide glutamique.

Actif dans environ un tiers des synapses du SNC, le glutamate joue un réle essentiel dans la maintenance
et la plasticité synaptiques (la capacité des connexions entre neurones a se renforcer ou a s'affaiblir).*2 ||
contribue a I'apprentissage et a la mémoire par des changements de |'efficacité synaptique dépendant de

|'utilisation et joue un réle dans la formation et la fonction du cytosquelette.

Le glutamate est principalement formé par une désamination oxydative de la glutamine, étant également
un acide aminé, par l'enzyme glutaminase (Figure 27).!'7 Cette réaction engendre la production
d’ammoniaque qui devra étre transporté vers les astrocytes afin d’étre éliminé. Le glutamate, quant a lui,

est ensuite stocké dans les vésicules des neurones glutaminergiques.

o o Glutaminase 0 0
HZNJ\/\(ILOH HOJJ\/\HLOH
NH, —\ NH,
Glutamine NH;3 Acide glutamique

Figure 27. Synthése de I'acide glutamique a partir de la glutamine.

Le glutamate exerce ses effets sur deux superfamilles de récepteurs : les récepteurs ionotropiques et les
récepteurs métabotropiques. Les récepteurs ionotropiques sont composés des récepteurs N-méthyl-D-
aspartate (NMDA), a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole propionate (AMPA) et les récepteurs
kainates. Les récepteurs métabotropiques du glutamate (mGlu) sont des récepteurs couplés aux protéines

G, comme les récepteurs a I'adénosine.
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Les récepteurs métabotropiques du glutamate sont au nombre de huit et sont classés en trois groupes

(Tableau 2). Ils se distinguent par leur homologie de séquence, leur localisation (pré- et/ou post-

synaptique), ainsi que par les voies de signalisation auxquelles ils sont associés.

118

Groupe Récepteur Localisation Voie de signalisation Pathologies associées
synaptique
Schizophrénie
GluR , . o
muiuf Gq dépression, bipolarité
Groupe | Post-svnaptique Stimulation PLC Schizophrénie,
mGIluRs ynaptiq Phosphorylation MAPK anxiété, maladie
d’Alzheimer, cancer
AiEte adi
MGIuR; G nxiéte, maladie de
. , Parkinson, épilepsie
, Inhibition adénylyl - —
Pré- et post- Schizophrénie,
Groupe Il ) cyclase s :
synaptique L . anxiété, maladie
mMGIluRs Activation canaux K , .
Inhibition canaux Ca?* d’Alzheimer,
dépression, AVC
Pré- -
mGIuR4 re- et I.OOSt Maladie de Parkinson
synaptique Gi
mGIluRe Post-synaptique Inhibition adénylyl Cancer de la prostate
Groupe llI Pré- - cyclase
up mGluR; re- et I.OOSt . .y . Schizophrénie, anxiété
synaptique Activation canaux K
mGIUR Pré-svnaptiaue Inhibition canaux Ca?* Maladie d’Alzheimer,
une ynaptiqu maladie de Parkinson

Tableau 2. Les différents récepteurs métabotropiques du glutamate.*®

Le récepteur mGlu; a été découvert en premier et isolé pour la premiere fois par clonage d’expression, en

1991.1% Le clonage des récepteurs mGlu suivants a donné lieu a une numérotation séquentielle et ces

derniers ont été classés en trois groupes.

= Lesrécepteurs dugroupe |, composé des récepteurs mGlu; et mGlus, sont principalement localisés

au niveau post-synaptique. lls sont couplés a des protéines de type G, et activent la phospholipase

C (Figure 28), ce qui entraine I'hydrolyse des phosphotinositides et la génération d'inositol 1,4,5-

trisphosphate (IPs) et de diacyl-glycérol (DAG). Cette voie classique conduit a la mobilisation du

calcium et a l'activation de la PKC. Cependant, ces récepteurs peuvent également moduler

d'autres voies de signalisation, y compris d'autres cascades en aval de Gq ainsi que des voies issues

de Gy, Gs, et d'autres molécules indépendantes des protéines G. Selon le type de cellule ou la

population neuronale, les récepteurs mGlu du groupe | peuvent activer une série d'effecteurs en

aval, y compris la phospholipase D, les voies des protéines kinases et les composants de la voie de
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la protéine kinase activée par les mitogénes/récepteur extracellulaire kinase (MAPK/ERK). La voie
MAPK/ERK est considérée comme particulierement importante pour la régulation de la plasticité

synaptique par les récepteurs mGlu du groupe |.
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Figure 28. Synapse glutamatergique (Benarroch E. E., 2008

Les récepteurs du groupe Il (mGlu; et mGlus) et du groupe Il (mGlus, mGlus, mGluz; et mGlus) sont
localisés au niveau pré- et post-synaptique. Contrairement aux récepteurs du groupe |, ils sont
couplés principalement aux protéines Gi,. Les récepteurs liés aux protéines Gi, sont
classiquement couplés a l'inhibition de I'adénylyl cyclase et régulent directement les canaux
ioniques et d'autres partenaires de signalisation en aval via la libération de sous-unités GPy.
Comme pour les récepteurs mGlu du groupe |, les récepteurs des groupes Il et Il sont également
couplés a d'autres voies de signalisation, y compris I'activation des voies MAPK et IP3, ce qui rend
encore plus complexes les mécanismes par lesquels ces récepteurs peuvent réguler la transmission

synaptique.

Intérét thérapeutique des récepteurs métabotropiques du glutamate

Du fait de leur grande diversité et leur distribution hétérogene, les récepteurs métabotropiques du

glutamate présentent un intérét thérapeutique majeur en raison de leur réle crucial dans la modulation

de la neurotransmission et de la plasticité synaptique. Le développement de nombreux ligands (agonistes,

antagonistes et modulateurs allostériques) a permis d’étudier et de prouver I'intérét thérapeutique de ces
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récepteurs dans le traitement de diverses pathologies. Un grand nombre d'études précliniques montrent
gu’ils sont impliqués dans divers processus pathologiques, notamment dans les troubles neurologiques et

psychiatriques.

Les composés qui antagonisent les récepteurs mGlu,, mGlus et/ou mGlus présentent des effets
biochimiques indiquant des effets antidépresseurs ainsi qu'une activité in vivo dans des modeéles animaux
prédictifs de I'efficacité antidépressive.'?? Les agonistes des récepteurs du groupe Il, mGlu, et mGlus, et
les antagonistes des récepteurs du groupe |, en particulier mGlus, ont montré une activité dans des
conditions de peur, d'anxiété ou de stress chez I'animal et/ou chez 'homme. Ces études indiquent que les
récepteurs métabotropiques du glutamate sont de nouvelles cibles intéressantes pour traiter les troubles
anxieux chez I'homme.'?® Des études animales et cliniques ont également montré que les agonistes des
récepteurs mGlu du groupe Il, mGIuR; et mGIuRs, sont efficaces dans le traitement des symptomes positifs
de la schizophrénie, et des études animales suggerent que les agonistes du mGIluRs pourraient fournir une
nouvelle approche pour le traitement de tous les principaux domaines de symptémes (positifs, négatifs et
cognitifs) de ce trouble. La découverte de modulateurs allostériques positifs hautement sélectifs du
mGIluR; et du mGluRs a montré des effets bénéfiques dans les modeles animaux qui prédisent I'efficacité

dans le traitement de la schizophrénie.'?*

Les récepteurs mGlus, mGlus et mGlus présentent également un intérét thérapeutique dans la MA. En
effet, ces derniers jouent un role dans le développement de la maladie et dans la neuroinflammation
associée.'® Ces mémes récepteurs interviennent également dans une autre maladie neurodégénérative,

la MP. Il a été montré que ces récepteurs jouent un rdle dans le contrdle de la motricité.'?®

Plus récemment, les récepteurs mGlu ont également montré un intérét thérapeutique dans le domaine de
la cancérologie.’?®1?” En effet, ces récepteurs sont les médiateurs prédominants de la signalisation

glutamatergique dans de nombreux cancers et modulent la croissance tumorale.

VI. Les récepteurs du glutamate mGlus

1. Voie biochimique
Le récepteur mGlus fait partie du sous-groupe | des récepteurs métabotropiques du glutamate. Il est
largement exprimé dans le SNC, notamment dans des régions comme le cortex cérébral, I'hippocampe, le
septum latéral, le striatum dorsal et le noyau accumbens, qui jouent un role clé dans la cognition, le
contréle moteur et les émotions.’?® Le récepteur mGlus est principalement localisé dans la partie post-

synaptique.
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Le récepteur mGlus est couplé a une protéine Gqq/11.1%° Lors de la liaison du glutamate au récepteur mGlus,
Gqq est activée par un échange de GDP contre GTP, ce qui entraine la dissociation de G, de I'hétérodimére
Ggy. La Gqq liée au GTP entraine |'activation de la PLC et la production d’IP; et de DAG, puis la mobilisation
du Ca?. Le calcium, en combinaison avec le DAG, entraine I'activation de la PKC, de la PLA2, de la MAPK et
la modulation des canaux ioniques. L'activation de cette voie de signalisation canonique est liée a divers
processus cellulaires, y compris la plasticité synaptique. Le récepteur mGlus se couple également a une
protéine Gs dans les cellules HEK293 et est lié a la formation d'AMPc dans les cellules LLCPK1 et les

ovocytes.
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Figure 29. Différentes voies de signalisation du récepteur mGlus (Sengmany K. et Gregory K. J.,
2016).'%°

En aval du couplage des protéines G, la stimulation agoniste des récepteurs mGlus entraine la
phosphorylation de ERK1/2 et de p38 MAPK. La phosphorylation ERK1/2 médiée par le récepteur mGlus
entraine l'activation de facteurs de transcription en aval, notamment Elk-1, la protéine de liaison de
I'élément de réponse a I'AMPc et c-Jun, qui régulent I'expression des genes impliqués dans la dépression

a long terme.

Le récepteur mGlus augmente également |'excitabilité neuronale et la plasticité synaptique par la
phosphorylation des récepteurs NMDA. L'activation des récepteurs mGlus dans les astrocytes déclenche

également un signal Ca?* qui se propage dans le réseau astrocytaire.
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2. Intérét thérapeutique des modulateurs allostériques négatifs mGIuRs
La littérature rapporte de plus en plus de modulateurs allostériques négatifs (NAMs) ciblant le récepteur
mGlus, actuellement en phase d'évaluation clinique pour diverses applications thérapeutiques. Ces
modulateurs sont étudiés pour traiter I'anxiété, la dépression, la schizophrénie, les MND et différents
cancers. Ces modulateurs allostériques ont été développés afin d'obtenir une meilleure sélectivité entre
les différents récepteurs mGlu. Contrairement aux ligands qui ciblent le site orthostérique, lesquels
permettent de distinguer entre différents groupes de récepteurs mGlu mais manquent de sélectivité au
sein d'un méme groupe, le ciblage du site allostérique offre une meilleure sélectivité entre les récepteurs

d’un méme groupe.!*

1.1.Maladies neurodégénératives

1.1.1. Maladie de Parkinson
Des études sur la riche distribution et des divers réles physiologiques du récepteur mGlus dans les
ganglions de la base, indiquent que ce récepteur jouerait un role clé dans le contréle moteur et pourrait
constituer une cible thérapeutique pour le traitement de la MP et des troubles apparentés.’3 En
conditions pathologiques, une augmentation des niveaux de récepteurs mGlus est observée dans le

striatum des patients parkinsoniens souffrant de complications motrices.

Depuis la synthése du premier NAM pour les récepteurs mGlus, le ligand MPEP (2-méthyl-6-
(phényléthynyl)pyridine), de nombreuses études précliniques ont exploré le réle de ce récepteur dans la
MP (Figure 30). Il a été montré que le blocage du récepteur par un NAM dans un modele de rat ayant le
syndrome parkinsonien permet d’inverser les déficits moteurs et d’inhiber les phases de dyskinésie.
L'administration chronique du MPEP améliore les déficits non moteurs, y compris la mémoire de travail et
la mémoire de reconnaissance. De plus, chez des singes, I'ajout du MPEP au traitement a la [évodopa réduit
I'intensité du score de dyskinésie sur un mois de traitement d’environ 70%.%*2 Le MPEP améliore également

I’effet anti-parkinsonien de la [évodopa.
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Figure 30. Structures de modulateurs allostériques négatifs du récepteur mGlus.

36



Introduction

Suite a une excellente efficacité thérapeutique dans des modéles animaux précliniques de parkinsonisme
plusieurs NAMs, dont le mavoglurant et le dipraglurant, ont atteint les essais cliniques de phase II/1ll, ce
qui a permis de valider leur effet antidyskinésique chez des patients atteints de la MP (NCT00582673 et
NCT01336088).1%

Le récepteur mGlus intervient également dans différents mécanismes de neurodégénérescence liés a la
MP. En effet, I'excés de glutamate et la surexpression des mGIuRs sont responsables de I'excitotoxicité,
qui contribue a la neurodégénérescence dans le striatum. Un potentiel effet neuroprotecteur des NAMs
du récepteur mGlus a été rapporté chez les primates atteints du syndrome parkinsonien. Les singes
atteints de la MP et traités chroniquement par la MTEP (3-((2-méthyl-4-thiazolyl)éthynyl)pyridine) (Figure

30), un NAM mGluRs, présentent une diminution de la toxicité au niveau neuronal.’3

Ces différentes études démontrent donc I'intérét thérapeutique des NAMs mGluRs dans le traitement de

la MP, qui agissent a la fois sur les symptomes et le développement de la maladie.

1.1.2. Maladie d’Alzheimer
Le récepteur mGlus semble jouer un réle important dans les conditions pathologiques, notamment
associées a la MA. En conditions pathologiques, le récepteur mGlus est surexprimé au niveau neuronal et
peut activer des voies de signalisation neurotoxiques, entrainant potentiellement la mort cellulaire. En
revanche, le blocage du récepteur se révele avoir des effets neuroprotecteurs.’®® Shrivastava et al.*® ont
rapporté un fort enrichissement des récepteurs mGlus sur les astrocytes réactifs entourant les plaques du
peptide AB, ce qui a conduit a une augmentation de la libération d'ATP. Cette observation renforce le
concept selon lequel le récepteur mGlus joue un réle majeur dans la neurodégénérescence médiée par le
peptide AB. Ainsi, le blocage du récepteur réduit également la neurotoxicité et la synaptotoxicité du
peptide amyloide in vitro, ainsi que les troubles mnésiques associés.'® Ce phénoméne a également été
observé in vivo chez des souris transgéniques surexprimant le peptide précurseur de I'amyloide, qui forme

par la suite le peptide AB.18

De plus, le récepteur mGlus interagit avec la principale phosphatase de Tau, PP2A, empéchant son

inactivation par phosphorylation et, de fait ralentissant I’hyperphosphorylation de Tau.!*®

Il a également été montré que le blocage de I'activité du récepteur mGlus par des NAMs inverse les déficits
d'apprentissage et de mémoire et favorisent la récupération des marqueurs synaptiques chez les souris

transgéniques mimant la MA.
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Le récepteur mGlus semble jouer un réle dans plusieurs aspects du développement de la MA, notamment
en lien avec les deux principales |ésions caractéristiques de cette pathologie : les pathologies amyloides et

Tau. Cela en fait une cible thérapeutique prometteuse pour le traitement de la maladie d'Alzheimer.

1.2.Cancers
Tout comme les récepteurs Az, les récepteurs mGlus seraient impliqués dans différents types de cancer.?®
L'expression de mGIuRs a été détectée dans les mélanocytes et les cellules de mélanome.* |Is peuvent
jouer un role dans le contréle de la prolifération des mélanocytes, mais leur toxicité potentielle peut
également contribuer a des dommages cellulaires dans des conditions pathologiques. Il a également été
démontré que la surexpression du récepteur mGlus pouvait transformer les mélanocytes en mélanomes

malins et une hyperactivation de la voie MAPK.

Le récepteur mGlus joue aussi un réle dans les cancers de la bouche. En effet, I'expression de mGluRs
augmente au cours de la progression de ces cancers, ce qui correspond a un taux de survie a 5 ans inférieur
a celui des patients atteints de cancers de la bouche sans expression de mGluRs.**! Le traitement par le
NAM MPEP diminue la formation de métastases et la migration des cellules tumorales HSC3, présentes

dans ce type de cancers.

L'expression du récepteur mGlus a été détectée dans les gliomes.'* Plus précisément, il a été montré que
ce récepteur était impliqué dans I'augmentation de la viabilité et de la prolifération des lignées cellulaires
de gliome dans des conditions hypoxiques, dues a une augmentation du taux de glutamate. Quatre types
différents de lignées cellulaires de gliomes humains ont été traités en conditions hypoxiques par un

antagoniste mGIuRs de référence, le MPEP, ce qui a permis de réduire la viabilité des cellules de gliome.

Ces différentes études montrent que les NAMs mGluRs jouent un réle dans diverses pathologies. De plus,
les modulateurs congus pour cibler le SNC peuvent également étre utilisés en cancérologie et présentent

un intérét thérapeutique dans ce domaine.

Les antagonistes du récepteur A et les modulateurs allostériques négatifs du récepteur mGlus semblent
étre impliqués dans des pathologies similaires, ce qui pourrait s'expliquer par le fait qu'ils forment des
hétérodiméres, comme mentionné précédemment. De plus, une synergie a été observée entre ces deux
récepteurs : l'inhibition de mGIuRs renforce celle de A;aR.>® C'est pourquoi nous avons concentré notre
attention sur ces deux récepteurs, avec l'objectif de développer des ligands duaux A;aR/mGluRs pour
traiter les MND. Il pourrait également étre envisageable d'appliquer cette stratégie aux cancers du

cerveau, tels que le gliome, voire a d'autres cancers périphériques.
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VII. Les modulateurs allostériques négatifs du récepteur mGlus

Les premieres stratégies de conception de médicaments ciblant le récepteur mGlus se sont principalement
concentrées sur de petites molécules capables d’entrer en compétition avec le glutamate au niveau du
site de liaison orthostérique. Cependant, en raison de la forte conservation de ce site au sein de la famille
des mGluR, il a été difficile d'obtenir une sélectivité satisfaisante entre les différents sous-types. De plus,
de nombreux ligands orthostériques, souvent dérivés du glutamate, présentent des profils
pharmacocinétiques inadéquats et une faible capacité a pénétrer la BHE. Plus récemment, I'intérét s'est
porté sur la conception et le développement de modulateurs allostériques, une approche alternative
prometteuse. En particulier, la création de petites molécules NAMs ciblant mGlus a suscité un vif

engouement dans la recherche sur les modulateurs allostériques.

1. Dérivés alcynes

La fonction alcyne a été largement employée dans les premiéres phases de développement des
modulateurs allostériques négatifs du récepteur mGlus. Cette classe chimique constitue ainsi une part
importante des composés ciblant ce récepteur.

Le MPEP a été I'un des premiers composés a agir en tant que NAM sélectif du récepteur mGlus (Figure 31).
Des études sur des modeles animaux ont montré ses effets neuroprotecteurs contre les crises épileptiques
chez les rats.2® |l a également démontré un effet bénéfique anti-dyskinétique chronique chez des singes
parkinsoniens, soutenant ainsi l'intérét thérapeutique des antagonistes du récepteur mGlus dans la MP.1%*
Cependant, le MPEP a présenté quelques inconvénients en tant que potentiel médicament. En effet, il
manque de sélectivité par rapport au récepteur au glutamate NMDA et il est peu soluble, ce qui peut poser
probléme lors des études in vivo dans le SNC. Le MPEP a églement montré des effets intéressants dans le
domaine de I'oncologie. En effet, il diminue la formation de métastases et la migration des cellules

tumorales HSC3, présentes dans ce type de cancers.

Bien que quelques recherches se poursuivent, le MPEP est principalement utilisé aujourd'hui comme outil
pharmacologique, notamment en tant que « radioligand » et permet de mieux comprendre le role du

récepteur mGlus au sein du SNC.

Des études de relations structure-activité (RSA) réalisées autour du MPEP ont permis l'identification du
MTEP développé par Merck.’* Ce composé est un NAM puissant et sélectif du récepteur mGlus, avec
moins d'effets hors cible que le MPEP. |l produit des effets in vivo similaires a ceux du MPEP, mais de fagon
plus efficace. Le MTEP est aussi principalement utilisé comme outil pharmacologique dans divers modeles

étudiant le récepteur mGlus.
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Figure 31. Structures des NAMs mGluRs de la famille des alcynes.

Dans un premier temps, la grande majorité de I'activité clinique des NAMs mGluRs s’est focalisée sur trois
composés : le dipraglurant, le mavoglurant et le basimglurant. Ces trois composés font partie de la

deuxiéme génération de NAMs ciblant le récepteur mGlus.

Le dipraglurant, développé par le groupe Addex pour traiter la dyskinésie induite par la |évodopa dans la
MP, a montré une efficacité contre les dyskinésies choréiques et dystoniques dans un modéle macaque
parkinsonien.'#® En 2016, les résultats d'un essai clinique de phase Ila ont démontré que le dipraglurant
était sdr et bien toléré lors de sa premiére administration chez des patients atteints de la MP.'¥ Son
efficacité a inverser la dyskinésie induite par la Iévodopa a justifié des études supplémentaires sur un plus
large panel de patients. Un essai clinique de phase Il a été lancé auprés de 140 patients souffrant de
dyskinésie induite par la Iévodopa. Cependant, I'étude a été interrompue en raison du ralentissement du

recrutement causé par la pandémie de COVID-19.

Novartis a réalisé plusieurs essais cliniques avec le NAM mGluRs, mavoglurant, chez des patients atteints
de troubles liés au glutamate. Une étude évaluant I'efficacité, la sécurité et la tolérance du mavoglurant
dans la prise en charge de la dyskinésie induite par la |évodopa a montré des résultats positifs, cohérents
avec ceux observés précédemment dans des études sur des singes parkinsoniens.*¥1% Cependant, des
études supplémentaires n'ont pas démontré une efficacité suffisante du mavoglurant, ce qui a conduit a
son abandon en tant que traitement pour la MP.2*° Un essai clinique de phase Il est actuellement menée

avec ce composé dans le trouble de I'usage de la cocaine.

Enfin, le basimglurant est un NAM mGIuRs puissant et sélectif. Des études précliniques avaient indiqué

des effets positifs de ce composé dans le traitement du syndrome de I'X fragile. Toutefois, les résultats
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d'un essai clinique de phase Il n'ont montré aucune amélioration par rapport au placebo pour le
basimglurant.’® Des résultats similaires ont été observés dans un essai clinique ol cette molécule était
utilisée en complément d’un traitement antidépresseur chez des patients atteints de trouble dépressif
majeur.’® Le basimglurant pourrait connaitre une nouvelle opportunité en tant que traitement pour les
maladies respiratoires. En effet, il a été repositionné cette année pour le traitement de la fibrose

pulmonaire idiopathique.>

Depuis quelques années, les composés de type alcyne sont de moins en moins développés. En effet, des
études sur les composés contenant des alcynes ont révélé un risque d'activation métabolique et
d'hépatotoxicité. Pfizer a également signalé des cas d'hyperplasie (augmentation anormale de la
production de cellules dans un tissu) de I'épithélium biliaire lors d'études toxicologiques avec un NAM
ciblant le récepteur mGlus. La détection de conjugués de glutathion sur ces composés a mis en évidence
la réactivité de ce dernier, liée a ces effets indésirables. Pour pallier ces problemes, d'autres NAMs sans

structure alcyne ont donc été développés.

2. Dérivés non alcynes
Le groupe AstraZeneca a réalisé des études RSA autour d’'un noyau oxadiazole, identifié par un criblage a
haut débit de la collection de composés de NPS Pharmaceutical. Ces études ont mené a l'identification du
composé AZD9272 (Figure 32).1>* Ce composé est trés affin pour le récepteur mGlus, sélectif et pénétre le
cerveau avec un temps de demi-vie assez long. L'AZD9272 était destiné a traiter la douleur, I'anxiété et le
reflux gastro-cesophagien. Un essai de phase | a été réalisé sur cette molécule afin d’étudier I'effet d'une
dose unique sur la douleur induite électriquement, la sensibilisation centrale et le déclenchement du
réflexe axonique chez des personnes saines.® Cependant, ’/AZD9212 n’a eu aucune efficacité contre la
douleur. Le composé est aujourd’hui utilisé en tant qu’outil pharmacologique, notamment en tant que
« radioligand ». Astrazeneca a également développé I’AZD2066, un composé ayant un noyau oxazole. Il
est sélectif, pénétrant dans le cerveau et actif contre les relaxations transitoires du sphincter inférieur de
I';esophage et les épisodes de reflux chez I'homme.®® AstraZeneca a signalé des effets indésirables
psychotiques graves chez une minorité de patients traités avec des composés de la méme famille que
I'AZD9272 et I'AZD2066. En conséquence, les études sur ces composés ont été arrétées, les disqualifiant

ainsi comme candidats pour un usage thérapeutique.
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Figure 32. Structures des NAMs mGluRs de la famille des oxazoles et oxadiazoles.

Le fénobam, un dérivé imidazole initialement développé dans les années 1970 comme anxiolytique non
benzodiazépinique avec un bon profil de sécurité potentiel, a été identifié en 2005 comme un antagoniste
puissant et non compétitif du mGluRs (Figure 33).%%7 Il a été développé pour le traitement du syndrome de
I'X fragile et de la douleur, et a également été étudié pour la MP.**® Dans des modeéles de dyskinésie induite
par la lévodopa chez le rat et le singe, le fénobam a démontré pour la premiére fois qu'il pouvait réduire
la sévérité maximale de la dyskinésie sans altérer I'effet anti-akinétique de la Iévodopa. Chez le singe, il a
montré une efficacité anti-dyskinétique supérieure a celle d'autres antagonistes du mGluRs testés. Il est
actuellement utilisé comme composé principal pour le développement de nouveaux NAMs du récepteur

mGlus et en tant que « radioligand ».

Fenobam
Kp (hmGIluR;) = 31 nM

Figure 33. Structure du NAM mGIuR; fenobam.

Le groupe Pfizer a étudié la famille des pyrazolopyrazines en tant que NAMs du récepteur mGlus (Figure
34).1° A partir d’un criblage & haut débit, la molécule PF-06297470 a été identifiée comme étant la
meilleure molécule avec un certain nombre d’avantages, notamment une excellente puissance et
sélectivitt mGIuRs et une pharmacocinétique favorable. Ces composés pyrazolopyrazines ont été
développés en vue d’étre utilisés pour le traitement de la dyskinésie induite par la lIévodopa. Le PF-
06297470 n’a pas atteint les phases cliniques en raison de la présence de lésions cutanées macroscopiques

dans une étude de toxicologie réglementaire de 90 jours chez le primate, avec des lésions cutanées

42



microscopiques

corrélatives

présentant des

caractéristiques

compatibles

avec

Introduction

une

réaction

d'hypersensibilité retardée de type IV.®® La molécule PF-06422913, appartenant aussi a la famille des

pyrazolopyrazines, a montré le méme type de lésions cutanées.
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Figure 34. Structures des NAMs mGIluR;s de la famille des pyrazolopyrazines.

Les recherches menées par le groupe Sumitomo Dainippon Pharma ont permis de découvrir que les
oxazolopipéridines et les oxazoloazépines agissent comme NAMs du récepteur mGlus (Figure 35).1% Des
études RSA ont été réalisées d’abord sur la famille des oxazolopipéridines, avec la synthése d'une vingtaine
de molécules dont certaines se sont révélées étre des NAMs mGluRs puissants. Des études
pharmacocinétiques ont également été conduites sur certains composés chez le rat, ou ils ont démontré
une biodisponibilité allant jusqu’a 80%. Pour améliorer I'affinité de ces composés, un groupement
méthylene a été ajouté, conduisant a la synthese d’oxazoloazépines. Ces composés ont démontré une
excellente puissance et sélectivité in vitro, une bonne pénétration cérébrale, ainsi qu'une forte occupation
des récepteurs chez les rongeurs. Cependant, bien qu'ils aient montré une biodisponibilité orale
acceptable chez ces derniers, leur demi-vie est courte, tant chez les rongeurs que chez les primates. Cette
limitation empéche leur efficacité dans les modeéles animaux de dyskinésie induite par la lévodopa,
constituant un obstacle a leur développement pour le traitement de la MP. En conséquence, les
oxazoloazépines ont récemment été repositionnées pour le traitement des lésions cérébrales a un stade

avancé.'®?
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Figure 35. Structures des NAMs mGluRs de la famille des oxazolopipéridines et des oxazoloazépines.

Grace a un criblage a haut débit, il a été découvert que les composés aryl éther benzamide possédaient
une activité sur le récepteur mGlus (Figure 36).1%% Le VU0409106 est un NAM puissant et sélectif du
récepteur mGlus, avec une bonne pénétration dans le SNC apres administration intrapéritonéale chez la
souris. Ce composé a montré une efficacité dans un modele d'anxiété par enfouissement de marbre chez
la souris, test particulierement sensible aux NAMs mGlus, et cette efficacité semble corrélée a son
exposition cérébrale. Cependant, peu de données supplémentaires sont disponibles, hormis son potentiel

intérét pour traiter I'obésité. %

R
VU0409106
IC5o (hMGIuRs) = 24 nM

R;=H, CHs, F, CI

L J

Figure 36. Structures des NAMs mGluRs de la famille des aryl éther benzamides.

Les pyrimidines et pyridines se sont également révélées étre des NAMs du récepteur mGlus. Heptares
Therapeutics a également développé une nouvelle série de NAMs mGIuRs, composée de cycles
aromatiques benzonitriles et hétéroaryles substitués, liés a un noyau central de pyrimidine ou de pyridine,
grace a une approche de découverte de médicaments basée sur les fragments et la structure (Figure 37).1°
Les études de RSA ont montré qu'un groupement chlore en position 3 du benzonitrile, ainsi qu'un cycle
pyrazol-1-yl ou 5-fluoropyridin-2-yl en position 6, amélioraient I'affinité. De plus, le noyau pyrimidine a
démontré une affinité supérieure a celle de ses analogues pyridiniques. Le composé HTL-14242 a été
identifié comme présentant une excellente affinité subnanomolaire pour le récepteur mGlus, ainsi qu'une
grande sélectivité par rapport aux autres récepteurs du glutamate. Cette molécule a été co-cristallisée
avec le récepteur mGlus (PDB : 5CGD). HTL-14242 posséde de bonnes caractéristiques pharmacocinétiques

chezle rat et le chien, démontre une activité in vivo dans un modele pertinent, et affiche un profil favorable
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dans une étude toxicologique a doses répétées chez le rat.’®® Ce composé a été sélectionné comme

candidat principal pour poursuivre son développement.
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Figure 37. Structures des NAMs mGluRs de la famille des pyridines et des pyrimidines, développés par
Heptares Therapeutics.

Comme nous avons pu le voir dans cette partie, de nombreux NAMs ciblant le récepteur mGlus ont déja
été développés. Cependant, beaucoup d'entre eux rencontrent des problémes tels qu'un manque
d'efficacité et/ou des limitations pharmacocinétiques ou provoquent des effets indésirables. Tout comme
pour les antagonistes du récepteur A;a, notre défi consiste donc a identifier des ligands offrant un équilibre
optimal entre affinité, propriétés pharmacocinétiques et caractéristiques physicochimiques. Le
développement de composés mixtes A;aR/mGIuRs possédant de bonnes propriétés physicochimiques et
pharmacocinétiques pourrait permettre d’obtenir des composés plus efficaces, notamment dans le

traitement des MND.

45



Travaux préliminaires et
objectifs

46



Travaux préliminaires et objectifs

Travaux préliminaires et objectifs
1. Point de départ du projet

Dans le but de concevoir et de synthétiser de nouveaux antagonistes originaux des récepteurs Aza, un
criblage virtuel a été réalisé au début de ce projet. Ce criblage a été mené par le Dr. Nicolas Renault (Institut
de Chimie Pharmaceutique Albert Lespagnol, Lille) lors des travaux de thése de Romain Duroux (2014-
2017).%7 La structure co-cristallisée du ligand triazine T4E (PDB: 3UZC) a servi de base a cette conception,
car elle présente une poche de liaison capable d'accueillir une plus grande diversité chimique par rapport
aux autres structures co-cristallisées. Ce criblage virtuel a été effectué a partir de 60 000 composés issus
de la Chimiotheque Nationale. En appliquant différents filtres préétablis (présence d'au moins un cycle
aromatique, éléments structuraux communs avec des antagonistes du AR, et faible poids moléculaire),
deux molécules « hit » ont été identifiées (Figure 38) : un composé quinazolinique (composé 1) et un
composé benzofuranique (composé 2). Apres évaluation in vitro, ces deux molécules ont montré une

affinité micromolaire pour les AzaR.

®

C W OO

Quinazoline Benzofurane
1 2
K; (hA;,R) =4 uM K, (hA,4R) = 10 uM

His250

Trp2a6
Figure 38. (A) Superposition de la pose docking sélectionnée du composé 1 (cyan) a la structure co-
cristallisée du composé triazine (rose) au sein du récepteur hAzaR. (B) Superposition de la pose docking

sélectionnée du composé 2 (cyan) a la structure co-cristallisée du composé triazine (rose) au sein du
récepteur hAzaR. (PDB : 3UZC)
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2. Composés benzofuraniques

Des études de modélisation moléculaire approfondies autour de la structure benzofuranique du composé
« hit » ont été menées lors de la thése de Raphaél Bolteau (2017-2020).1%8 Ces travaux ont été guidés par
le modele pharmacophorique des antagonistes des récepteurs A;a décrits dans la littérature et par la
structure co-cristallisée du ligand triazine TAE (PDB : 3UZC).1%%171 Grace a ces études, les positions et la
nature des pharmacomodulations possibles autour du composé « hit » ont été identifiées. Différents
groupements fonctionnels ont été apportés sur le noyau benzofuranique tels qu’une amine en position C3
pour augmenter I'affinité, un linker cétonique en position C2, une chaine propyl-amine en position C5 pour
améliorer la solubilité et un groupement phényle en position C7. Ces modulations ont conduit au

composé tétrasubstitué 3 présenté ci-dessous :

Phe168

A &

Composé 3

Figure 39. Superposition de la pose docking sélectionnée du composé 3 (cyan) a la structure co-
cristallisée du composé triazine (rose) au sein du récepteur A,a. (PDB : 3UZC)

A partir de la structure du composé 3, deux séries de molécules tri- et tétrasubstitués ont été envisagées

autour du noyau benzofuranique (Figure 40).
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K Série | / \ Série ll /

X = CO, CH,
NR;R, = amine tertiaire (morpholine, pipéridine, ..)

Figure 40. Séries benzofuraniques | et Il envisagées.

En raison de difficultés chimiques, les composés cibles des séries | et Il n'ont malheureusement pas pu étre
synthétisés. Toutefois, certains intermédiaires réactionnels ont pu étre évalués pour leur affinité envers le

récepteur hA,a, grace a un test de « radiobinding », lors d'un criblage a 10 uM (Tableau 3).

Structure hA24R Structure hA2.R
(%déplacement)? (%déplacement)?

B
" 0 \_& N.D. O ’«NH 23
(0]

11 HO 8

a5
O @

2 Pourcentage de déplacement spécifique du [*H]-ZM241385 & 10 uM.

Tableau 3. Pourcentage de déplacement spécifique du [*H]-ZM241385 a 10 uM des composés
benzofuraniques sur hAzaR.
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Malheureusement, ces premiers résultats préliminaires se sont avérés décevants, avec des constantes
d’inhibition (Ki) dépassant les 10 uM. De plus, des problemes de solubilité ont été rencontrés pour certains
composés (N.D.) lors des tests d’affinité. Les modulations apportées ne semblent donc pas adéquates afin
d’obtenir une affinité pour les récepteurs Aza. De plus, ces tests ont démontré le manque de solubilité de
ces composés, parametre qui fait défaut chez de nombreux antagonistes Aza. Il est donc nécessaire

d’apporter de nouvelles modulations sur les composés benzofuraniques et d’améliorer leur solubilité.

Le premier objectif de ma these était donc de réaliser de nouvelles modulations sur les composés
benzofuraniques afin d’obtenir des composés ayant une meilleure affinité et de réaliser des RSA autour
de ce noyau benzofuranique. Grace a la modélisation moléculaire, de nouvelles modulations ont été
envisagées en apportant différents groupements aromatiques en position C5 et différents groupements

comportant une liaison C=0 en position C2 (Figure 41).

Figure 41. Nouvelles modulations envisagées sur le noyau benzofuranique.

3. Composés quinazoliniques

Les recherches menées par Romain Duroux durant sa these sur le composé quinazolinique « hit » ont
permis d'effectuer des modifications structurales, basées sur la structure co-cristallisée du ligand triazine

167 Différentes

et sur le positionnement en docking du composé quinazolinique « hit ».
pharmacomodulations ont donc été effectuées. Dans un premier temps, le groupement phénylacétylene
a été substitué par un groupement phényle et une amine primaire en position C2 a été incorporée
permettant ainsi d’interagir par liaison hydrogéne avec I’Asn253. Ces deux modulations ont permis
d’identifier un composé chef de file 4 (Figure 42) tout en apportant un gain d’affinité important par rapport

au composé « hit » de départ (Ki (hA2aR) = 198 nM). De plus, ce composé est intéressant puisqu’il passe la

BHE sur un modele in vitro (Pr. Fabien Gosselet, LBHE — Lens).
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Pharmaco- Pharmaco-
modulatlons modulations
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Pharmaco-
modulations

—
1 4 5 6
« Hit » « Lead » Nouveau « Hit »
K, (hA,,R) = 4 uM K, (hA,,R) = 198 nM K, (hA,,R) = 89 nM K; (hA,,R) = 20 nM

Figure 42. Pharmacomodulations réalisées a partir du composé quinazolinique « hit » 1.

Grace au nouveau composé « lead » obtenu, de nouvelles modulations ont été réalisées sur les composés
quinazoliniques dans les travaux de thése de Raphaél Bolteau.'®® Dans un premier temps, des modulations
de plus faible impact stérique ont été réalisées en position C4 (Figure 43). Ces modulations ont consisté a
remplacer le groupement phényle par différents groupements aromatiques (2-furane, 2-thiophéne, p-
fluorophényle, ...). Une premiére série de nouvelles molécules a base de quinazoline a été synthétisée,
révélant que le groupement 2-furane améliore |'affinité pour le récepteur A;a, avec l'identification du

composé 5 (Ki (hA2aR) = 89 nM).

Ar

PN

N”  NH,

Série |

Ar = 2-furane, 2-thiophéne, p-fluorophényle, ...
Figure 43. Série | des composés quinazoliniques synthétisés.

Par la suite, de nouvelles modifications en positions C6 et C7 en utilisant des groupements a faible
encombrement stérique tels que le brome ou le méthyle. Une deuxiéme série chimique sur les composés

quinazolines a donc été synthétisée par Raphaél Bolteau lors de sa thése (Tableau 4).16®
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Ar
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7 N SNT N,

Série ll

R1 Ar Ki (hAZAR) (nM)a

6-Br Z\_ \0 20
6-CHs Z\_ 0\ 22

7-CHs F 141

7-CH; @ 40

3K; des composés déterminées par « radiobinding » (N=3) en compétition avec [3H]-ZM241385.

Tableau 4. Constantes d’inhibition des composés quinazoliniques de la série Il sur hAaR.

Ces modifications ont permis d'identifier un nouveau composé « hit », le composé 6, qui présente une
excellente affinité de 20 nM pour les récepteurs Axa. Ce composé posséde un groupement 2-furane en

position C4 et un groupement brome en position C6.

Des études cristallographiques ont été réalisées sur ce nouveau composé « hit » en collaboration avec
I'équipe du Pr. Vadim Cherezov (Département de Chimie — The Bridge Institute) de I'Université de
Californie du Sud a Los Angeles. Les travaux menés par le Dr. Benjamin Stauch et Anna Shiriaeva ont abouti
a l'obtention d'une nouvelle structure co-cristallisée des récepteur A;a avec le composé 6 (PDB : 8DU3),

avec une résolution de 2,5 A (Figure 44).
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Br

« Hit »
K, (hA,,R) =20 nM

Figure 44. Structure co-cristallisée et mode de liaison du composé 6.7 (PDB : 8DU3)

Comme nous pouvons l'observer sur la Figure 44, 'amine primaire en position C2 forme des liaisons
hydrogene avec I'Asn253 et le Glu256. Le furane établit une liaison hydrogéne avec I'Asn253 et interagit
par liaison hydrophobe avec le Trp246. Enfin, I'hétérocycle quinazoline interagit avec la Phel68 par
interaction m-stacking et avec I'Asn253 par liaison hydrogéene via son atome d'azote intracyclique en
position C3. Cette structure co-cristallisée a pu confirmer un nouveau mode de liaison des quinazolines
prédit par modélisation moléculaire. Grace a ces résultats, un premier article sur les composés
guinazoliniques, auquel j'ai contribué, a pu étre publié en 2022 dans le European Journal of Medicinal

Chemistry.Y’? (DOI : 10.1016/j.ejmech.2022.114620. Epub 2022 Jul 22)

A la suite de ces résultats, le second objectif de ma thése était d’explorer davantage les RSA autour des
quinazolines et d’améliorer la solubilité de ces composés tout en gardant une affinité de I'ordre du
nanomolaire. En effet, |la solubilité fait défaut a de nombreux antagonistes des récepteurs A, décrits dans
la littérature et aux composés synthétisés par Raphaél Bolteau.®® Obtenir des composés avec une forte
affinité et ayant une solubilité suffisante permettrait de les évaluer in vivo et de les valider dans plusieurs
modeles animaux, confirmant ainsi l'intérét thérapeutique de ces molécules. Grace a la modélisation
moléculaire, de nouvelles modulations ont été réalisées en position C6 et C7 afin d’explorer la poche
hydrophobe du récepteur et en position C2, en ajoutant des chalnes amines salifiables afin d’augmenter

la solubilité (Figure 45).
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Figure 45. Nouvelles modulations envisagées sur le noyau quinazolinique.

4. Ligands duaux A2aR/mGIuRs

Des premiers ligands duaux A>aR/mGIuRs ont été développés lors des travaux de thése de Raphaél
Bolteau.'®® Le noyau quinazolinique a été utilisé comme point de départ pour la conception de ces ligands
duaux, en particulier pour le composé 4 mentionné précédemment, dont la structure est illustrée ci-

dessous (Figure 46).

« Lead »

& K; (hA,,R) = 198 nM /

Figure 46. Structure du composé 4.

En effet, ce composé présente une affinité submicromolaire sur le récepteur Axx et posséde une structure
de petite taille, ce qui le rend facilement modulable. De plus, ce composé présente une ressemblance avec

certains modulateurs allostériques des récepteurs mGlus, notamment les pyrimidines.

Plusieurs composés possédant un noyau pyrimidine ont été décrits dans les travaux de Christopher J. A. et
al. (Figure 47) et ont montré d’excellentes affinités envers les récepteurs mGlus (K; (hmGluRs) = 0.5 nM).26¢
Ces études ont conduit a la co-cristallisation des deux composés illustrés sur la Figure 47 au sein du site

allostérique du récepteur mGlus.
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Cl CN

7 HTL-14242 4
K; (hmGIuR,) = 0.5 nM K; (hmGIuR,) = 0.5 nM K; (hA,,R) = 198 nM

— Motif commun

Figure 47. Structures des composés pyrimidiques.®®

En plus de leur ressemblance structurale, les composés pyrimidiques et le composé 4 ont montré par
modélisation moléculaire un mode de liaison quasi-similaire au sein du récepteur mGlus (Figure 48). Le

composé 4 interagirait principalement par interaction rt-stacking avec le Trp785 et par liaisons hydrogenes

’eu744 \“ IIe651!

|

avec la Ser654.

Cl CN

|
N ey
<
7 4
K, (hmGluR) = 0,5 nM K, (hA,,R) = 198 nM

Figure 48. Superposition de la pose docking sélectionnée du composé 4 (cyan) a la structure co-
cristallisée du composé 7 (rose) au sein du site allostérique du récepteur hmGluRs. (PDB : 5CGC)

Pour concevoir des ligands duaux A2aR/mGIuRs, une stratégie de ligands « fusionnés » a été développée a
partir des structures des composés quinazoliniques et pyrimidiques. Cette approche a conduit a la
conception et a la synthese de ligands appartenant a une nouvelle famille chimique : les 2-
aminopyrimidines (Figure 49). La fonction amine a été ajoutée en position C2 de la pyrimidine, car cette
fonction est présente chez de nombreux antagonistes A,aR et semble nécessaire pour obtenir une bonne
affinité pour ces récepteurs. L'ajout de cette amine pourrait conférer une affinité supplémentaire pour les

récepteurs Aa, en plus de celle pour les récepteurs mGlus.
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Le motif 2-aminopyrimidine est également présent dans la structure de I'’etrumadenant (Figure 15, p 20),
un antagoniste A;aR avec un excellent Kp de 1,4 nM, actuellement en phase Il pour le traitement du cancer
colorectal métastatique.” L’etrumadenant et les composés pyrimidiques ciblant mGluRs démontrent ainsi
que les composés 2-aminopyrimidiques possedent un réel potentiel thérapeutique en tant que ligands

duaux A2aR/MmGIuRs.

4 7
K; (hA,4R) = 198 nM Ligands duaux A,,R/mGIuR; K, (hmGluR;) = 0.5 nM
= Motif commun

A,+R vers mGIluR

Figure 49. Stratégie de ligands « fusionnés ».

Des premiers composés ont été synthétisés et évalués in vitro sur le récepteur mGlus au sein du
laboratoire, ce qui a permis d'identifier le composé « hit » 8 (Figure 50). Ce composé présente une affinité
micromolaire (a 10 uM) sur le récepteur mGlus tout en conservant une affinité submicromolaire sur le
récepteur A (Ki (hA2aR) = 774 nM). Ce composé apparait donc comme étant notre premier « hit »
multifonctionnel puisqu’il présente une affinité envers les deux récepteurs. De plus, il présente un mode

de liaison similaire aux deux composés de départ 4 et 7 au sein de chacun des deux récepteurs (Figure 51).

/ CN \

« Hit »
K; (hA,,R) = 774 nM

@épl. 410 uM (hmGluR;) = 4W

Figure 50. Structure du composé « hit » multifonctionnel.
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’Leu744 ) lls651 ! .

_His250

Figure 51. (A) Superposition de la pose docking sélectionnée du composé 8 (cyan) a la structure co-
cristallisée du composé 6 (rose) au sein du récepteur hA,4R. (PDB : 8DU3) (B) Superposition de la pose
docking sélectionnée du composé 8 (cyan) a la structure co-cristallisée du composé 7 (rose) au sein du

site allostérique du récepteur hmGluRs. (PDB : 5CGC)

Le concept de ligands mixtes ciblant les récepteurs A,a et mGlus a donc été prouvé pour la premiére fois
au sein de notre laboratoire avec 'obtention du composé mixte « hit ». A partir de la structure de cette
molécule, le troisieme objectif de ma thése était de développer de nouvelles molécules conservant une
affinité submicromolaire pour les récepteurs Axx et présentant également une affinité submicromolaire
voire nanomolaire pour les récepteurs mGlus. Un autre objectif était de mieux comprendre les relations
structure-activité des composés duaux pour les deux récepteurs A, et mGlus. Pour cela, deux familles de
composés ont été envisagées : les 2-aminopyrimidines afin de continuer les études sur ces composés et

les quinazolines.

/ R=F,CIl,CN, OMe\ / R=F, Cl, CN, OMe\

Figure 52. Nouvelles modulations envisagées pour les ligands duaux A;aR/mGIuRs.

Pour évaluer I'affinité des composés, une nouvelle méthode biophysique a dii étre développée et validée.

Par conséquent, ce nouvel objectif a été intégré a ma these, et plusieurs mois de travail ont été consacrés
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a sa réalisation. Enfin, le dernier objectif de cette these était de vérifier le pouvoir antagoniste de nos

meilleurs composés envers le récepteur Aza, grace a un test de fonctionnalité.
Ce manuscrit de thése sera ainsi composé de quatre chapitres :

= Le chapitre 1 décrira, dans une premiere partie, la mise en place et I'optimisation d’un test de
polarisation de fluorescence sur les récepteurs A;a afin de mesurer I'affinité des ligands AzaR, ainsi
que la synthese d’une sonde visant les récepteurs mGlus. Dans une seconde partie, le principe et

la validation d’un test de fonctionnalité sur les récepteurs Axa seront présentés.

= Les études réalisées sur les composés benzofuraniques seront présentées dans le chapitre 2. Dans
un premier temps, la conception et la synthése de ces ligands seront décrites. Dans un second

temps, les mesures d’affinités de ces composés seront exposées.

7

= Le chapitre 3 sera dédié a I'étude des composés quinazoliniques dérivés du composé « hit » 6.
Cette partie détaillera la conception, la synthese et I'évaluation pharmacologique de ces
composés. Les relations structure-activité basées sur les résultats obtenus seront également
discutées. Grace aux résultats obtenus, une nouvelle sonde fluorescente A;AR a été congue. La

synthése de cette sonde sera également décrite.

= Enfin, le chapitre 4 évoquera le développement de nouveaux ligands multifonctionnels visant A2aR
et mGluRs. La conception, la synthese et I'évaluation pharmacologique de ces composés seront

décrites dans ce chapitre.
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Chapitre 1 : Développement de tests par polarisation de fluorescence

Un des grands objectifs de ma thése était de déterminer I’affinité des composés synthétisés de maniére
rapide et efficace afin de réaliser des relations structure-activité et de concevoir de nouvelles molécules
en fonction des résultats obtenus. Malheureusement, la technique de mesure d’affinité, le
« radiobinding », déja développée auparavant n’a pu étre utilisée durant ma these. En effet, le compteur
a scintillation permettant la mesure de la radioactivité est tombé en panne au début de ma deuxiéme
année de thése. Cependant, cela m’a donné I'opportunité de développer et d’optimiser un nouveau test
d’affinité sur les récepteurs Aza, ce qui a constitué une partie essentielle de mes travaux de these.
L'ensemble des expériences de mesure d’affinité a été réalisé au sein de notre laboratoire, et j'ai eu la
chance d’étre aidée par le Dr. Séverine Ravez et le Dr. Sergio Hernandez-Tapia tout au long de la mise en

place et de I'optimisation de cette nouvelle méthode de mesure de I'affinité.

l. Mesure de I'affinité par polarisation de fluorescence

Initialement, I'affinité des antagonistes AR et des ligands duaux A>aR/mGIuRs était déterminée par un
test de « radiobinding ». Le « radiobinding » est une technique biochimique permettant de déterminer
I"affinité, c’est-a-dire la force avec laquelle un ligand va se lier a un récepteur grace a une expérience de
compétition entre un « radioligand » (molécule de référence marquée radioactivement) et notre composé

a tester (Figure 53).173174
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Figure 53. Principe du « radiobinding » et courbe dose-réponse théorique d'une expérience de
compétition entre un « radioligand » et un ligand non radiomarqué.

Malheureusement, le compteur a scintillation utilisé au sein de la plateforme de binding de la Faculté de
Pharmacie de Lille (Dr. Christophe Furman) n’est plus en service et aucun autre appareil en format plaque
96 puits n’est disponible dans la région de Lille. De surcroit, malgré le fait que cette technique biochimique
soit une méthode trés utilisée pour la mesure d’affinité, de plus en plus de laboratoires cherchent a
remplacer cette méthode par d’autres techniques biophysiques. En effet, le « radiobinding » présente

d’importants inconvénients en termes de co(t, de rentabilité et il devient difficile d’évacuer des déchets

60



Chapitre 1 : Développement de tests par polarisation de fluorescence

radioactifs.’”® Afin de pallier ces problémes et de mesurer I'affinité de nos composés, nous avons décidé
de mettre en place une nouvelle technique de mesure d’interactions ligand-récepteur au sein de notre
laboratoire. Différentes techniques biophysiques ont été développées ces derniéres années afin de
mesurer I'affinité d’un ligand sur un RCPG, telles que le FRET” (transfert d’énergie par résonnance de
fluorescence), la cytométrie® en flux ou encore la polarisation de fluorescence (FP).”® Nous avons choisi
de développer un test de FP car ce dernier a déja été décrit dans les travaux de Kecskés M. et al.'’® sur les
AR et leur a permis dobtenir des constantes d’inhibition similaires a celles obtenues en
« radiobinding » pour des agonistes et antagonistes A;aR de référence. Cette technique de mesure
présente également de nombreux avantages en comparaison du « radiobinding », comme décrit dans le
Tableau 5 ci-aprés. En effet, la FP permet la réalisation de tests dans de meilleures conditions en termes
de sécurité car 'emploi d’éléments radioactifs n’est pas nécessaire ainsi que leur élimination qui doit étre
réalisée avec précaution.'’” Contrairement aux fluorophores, la durée de conservation des « radioligands »
peut étre relativement courte, cela dépend de la demi-vie de I'isotope radioactif. Par exemple, le fluor-18
(*®F) a une demi-vie d'environ 110 minutes, il doit donc étre utilisé dans les heures qui suivent sa
fabrication.'’” Le tritium (3H), quant a lui, a une demi-vie de 12,3 ans, ce qui permet une utilisation plus
prolongée de plusieurs mois voire années.'’® Les « radioligands » peuvent également subir un phénoméne
de décomposition par auto-radiolyse.'”® L’auto-radiolyse est engendrée par I’émission de rayons émis par
le composé lui-méme. De plus, des étapes de filtration sont nécessaires pour réaliser de tels essais de
« radiobinding » et ceux-ci prennent du temps. En plus d’étre une technique moins colteuse et plus
sécurisée, la FP permet d’obtenir un test ayant une sensibilité, une précision et une spécificité comparable

a celle d’'un test de « radiobinding ».
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Criteres

« Radiobinding »

Polarisation de fluorescence

Sensibilité

Tres élevée grace au radioligand

Elevée, permet une détection
rapide

Précision et spécificité

Tres précise et spécifique

Tres précise et spécifique

Consommation
d’échantillons

Requiert de petites quantités

Requiert de petites quantités,
miniaturisation possible

Séparation des composants

Nécessité de séparer les
composants libres et liés

Pas de séparation nécessaire

Manipulation et sécurité

Nécessite des précautions et
une infrastructure adaptée aux
composés radioactifs

Ne nécessite pas de précautions
spéciales

Durée de vie des réactifs

Radioligands ont une durée de
vie limitée

Fluorophores ont une durée de
vie plus longue

Colt et logistique

Tres colteuse (plusieurs milliers
d’euros) et logistique complexe

Moins colteuse (quelques
centaines d’euros) et plus simple
a mettre en ceuvre

Sécurité et élimination

Nécessite une manipulation et
une élimination appropriée des

Pas de préoccupations
nécessaires de sécurité et

radioligands d’élimination

Vert : avantage, orange : avantage moyen, rouge : inconvénient

Tableau 5. Avantages et inconvénients de la FP par rapport au « radiobinding ».

De surcroit, la FP a également été développée sur d’autres RCPG tels que les récepteurs muscariniques
M3, les récepteurs a la sérotonine 5-HT,c ou encore les récepteurs de la neurotensine de type 1 (NTS1) afin
de réaliser des criblages a haut débit.’8%182 Ces travaux mettent en lumiére la possibilité de mettre en
place ce test également sur les mGIluRs, qui sont également des RCPG, malgré le fait que la FP ne soit pas

encore décrite sur ces récepteurs.

La FP présentant donc de nombreux avantages, nous avons décidé de mettre en place ce test de mesure
de I'affinité sur les récepteurs A,a, en s’inspirant des travaux de la littérature. Des essais de mise en place
de ce méme test sur les récepteurs mGlus ont également été envisagés. Nous avons pu démarrer
rapidement la mise en place du test car nous disposons d’un lecteur de plaques Clariostar Plus,

indispensable pour la mesure de la FP.

1. Principe de la polarisation de fluorescence

1.1.Polarisation et dépolarisation

La polarisation de fluorescence est une technique biophysique utilisée pour suivre les événements de
liaison dans les solutions, afin d’étudier les interactions biomoléculaires, notamment les interactions

ligand-récepteur, les liaisons protéines-protéines, et les interactions ADN-protéines.83718 L3 FP nécessite
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la présence d’un fluorophore, une molécule qui émet de la lumiere lorsqu’elle est excitée par une lumiére
d’une longueur d’onde spécifique. Elle repose sur la capacité de ce fluorophore a étre excité par la lumiére
polarisée et la capacité de rotation d’'une petite molécule liée a ce méme fluorophore durant son état
« excité ». Le degré de polarisation de fluorescence, défini par le taux de polarisation permet de mesurer
les changements d’orientation de I’émission de fluorescence apres excitation du fluorophore par une
lumiére polarisée. Ainsi, si une petite molécule fluorescente, est « libre », sa capacité de rotation dans le
milieu sera élevée, ce qui induira I'émission d’'une lumiére non polarisée et donc une dépolarisation de
I’émission de fluorescence (Figure 54). A contrario, si la petite molécule est liée a un complexe moléculaire
plus large comme une protéine ou un récepteur, sa capacité de rotation sera fortement réduite, et par
conséquent provoquera I’émission d’'une lumiére polarisée et donc une polarisation de I'émission de

fluorescence.

Petite @ m
molécule <
Filtre

Emission lumiére non polarisée
*-0- &

Excitation Excitation
lumineuse lumineuse
non polarisée polarisée m

Complexe large
Emission lumiére polarisée

Figure 54. Principe de la polarisation de fluorescence.
1.2.Mesure de la polarisation

La FP est mesurée en excitant I’échantillon avec une lumiére polarisée et en détectant l'intensité de la
lumiere fluorescente émise dans les directions paralléles et perpendiculaires par rapport a la direction de
la lumiere d’excitation. La polarisation, exprimée en unités de milli P, ou mP, est calculée a partir des
mesures des valeurs d’intensité de fluorescence paralléle (/para) et perpendiculaire (/perp) détectées par
rapport au sens de la lumiére d’excitation polarisée (Figure 55).1%* Le facteur G (G) est utilisé pour corriger
les effets des composants optiques tels que les filtres, les polariseurs et les monochromateurs, qui peuvent

influencer les valeurs de polarisation.
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Ipara — G(Iperp)

P =1000
m : Ipara + G(Iperp)

Figure 55. Formule mathématique permettant de déterminer la polarisation.'®

1.3.Expérience de compétition

Dans le but de mesurer |'affinité de composés grace au test de FP, il est nécessaire d’avoir une molécule
liée a un fluorophore, également appelée sonde. Comme expliqué précédemment, c’est la liaison de cette
sonde aux récepteurs qui va permettre de déterminer le taux de polarisation de la lumiére. Pour mesurer
I"affinité d’'un composé, une expérience de compétition est réalisée entre la sonde et ce méme composé.
Cette expérience est réalisée avec des concentrations croissantes de ligand a tester tout en maintenant
des concentrations fixes de sonde et de récepteurs. Plus le ligand testé sera affin pour le récepteur, plus il
déplacera le complexe sonde-récepteur et donc plus la lumiére émise sera dépolarisée. La différence de
polarisation entre ces deux états permettra de quantifier I'affinité de ce ligand pour le récepteur et ainsi
obtenir une constante d’inhibition. La constante d’inhibition correspond a la concentration a laquelle la
liaison spécifique de la sonde est réduite de 50%. Elle est déterminée a partir de I'’équation de Cheng et

Prusoff (Figure 56).1% Un K; plus faible indique une meilleure affinité du ligand testé pour le récepteur.

1Czq

e S |
14 [soé;de]

Figure 56. Equation de Cheng et Prusoff.!2¢

2. Mise en place du test de polarisation de fluorescence sur les récepteurs Aza
Comme mentionné précédemment, nous nous sommes inspirés des travaux réalisés par Kecskés M. et
al.'’® afin de mettre en place ce test. Dans ces travaux, les tests sont effectués en plaques 96 puits mais
nous avons décidé de réaliser nos tests en plaque 384 puits afin de miniaturiser le test. En effet, cela
permet de réduire la quantité des composants par dix et donc ainsi de réduire le co(t des tests. De plus,
la miniaturisation d’un test est tres utile pour réaliser des criblages de molécules. Afin de mettre en place
le test, différents facteurs ont été optimisés tels que le choix de la sonde, les concentrations en sonde et
en préparations membranaires utilisées ou encore le temps d’incubation. La mise en place et

I’optimisation du test de FP sur les récepteurs A,a seront décrites dans cette partie.
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2.1.Choix de la sonde fluorescente A,aR

Comme évoqué ci-dessus, il est nécessaire d’avoir une sonde pour mettre en place le test de FP.
Concernant les récepteurs Aza, nous avons débuté une collaboration avec le Dr. Kenneth A. Jacobson,
travaillant sur les A;aR au National Institute of Health, a Bethesda (Maryland, USA). En effet, plusieurs
sondes fluorescentes A;aR ont été synthétisées au sein de son laboratoire, dont une, MRS7416, ayant une
trés bonne affinité de 30 nM pour les récepteurs Az (Figure 57).% Cette collaboration nous a donc permis
d’utiliser MRS7416 comme sonde afin de mettre en place le test. Cette sonde s’inspire de celle synthétisée
par Kecskés M. et al.’®, MRS5346, ayant un affinité de 111 nM pour les récepteurs Aza. MRS5346 a été
développée a partir d’'un antagoniste sélectif de référence des AxaR, le SCH442416 (Ki (hA2aR) = 4,1 nM),
qui a ensuite été couplé, via un linker, a un AlexaFluor 488 (Aex. = 488 nm et Aem. = 519 nm), fluorophore
tres souvent utilisé en FP (Figure 57). Ce fluorophore présente des propriétés intéressantes en raison de
son temps de demi-vie de 4,1 ns. L'optimisation de la taille de la chaine carbonnée du linker par Duroux R.

et al.®® a permis I'obtention d’une sonde plus affine pour les récepteurs Az (Ki(hA24R) = 30 nM), MRS7416.

N \N o
— (o}
SUsag.
NN
N’N
H

MRS5346
K; (hA,4R) = 111 nM

Antagoniste A,,R : SCH442416
K;(hA;;R) = 4.1 nM

AlexaFluor 488
MRS7416

K; (hA,R) = 30.3 nM

Figure 57. Structures des sondes fluorescentes MRS5346 etMRS7416.%8176
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C’est donc cette sonde que nous avons utilisé pour réaliser tous nos tests de FP sur A;aR. La synthese du
composé MRS7416 a été réalisée au sein du laboratoire du Dr. K. A. Jacobson, comme décrit dans les

travaux de Duroux et al.%8

2.2.Détermination des concentrations en sonde et en membranes

La deuxiéme étape de mise en place du test était de déterminer les concentrations en sonde et en
préparations membranaires hA;aR optimales. En effet, les concentrations doivent étre adaptées au format
d’expérience en plaques 384 puits afin d’obtenir une amplitude de signal entre le 0 et 100% de polarisation
adéquat (40 a 50 mP). Pour des raisons pratiques et afin de gagner du temps, nous avons utilisé des
membranes purifiées surexprimant le récepteur humain A, auprées de Revvity (référence commerciale :
RBHA2AM400UA). Ces membranes sont préparées a partir de cellules HEK293. De plus, ces mémes

membranes étaient utilisées pour les tests de « radiobinding ».

Différentes concentrations de membranes et de sonde ont été testées, comme indiqué dans le Tableau 6.
Pour chaque test, une expérience de compétition avec un antagoniste de référence des AR, le ZM-

241385 (Ki (hA2aR) = 1,4 nM), a été réalisée.

[Membranes AzaR] (ng/pL) [Sonde] (nM) [ZM-241385] (uM)
0,2 1 0 a 10 (8 points)
0,2 3 0 a 10 (8 points)
0,4 5 0 a 10 (8 points)
0,2 10 0 a 10 (8 points)
0,4 10 0 a 10 (8 points)
0,8 10 0 a 10 (8 points)
0,2 20 0 a 10 (8 points)

Tableau 6. Différentes concentrations en membranes hA;AR et en sonde testées.

Les meilleurs résultats ont été obtenus avec une concentration de préparations membranaires de 0,8
pg/uL et une concentration de sonde de 10 nM. En effet, ces conditions ont permis d'obtenir une
amplitude de signal supérieure, avec une différence de 40 mP entre les polarités de fluorescence a 0% et
100%. De plus, le test de compétition avec le ZM-241385 a produit une courbe dose-réponse précise,
comme illustré sur la Figure 58, et a permis d’obtenir une constante d’inhibition de 3,0 nM. Cette valeur
est identique a celle obtenue en « radiobinding ». Les autres conditions expérimentales n'ont pas produit
de résultats aussi satisfaisants en raison de quantités insuffisantes de préparations membranaires et/ou

de sonde. En effet, une quantité de sonde trop faible ne permet pas de saturer tous les hAaR. En revanche,
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une quantité excessive de sonde empéchera le composé testé de déplacer completement le complexe

sonde-membrane, ce qui affectera les résultats d'affinité.

Courbe dose-réponse du ZM241385
100 =
H S )
NP2 E - 0.8 pg/ul. memb. +
O /)_@ s ‘ pg/pL memb.
HO N Ny o -1 10 nM sonde
e G 50
NH, °
]
© 0
ZM-241385 2
o4 * =
I I | 1
12 10 -8 6 -4
Log[ZM241385]

Figure 58. Courbe dose-réponse du ZM-241385 sur le récepteur hA;x a une concentration en
membranes hA;4R a 0,8 pg/pL et une concentration en sonde a 10 nM en N=1 (GraphPad Prism).

Lors de ces tests, nous avons constaté que les préparations membranaires de chez Revvity présentaient
un aspect trés visqueux et non homogéne, ce qui a fortement impacté les tests puisque nous avons
rencontré des difficultés a obtenir des résultats reproductibles. En effet, en polarisation de fluorescence,
un milieu non homogene peut altérer la trajectoire de la lumiére et donc donner des résultats incorrects.
De plus, ces préparations sont vendues en petites quantités (400 pL) et a un co(t élevé (1200 euros),

rendant difficile le test de toutes nos molécules.

Pour pallier ces problémes, nous avons décidé de produire nous-méme des membranes surexprimant les
récepteurs Aa. La culture cellulaire, réalisée par le Dr. Sergio Hernandez-Tapia au sein de notre
laboratoire, a été effectuée par transfection d’un plasmide ADORA2A sur des cellules HEK293T. La
concentration des préparations membranaires obtenues a été déterminée par un test de Bradford qui se
caractérise par un dosage colorimétrique, basé sur le changement d’absorbance et utilisé pour déterminer

la concentration de protéines en solution.’®” La concentration en membranes hA;aR obtenue est d’environ
9 pg/uL.

La suite des tests de polarisation de fluorescence a donc été réalisée avec ces nouvelles préparations
membranaires. La solution mere de ces membranes est ensuite diluée dans le tampon afin d’atteindre une

concentration finale dans le puits de 0,8 pg/uL.
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2.3.Détermination du Kp de la sonde sur les membranes hA;aR

Afin de déterminer les constantes d'inhibition de nos composés, il est nécessaire de connaitre la constante
de dissociation a I'équilibre (Kp) de la sonde utilisée. Pour cela, des expériences de cinétique ont été
réalisées afin de déterminer la constante de vitesse d’association k., et la constante de vitesse de
dissociation kos. Le rapport de ces deux constantes permet de calculer le Kp. Les conditions expérimentales

de ces deux expériences sont décrites ci-dessous, dans le Tableau 7.

Expérience kon Expérience ko
Membranes hA;\R 0,8 pug/uL 0,8 ug/uL

Sonde MRS7416 10 nM 10 nM
CGS-21680 (agoniste) / 10 um

Température et temps 30 °C, 15 min 30 °C, 30 min

d’incubation
Composition Tris-base 50 mM 50 mM
du tampon de MgCl, 10 mM 10 mM
binding pH 7,4 7,4

Tableau 7. Conditions expérimentales utilisées pour les expériences de kon et kost.

Dans un premier temps, I'expérience de cinétique de détermination du kon a été réalisée. Ce test nécessite
uniquement la présence de préparations membranaires et de sonde. Cette expérience permet d'observer
la formation du complexe membranes/sonde, comme illustré sur la Figure 59, avec une augmentation de
la polarisation de fluorescence au cours des premiéres minutes, suivie d'une stabilisation. Grace a la

courbe obtenue, une valeur de ko, de 66.10° M. min™! a été déterminée.

Expérience de cinétique de détermination du k,,

404

30

k., = 66357278 M min"’
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20+

mP

Minutes

Figure 59. Détermination de la constance d’association ko, de la sonde MRS7416 sur les membranes
hAAR en N=3 (GraphPad Prism).
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Dans un second temps, I'expérience de cinétique de détermination du ko a été réalisée. Dans le méme
puits utilisé pour déterminer le kon, un agoniste de référence, le CGS-21680, a été ajouté a une
concentration finale de 10 pM. Cela nous a permis d’observer la dissociation du complexe
membranes/sonde, comme illustré sur la Figure 60, avec une diminution de la polarisation de fluorescence
au cours des premieres minutes, suivie d'une stabilisation. Grace a la courbe obtenue, une valeur de ko
de 0,1446 min a été déterminée. Le rapport de ces deux valeurs de kon et koft, @ permis de déterminer une
valeur de Kp de 2,1 nM. Cette valeur a été utilisée pour les expériences de validation du test de polarisation

de fluorescence et pour I'ensemble des tests d’affinité réalisés sur nos composés.

Expérience de cinétique de détermination du Kq
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Figure 60. Détermination de la constance de dissociation ko de la sonde MRS7416 sur les membranes
hA;4R en présence de CGS-21680 a 10 uM en N=3 (GraphPad Prism).

Lors des expériences de cinétique d'association, nous avons observé que le complexe membranes/sonde
commengait a se dégrader aprés quinze minutes de réaction. En effet, a partir de ce moment-la, la
polarisation de fluorescence commence a diminuer. Nous avons donc décidé de réaliser des tests de
stabilité pour voir comment se comportaient les préparations membranaires au cours du temps. Pour cela,
nous avons repris exactement les mémes conditions que décrites précédemment pour la détermination
du kon. Différentes expériences ont été réalisées sur un méme aliquot de préparations membranaires. Cet
aliquot a été décongelé une premiere fois. Une partie a été maintenue sur glace toute la journée pour
suivre la cinétique a des intervalles de trois heures et demie, tandis qu'une autre partie a été recongelée,

puis décongelée une seconde fois afin d'observer |'effet de ce processus sur les membranes.

Comme le montre la Figure 61, I'intensité du signal de polarisation de fluorescence diminue au cours de la
journée. En effet, lors de la premiére mesure effectuée le matin, la valeur maximale de polarisation de

fluorescence atteint 60 mP, tandis que la mesure maximale prise sept heures plus tard avoisine les 40 mP.
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Il'y a donc un écart de 20 mP entre ces deux valeurs, ce qui correspond a un tiers du signal initial et est
donc non négligeable. De plus, nous avons remarqué qu'un cycle supplémentaire de
congélation/décongélation affecte les membranes de maniére similaire, entrainant une diminution de 20

mP du signal.

Expérience de cinétique de détermination de la stabilité des membranes

60 P
e NI
Man, — 8h45
3 40+ e — 12h15
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0 10 20 30

Minutes

Figure 61. Détermination de la stabilité des membranes hA;4R sur la journée en N=3 (GraphPad Prism).

Pour résoudre les problémes liés a la stabilité des préparations membranaires, nous avons décidé, pour
les prochains tests, de stocker les membranes en aliquots plus petits, 20 uL, quantité suffisante pour
réaliser une gamme de concentration d’un composé. Ces aliquots seront utilisés immédiatement aprés
décongélation et ne seront pas recongelés. Nous avons également décidé d'adopter un temps d'incubation
de dix minutes et de mesurer les valeurs a ce moment-la afin d'obtenir un signal optimal avant que les

membranes ne montrent des signes de dégradation.
2.4. Validation du test de polarisation de fluorescence sur les récepteurs Asa

Les conditions expérimentales optimales étant établies, la derniére étape pour mettre en place le test de
polarisation de fluorescence sur A;aR consiste a valider le test en mesurant I'affinité de composés de
référence. Deux composés ont été ainsi testés : le ZM-241385 et le composé 6, qui est un composé « hit »
sur ce projet, trés affin pour AzaR (Ki (hA2aR) = 20 nM), synthétisé et testé par « radiobinding » au
laboratoire. Les conditions utilisées pour ces tests d’affinité sont décrites dans le Tableau 8 ci-dessous. Les

tests ont été réalisés en triplicata expérimental.
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Conditions
Membranes hA,\R 0,8 ug/uL
Sonde MRS7416 10 nM

Composé a tester

ZM-241385 : 0-4 uM (9 points)
Composé 6 : 0-10 uM (8 points)

Température et temps 30 °C, 10 min
d’incubation
Composition Tris-base 50 mM
du tampon de MgCl, 10 mM
binding pH 7,4

Tableau 8. Conditions expérimentales utilisées pour les mesures d’affinités du ZM-241385 et du

composé 6.

Les tests sur le ZM-241385 ont permis d’obtenir des résultats précis, comme illustré sur la Figure 62. La

constante d’inhibition obtenue pour ce composé est de 3,0 nM, ce qui est en accord avec les valeurs de la

littérature et les résultats de « radiobinding », qui sont d'environ 1,4 nM. De plus, comme le montrent les

écarts-types sur la courbe, les résultats sont reproductibles.

ZM-241385
K; (hA,4R) = 1,4 nM (radiobinding)
K; (hA,,R) = 3,0 nM (FP)

Figure 62. Courbe dose-réponse du ZM-241385 sur le récepteur hA;x en N=3 (GraphPad Prism).
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De méme, pour le composé 6, les résultats sont cohérents avec ceux obtenus par « radiobinding », avec

une constante d'inhibition de 23 nM en polarisation de fluorescence contre 20 nM en « radiobinding »

(Figure 63). De plus, les résultats sont également reproductibles.
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Courbe dose-réponse du composé 6 (N=3)
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Figure 63. Courbe dose-réponse du composé 6 sur le récepteur hA;, en N=3 (GraphPad Prism).

Grace a ces résultats, le test de FP a été validé. Toutes les conditions expérimentales ont été optimisées
afin d’avoir un test totalement reproductible et fiable. Un test de mesure de I'affinité par polarisation de
fluorescence a donc été développé au sein de notre laboratoire. Nous avons ainsi pu tester I'ensemble de
nos composés afin de déterminer leur affinité et établir des RSA autour des AxaR. Les résultats de ces tests
d’affinité sur les composés synthétisés tout au long de ma thése seront présentés plus loin dans ce

manuscrit.

3. Mise en place du test de polarisation de fluorescence sur les récepteurs mGlus

3.1.Design et synthese d’une sonde fluorescente mGluRs

Concernant les récepteurs mGlus, la technique de polarisation de fluorescence n'a pas encore été
développée et aucune sonde adaptée n'a été synthétisée dans la littérature. Nous avons donc décidé de
concevoir une sonde spécifique a ces récepteurs et de la synthétiser au sein de notre laboratoire. Pour
cela, nous avons pris comme point de départ un dérivé du composé MTEP (Figure 64) qui est un

modulateur allostérique négatif trés connu et trés affin pour les mGIuRs (Ki (hmGluRs) = 16 nM).188

S S
_-—<\N \ —-—<\ ‘
N —— N X
S | SN N °<
=
N
MTEP
K; (hmGlug) =16 nM K, (hmGlug) = 49 nM

Figure 64. Structures de MTEP et de son dérivé.
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Dans les travaux de Qian M. et al.'®, un linker a été ajouté a I'analogue méthoxyphényle du MTEP afin de
concevoir des ligands duaux D,R/mGlusR (Figure 65). Cela démontre qu'il est possible d'ajouter un linker
a cette molécule tout en maintenant son affinité pour mGIuRs. Nous avons opté pour l'incorporation d'un
linker avec une chaine alkyle a quatre carbones, similaire a celle utilisée pour la sonde A;aR, MRS7416

(Figure 57, p. 70).

Motif D,R

Linker

K; (D,R-mGluR;) = 45 nM

Figure 65. Structure de la molécule duale D;R/mGIuRs.!®°

Pour le choix du fluorophore, nous avons opté pour la fluorescéine, qui est couramment utilisée dans les
tests de fluorescence. La synthése de la fluorescéine se réalise facilement en une seule étape,
contrairement a I’AlexaFluor 488 qui nécessite six étapes de synthése.’® De plus, la fluorescéine est
beaucoup plus accessible (< 100 €/g) que d'autres fluorophores comme I'AlexaFluor 488 (> 500 €/mg), tout
en conservant les mémes longueurs d'onde d'excitation et d'émission (Aex. = 490 nm et Aem. = 515 nm). La

structure de notre sonde est illustrée ci-dessous (Figure 66).

Linker

Fluorescéine
Figure 66. Structure de la sonde mGIuR;s envisagée.

Le schéma réactionnel de la synthese de cette sonde est décrit ci-dessous (Schéma 1) :
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Réactifs et conditions : a) chlorure de chloroacétyle (1.1 éq.), AICl; (1.4 éq.), DCM, 0-25 °C, 2 h; b)

thioacétamide (1.3 éq.), DMF, TA, 16 h; c) bromoacétate de méthyle (0.8 éq.), K,CO3 (3.0 éq.), acétone, TA,
16 h; d) Cul (0.1 éq.), EtsN (1.5 éq.), TBAF (1.1 éq.), Pd(PPhs3),Cl, (0.05 éqg.), DMF, 85 °C, 1 h; e)
putrescine/méthanol (1:9, v/v), TA, 16 h; f) fluorescéine (1.0 éq.), HOBt (1.2 éq.), EDCI (1.2 éq.), EtsN (3.2
éq.), DCM, 0-25 °C, 2 h.

Schéma 1. Schéma réactionnel conduisant a la synthése de la sonde 14.

La premiere étape de syntheése consiste a faire réagir le chlorure de chloroacétyle sur le
bis(triméthylsilyl)acétyléne afin d’obtenir le composé 9.1°1 Une cyclisation intramoléculaire est réalisée sur
ce dernier en présence de thioacétamide afin d’obtenir la molécule 10. Une réaction de type Sonogashira
a ensuite été réalisée entre les composés 10 et 11 en présence de TBAF afin de réaliser également la
déprotection in situ du groupement triméthylsilyle en vue d’obtenir le composé 12 avec un rendement de
45%.'%8 Le dérivé bromé 11 a également été synthétisé a partir du 3-bromophénol par action du
bromoacétate de méthyle. Ensuite, le composé 13 est obtenu par action de la putrescine sur le
composé 12. Enfin, la derniére étape de synthése est un couplage réalisé entre le composé 13 et la

fluorescéine, afin d’obtenir la sonde 14 ciblant les récepteurs mGlus.**?

Nous avons également réalisé la synthese de la fluorescéine par nos propres moyens. Cette synthése est
simple et ne nécessite qu'une seule étape. La réaction entre le résorcinol et I'anhydride phtalique se fait
généralement en présence de ZnCl, ou d'acide méthanesulfonique.’®® Nous avons choisi d'utiliser I'acide
méthanesulfonique, car il permet d'obtenir de meilleurs rendements en jouant a la fois le réle d'acide de
Lewis et de solvant. La fluorescéine (composé 15) a ainsi été obtenue avec un rendement excellent de

98%. (Schéma 2).
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HO o o
P A
HO OH Z
T O e :
MsOH, N,, 85 °C, 2 h
(o

(o] 98%

2.0 éq. 1.0 éq.
15

Schéma 2. Syntheése de la fluorescéine.

Le mécanisme de cette réaction étant complexe, celui-ci est décrit sur la Figure 67.'° La réaction de
condensation entre le résorcinol et I'anhydride phtalique suit un mécanisme impliquant plusieurs
acylations successives de type Friedel-Crafts. Dans un premier temps, |'acide méthanesulfonique protonne
I'anhydride phtalique, augmentant ainsi I'électrophilie du carbone carbonylé. Le résorcinol attaque alors
ce carbone activé, provoquant l'ouverture du cycle anhydride et la formation d'un intermédiaire acylé.
Une seconde molécule de résorcinol réagit ensuite avec l'autre groupe carbonyle de cet intermédiaire,
aboutissant a un composé bis-acylé. Une cyclisation intramoléculaire s'opére ensuite, générant le noyau
xanthéne caractéristique de la fluorescéine. Enfin, une derniére étape de déshydratation permet d’obtenir

la fluorescéine.
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Figure 67. Mécanisme réactionnel de formation de la fluorescéine en présence d'acide méthane
sulfonique.’®*

3.2. Synthése de ligands de référence mGluRs

Afin de déterminer si la polarisation de fluorescence permet d'obtenir des valeurs de Ki comparables a
celles obtenues par « radiobinding », divers ligands mentionnés dans la littérature ont été synthétisés. Ces
composés appartiennent a la méme famille que le dérivé initial utilisé pour la sonde.'® La synthése de ces

composés a été effectuée a partir de la molécule 10 selon le méme protocole que décrit

précédemment (Schéma 3) :

£ £
N Br R a N\
Nj\ - O IR

Sl'\ 35-45%

10 (1,1 éq.)

16. Ry = Me K; (hmGIuR;) = 82 nM
17. R4 = OMe K; (hmGIuR;) = 49 nM
18. R4 = CN K; (hmGIluR;) = 0,94 nM

Réactifs et conditions : a) Cul (0.1 éq.), EtsN (1.5 éq.), TBAF (1.1 éq.), Pd(PPhs),Cl, (0.05 éq.), DMF, 85 °C, 1
h.

Schéma 3. Synthése des ligands mGluRs de référence.
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3.3. Tests de polarisation de fluorescence

La premiere étape dans le développement du test de FP consiste a réaliser une expérience de saturation
afin de déterminer la concentration de préparation membranaire a utiliser. Nous avons utilisé des
membranes purifiées surexprimant le récepteur humain hmGluRs auprés de Revvity (référence
commerciale : ES-555-M400UA) et préparées a partir de cellules CHO. Il est a noter que les tests sur mGIluRs
ont été effectués avant ceux sur A;aR. A ce moment-la, nous ne savions donc pas encore que ces

membranes n'étaient pas adaptées a la polarisation de fluorescence.

Des premiers résultats ont montré une augmentation de la FP en fonction de la concentration des
membranes, sans toutefois indiquer un déplacement significatif du complexe sonde-récepteur par le
MPEP. Lors d'une seconde expérience avec des concentrations membranaires plus élevées, les résultats
obtenus n'ont pas été concluants, avec des valeurs de FP trés faibles et aucune variation en fonction de la

concentration.

Ce probléme pourrait étre lié a la solution de préparations membranaires, qui est non homogene et
visqueuse, comme cela a été observé pour les préparations membranaires hA;aR de chez Revvity. En effet,
une solution non homogeéne peut interférer avec la polarisation de la lumiére, entrainant des signaux tres
faibles et incohérents. L'effet de concentration observé lors de la premiére expérience pourrait donc étre

simplement dd au hasard.

Il serait donc pertinent de produire également des préparations membranaires hmGluRs par nos propres
moyens, comme cela a été fait pour A,aR. De plus, ayant déja mis en place le test sur A;aR dans notre
laboratoire, nous connaissons maintenant les étapes a suivre pour optimiser ce test dans de bonnes
conditions. Cependant, il est important de noter que la mise en place et l'optimisation du test de
« radiobinding » pour les mGIuRs étaient beaucoup plus complexes et longues que pour AzaR. Il est possible

gue cela soit également vrai pour le test de polarisation de fluorescence.

Malheureusement, le manque de temps m'a empéché d’avancer davantage sur la mise en place du test
de polarisation de fluorescence sur les récepteurs mGlus.
Il. Etude fonctionnelle de ligands A2aR

Afin de vérifier si nos composés les plus affins pour A;aR sont effectivement des antagonistes, nous avons
mené des études de fonctionnalité. A cet effet, nous avons utilisé un test basé sur la mesure de ’AMPc

intracellulaire. Le principe et la validation de ce test sont détaillés ci-aprés.
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Chapitre 1 : Développement de tests par polarisation de fluorescence

1. Production de 'AMPc intracellulaire
Pour rappel, les récepteurs A.a modulent la production d'AMPc en se couplant a une protéine Gs
stimulatrice (Figure 2, p 3).2%7% Ainsi, un agoniste peut augmenter |'activité de I'adénylate cyclase, ce qui
entraine une augmentation de la production intracellulaire d'’AMPc. A l'inverse, un antagoniste peut
inhiber l'activité de l'adénylate cyclase, empéchant ainsi la production d'AMPc intracellulaire. La
guantification de I'AMPc intracellulaire est donc une méthode idéale pour déterminer |'effet fonctionnel
de divers ligands. Il est a noter que les antagonistes A2;aR mentionnés dans la littérature ne contiennent
pas de sucres dans leur structure. En effet, cette absence de sucres constitue la principale différence

structurale entre les agonistes et les antagonistes des récepteurs Aza.1%>1%

2. Tests de dosage de ’AMPc intracellulaire
Dans un premier temps, une lignée cellulaire stable de cellules HEK293 surexprimant les récepteurs Azaa
été établie par Mathilde Coevoet, pour la réalisation de ces tests. Ce processus a impliqué la transfection
des cellules HEK293 avec le plasmide hA;aR ADORA2A. Dans un second temps, nous avons utilisé le kit
commercialisé par Revvity LANCE Ultra cAMP Detection Kit (référence : TRF0262) pour mesurer I'AMPc
intracellulaire afin d'évaluer l'effet fonctionnel de nos composés. Cette méthode de dosage est
extrémement sensible et robuste. Le test fonctionnel repose sur un test TR-FRET basé sur une compétition
entre de I'AMPc marquée a l'europium et de I'AMPc non marquée, vis-a-vis d'anticorps anti-AMPc
marqués avec un fluorophore. Comme illustré sur la Figure 68, en I'absence d'AMPc libre, les anticorps
anti-AMPc marqués interagissent uniquement avec I'AMPc marquée a I'europium présente dans le milieu.
Cette absence d'AMPc libre est produite par le blocage de I'activation du récepteur par action d’un
composé antagoniste sur ce dernier. Grace a la technique biophysique TR-FRET, I'énergie émise par
I'europium excité a 340 nm est transférée aux fluorophores des anticorps anti-AMPc, qui émettent a 665
nm. En présence d'AMPc libre, il y a compétition entre I'AMPc libre et I'AMPc marquée a I'europium. La
présence d'AMPc libre est produite par I'activation du récepteur par action d’'un composé agoniste sur ce
dernier. Plus la concentration d'AMPc libre est élevée, plus le signal mesuré en TR-FRET sera faible. Il
convient de noter que I'étude d'un composé antagoniste doit étre réalisée en présence d'une
concentration fixe d'agoniste, généralement autour de I'ECgy de celui-ci (valeur préconisée par le

fournisseur).

78



Chapitre 1 : Développement de tests par polarisation de fluorescence

In the absence of free cAMP In the presence of free cCAMP
TR-FRET
Emission Excitation
RRET: 665 nm 320 or 340 nm

Excitation
320 or 340 nm N S C; i o FRET
. :) o
<ww Fluorescent
Fluorescent Emission ')
Emission 615 nm
D Free CAMP

Figure 68. Principe du dosage de ’AMPc par TR-FRET.**’

Afin de garantir la validité de ce test de fonctionnalité, deux molécules de référence ont été utilisées : le

CGS-21680 (agoniste, Figure 69) et le ZM-241385 (antagoniste, Figure 70).

Tout d'abord, le composé CGS-21680 a été testé. La courbe dose-réponse présentée dans la Figure 69
montre que cette molécule agit comme un agoniste des AzaR. En effet, a mesure que la concentration de
CGS-21680 augmente, la quantité d’AMPc augmente également. Un composé agoniste active le récepteur,

ce qui stimule la production d’AMPc, comme illustré ici.

Courbe dose-réponse du CGS21680
NH, (o]

P /\/@A)Lou 100 3
< lN’)\u | /J

OH ICso =8,1.10"M

ECgp = 4,6.10°°M

o]
% AMPc

OH HCI

CGS-21680 (Agoniste)
IC5o =810 nM 9 -8 7 6 5 4
ECgo=4,6 UM

Log[CGS21680], M

Figure 69. Courbe dose-réponse du CGS-21680 pour le dosage de 'AMPc en N=3.

Cette courbe a également permis de déterminer la concentration inhibitrice médiane (ICso) égale a 810
nM, ainsi que la concentration efficace a 80% (ECso) de 4,6 UM qui permettra de tester le pouvoir

antagoniste du ZM-241385 ainsi que celui de nos composés, comme évoqué précédemment.

Le composé ZM-241385 a donc été testé en présence de CGS-21680 a une concentration fixe de 4,5 uM.
La courbe dose-réponse présentée dans la Figure 70 montre que ce composé agit comme un antagoniste

des AzaR. En effet, a mesure que la concentration de ZM-241385 augmente, la quantité d’AMPc diminue.
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Un composé antagoniste bloque I'activation du récepteur, ce qui bloque également la production d’AMPc,

comme illustré ici. L'ICso obtenue pour le ZM-241385 est de 227 nM.

Courbe dose-réponse du ZM241385

100+

ICso= 227nM

N._N N o
\r/ = 4 | o
Y
HO’©/\/ Nﬁ/"'w)_(oj 2 50-
NH, =
ZM-241385 (Antagoniste) 0L T .

IC5, =227 NM T T T T 1

-9 -8 -7 -6 -5 -4

Log[ZM241385], M

Figure 70. Courbe dose-réponse du ZM-241385 pour le dosage de ’AMPc en présence de CGS-21680
(4,5 uM) en N=3.

Grace a ces résultats, le test de fonctionnalité par dosage de I'AMPc a été validé. Nous avons ainsi pu tester

I'ensemble de nos composés les plus affins pour vérifier leur caractére antagoniste. Les résultats de ces

tests seront présentés plus loin dans ce manuscrit.
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Chapitre 2 : La famille des benzofuranes

l. Conception de nouveaux composés benzofuraniques

Comme mentionné précédemment, les premiers composés benzofuraniques synthétisés dans ce projet
n'ont pas produit de résultats satisfaisants. En effet, leur affinité pour les récepteurs A;a dépasse 10 uM.
Un des objectifs de ma these était donc de développer des composés benzofuraniques plus affins pour les
AaR. Afin d’obtenir des composés plus affins et de préciser les relations structure-activité de la famille des
composés benzofuraniques, de nouvelles modulations ont été envisagées en position C2 et C5 du noyau
benzofurane. Pour cela, des études de modélisation moléculaire ont été réalisées avec I'aide du Dr.
Maxime Liberelle.
1. Modulations en position C5

Tout d'abord, des modifications ont été effectuées en position C5 pour explorer la partie supérieure du
récepteur. Divers groupements aromatiques ont été testés par modélisation moléculaire, et le
groupement furane a donné les meilleurs résultats. En effet, le furane pourrait établir une interaction
hydrophobe avec la poche hydrophobe constituée par lle66, Leul67, Leu267 et Tyr271. Par ailleurs, le
groupement furan-2-yl est fréquemment présent dans les structures des antagonistes du récepteur Aza
décrits dans la littérature et permet d’obtenir des ligands trés affins, comme mentionné précédemment

dans l'introduction.

2. Modulations en position C2
En ce qui concerne la position C2, nous avons décidé de remplacer le groupement benzoyle par des
groupements moins encombrants. Le groupement benzoyle avait été choisi pour son accessibilité
chimique et sa présence chez certains antagonistes AxaR. La présence d’un groupement cétonique semble
potentiellement renforcer I'interaction avec I'’Asn253, par liaison hydrogéne. C’'est pourquoi nous avons
choisi des groupements tels que le formamide et I'ester méthylique afin de garder cette liaison C=0 tout
en diminuant I'encombrement lié au phényle du benzoyle. La potentielle interaction hydrogene avec
I’Asn253 sera donc conservée, comme illustrée sur la Figure 71. Ces modulations seront réalisées sur le

dérivé benzofuranique comportant le groupement 2-furane en position C5.
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/) Glu169

Modulation du

;l 1 groupement benzoyle

7\ NH,
o} \_ZF
0 o—
Composé A Composé B

Figure 71. Superposition de la pose docking sélectionnée du composé A et du composé B (cyan) ala
structure co-cristallisée du composé 6 (rose) au sein du récepteur hAza. (PDB : 8DU3)

Deux séries de molécules ont donc été envisagées a partir de ces résultats (Figure 72). La synthése et

I’évaluation pharmacologique de ces composés seront donc décrites dans la suite de ce chapitre.

NH» 74 ‘ NH,

\° o {
o 0R1

Série | Série Il

R, = phényle, p-fluorophényle, R, = CN, CONH,, COOCH,, COOCH,CH,
2-furane, 3-furane

Figure 72. Structures des séries | et Il benzofuraniques.
Il. Syntheése des composés benzofuraniques

1. Synthése de la série |
Le schéma réactionnel pour la synthése du synthon clé benzofuranique a été établi lors de la thése de

Raphaél Bolteau et est décrit ci-dessous (Schéma 4).
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o N,OH
N N
Br\d a Br\©\)I b Bl’\(j\///o c Br. Z
—_— —_— —_—
oH 80% OH 99% oJ\ 85% OH
19 20 21
f
d
80% ‘ 80%
0

2

NH NH N
Br. fo) Br. o) Br. =
0 — e . W@f
-
(o]
© 80% Q 85% o
(o]
22

24 23

Réactifs et conditions : a) chlorhydrate d’hydroxylamine (1.2 éq.), K2COs (1.0 éq.), EtOH, reflux, 2 h; b)
anhydride acétique, reflux, 4 h; c) i) NaOH (2.0 éq.), H,0, 60 °C, 2 h ii) HCI; d) 2-bromoacétophénone (1.1
éq.), K,COs (1.0 éq.), acétone, TA, 4 h; e) K2COs5 (2.0 éq.), acétone, reflux, 16 h; f) 2- bromoacétophénone
(1.1 éq.), K,€C0O3 (3.0 éq.), DMF, 60 °C, 2 h; g) chlorure d’acétyle (3.0 éq.), pyridine (1.5 éq.), DCM, reflux, 2
h.

Schéma 4. Schéma réactionnel du synthon clé.

A partir du 5-bromo-2-hydroxybenzaldéhyde, disponible dans le commerce, I'aldoxime correspondante,
19, est formée par réaction de condensation avec le chlorhydrate d’hydroxylamine, au reflux de I'’éthanol,
avec un rendement de 80%. La déshydratation de cet aldoxime, au reflux de I'anhydride acétique, conduit
au cyanoester 20 avec un rendement quantitatif. Ensuite, une réaction de saponification, réalisée par
chauffage en milieu basique (NaOH), permet d’obtenir le phénol 21, avec un rendement de 85%. Le
composé 21 peut également étre obtenu en une seule étape a partir du 5-bromo-2-hydroxybenzaldéhyde.
Comme décrit dans les travaux de S. G. Lambert et al., cette réaction s’effectue en utilisant le chlorhydrate
d’hydroxylamine dans I'acide formique. 8 Il est & noter que ce composé 21 est également disponible dans
le commerce, mais nous avons choisi de le synthétiser car nous disposions des réactifs nécessaires a sa
production.

Une réaction d'O-alkylation est réalisée selon les conditions de I'éthérification de Williamson!®, en
utilisant la 2-bromoacétophénone en présence de K,COs dans I'acétone a température ambiante, ce qui
conduit a l'intermédiaire O-alkylé 22. En chauffant ce mélange au reflux de I'acétone avec un exces de
K2COs, une cyclisation intramoléculaire se produit, formant le composé benzofuranique 23 avec un
rendement de 85%. Il est a noter que le méme composé 23 peut également étre obtenu en utilisant la 2-
bromoacétophénone avec un excés de K,COs (3.0 éqg.) dans le DMF, chauffé a 60 °C. Ces conditions
expérimentales permettent une synthése plus rapide du composé 23 (2 heures) comparé aux conditions

utilisant I'acétone comme solvant (16 heures), tout en maintenant le méme rendement.
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Enfin, le synthon clé (composé 24) est obtenu selon une variante de la réaction de Schotten-Baumann2®,

une réaction trés souvent utilisée en chimie organique pour la formation d’amides, en présence de
chlorure d’acétyle et de pyridine dans le dichlorométhane au reflux, avec un rendement de 85%. Cette
réaction est réalisée afin de protéger I'amine et d’éviter d’éventuelles réactions secondaires lors des
réactions de type pallado-catalysées qui seront effectuées par la suite.

Apres avoir réalisé la synthese du synthon clé, un couplage pallado-catalysé de type Suzuki a été réalisé
afin d’apporter le groupement aromatique en position C5 du noyau benzofuranique.?®? En effet, les
couplages pallado-catalysés sont tres fréquemment utilisés dans le but de créer des liaisons carbone-
carbone. Le couplage est réalisé comme décrit dans le Schéma 5 et a permis d’obtenir les composés 25-

27.

(o] (o]

— —

NH NH
Br o) Ar (o]
o E o2
o O 55-65% lo] O

25. Ar = p-fluorophényle
26. Ar = phényle
27. Ar = 3-furane

24

Réactifs et conditions : Acide boronique (2.25 éq.), Cs,COs (4.5 éq.), bromure de tétrabutylammonium
(0.11 éq.), Pd(PPh3)4 (0.05 ég.), dioxane/eau, 100 °C, 16 h.

Schéma 5. Schéma de synthése des composés 25-27 par couplage de Suzuki.

Des couplages de Suzuki ont été réalisés afin d’apporter les différents groupements aromatiques en
position C5 du cycle benzofuranique. Cette réaction est fréquemment utilisée pour former une liaison
carbone-carbone entre un halogénure organique et un acide boronique, en présence de complexes de
palladium.?® Le couplage est souvent réalisé avec des bromures d’aryle car plus réactifs que les chlorures
correspondants. Cette réaction permet ainsi la possibilité de synthétiser de nombreuses molécules,
souvent difficiles & obtenir par les méthodes conventionnelles de la chimie organique.?®® Les acides
boroniques présentent un avantage car ils sont peu toxiques et leurs sous-produits, les borates, sont faciles
a éliminer. Cette méthode trouve donc de nombreuses applications dans la synthése de produits
pharmaceutiques.

Le couplage pallado-catalysé de type Suzuki, a été effectué en faisant réagir l'acide boronique
correspondant au groupement aromatique souhaité en présence du
tétrakis(triphénylphosphine)palladium(0) (Pd(PPhs)s) comme catalyseur, avec de rendements de 50 a 65%.
Le bromure de tétrabutylammonium a été utilisé en tant que catalyseur de transfert de phase afin

d’améliorer |'efficacité de la réaction.
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La synthése du catalyseur tétrakis(triphénylphosphine)palladium(0) a également été effectuée au

laboratoire (Schéma 6).

PdCl,

70% @

28

Réactifs et conditions : a) i) PPhs (2.0 éq.), DMSO, 150 °C, 1 h puis 130 °C; ii) hydrazine monohydrate (2.5
éq.).

Schéma 6. Synthése du tétrakis(triphénylphosphine)palladium(0).

Le tétrakis(triphénylphosphine)palladium(0) est synthétisé a partir de dichlorure de palladium et de
triphénylphosphine dans le DMSO, sous atmosphére inerte. La molécule PdCly(PPhs), formée subit ensuite
une réduction par I'ajout d'hydrazine monohydrate.?®* Cette réaction entraine ainsi la formation d'un
précipité jaune, le tétrakis(triphénylphosphine)palladium(0), qui est filtré sous un courant d'azote, puis
lavé avec de I'éthanol absolu et de I'éther diéthylique. Ce procédé permet d'obtenir le composé désiré 28
avec un rendement de 70%.

Remarque : Le couplage de Suzuki peut également étre réalisé en utilisant 'acétate de palladium comme
catalyseur et la triphénylphosphine comme ligand. En effet, un essai a permis d’obtenir le composé 25
avec un rendement de 60%. Ainsi, les deux conditions expérimentales sont équivalentes.

Ce méme couplage a également été tenté sur le composé 24 avec l'acide 2-furane boronique pour
incorporer le groupement 2-furane en position C5 du benzofurane. Cependant, aucune réaction
significative n'a été observée, ou elle s'est produite avec des rendements trés faibles (< 10%),
contrairement aux réactions effectuées avec d'autres acides boroniques.

Des investigations ont été menées pour comprendre les raisons du comportement distinct de I'acide 2-
furane boronique par rapport aux autres acides boroniques. Il a été démontré que dans un milieu
contenant de I'eau, une réaction de protodéboration se produit. Comme illustré dans le schéma ci-dessous
(Schéma 7), la vitesse de cette réaction de protodéboration est trés faible pour les composés aromatiques
sans hétéroatomes.?® En revanche, pour les hétérocycles tels que le furane et le thiophéne, la vitesse de
réaction est considérablement élevée. Cette réaction de protodéboration se déroule si rapidement que le
couplage de Suzuki ne peut avoir lieu, car I'acide boronique nécessaire n'est plus disponible dans le milieu
réactionnel. De plus, la position de I'acide boronique sur I'hétérocycle influence également la vitesse de

réaction de protodéboration : la position 2 accélere cette réaction plus que la position 3.
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Schéma 7. Schéma de réaction de protodéboration et vitesses relatives de composés aromatiques.?%

L'influence de la position de l'acide boronique sur I'nétérocycle a été confirmée : le composé 27,
comportant un groupement 3-furane, a été obtenu avec un bon rendement de 50 % en utilisant les mémes
conditions que pour les dérivés phényle et p-fluorophényle. La position de I’acide boronique joue donc
une grande importance dans les rendements de réactions pallado-catalysées.

Pour éviter cette réaction de protodéboration, il est préférable d’utiliser des conditions anhydres, des
esters boroniques ou encore des dérivés stanniques a la place des acides boroniques. Nous avons donc
décidé de réaliser un couplage pallado-catalysé de type Stille grace au tributyl(furan-2-yl)stannane
(Schéma 8). Le tétrakis(triphenylphosphine)palladium(0) a été utilisé comme catalyseur et ligand afin

d’obtenir le composé 29 avec un rendement acceptable de 39%.

Les dérivés stanniques sont donc une trés bonne alternative aux acides boroniques car ils permettent une
meilleure stabilité et de plus, sont moins colteux. Comme le couplage de Suzuki, le couplage de Stille
permet de créer des liaisons carbone-carbone, cette fois-ci entre un halogénure organique et un composé
organostannique.?’® Ce couplage est compatible avec de nombreux groupements fonctionnels, ce qui en
fait une méthode couramment utilisée pour la synthése de molécules complexes. Les organostannanes
sont relativement insensibles a I'humidité et a I'oxygene, permettant ainsi une meilleure stabilité que les
acides boroniques.??” Toutefois, le principal inconvénient du couplage de Stille est I'utilisation de composés
stanniques, souvent trés toxiques. De plus, I'élimination des dérivés stanniques formés au cours de la

réaction est difficile, ce qui peut poser probleme lors de la production de composés pharmaceutiques.
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Réactifs et conditions : a) Tributyl(furan-2-yl)stannane (1.1 éq.), Pd(PPhs)4 (0.04 éq.), dioxane, 100 °C, 16
h.

Schéma 8. Synthése du composé 29 par couplage de Stille.

Apres avoir réalisé la substitution de différents groupements aromatiques en position C5 du noyau
benzofurane, le groupement amine primaire en position C3 a été déprotégé (Schéma 9). La déprotection
est réalisée par hydrolyse basique de I'acétamide en présence de soude dans le méthanol, afin d’obtenir

les produits finaux désirés 30-33.

(o}

A

Ar. (0] a Ar. o
G ’ G
(o) Q 49-65% (o]

30. Ar = p-fluorophényle
31. Ar = phényle
32. Ar = 2-furane
33. Ar = 3-furane

25-27, 29

Réactifs et conditions : a) NaOH (2.5 éq.), méthanol, 60 °C, 12 h.

Schéma 9. Etape de déprotection de I’'amine primaire en position C3.

Les composés benzofuraniques de la série | ont ainsi pu étre synthétisés. Ces composés ont été testés pour
leur affinité sur les récepteurs A,a par polarisation de fluorescence. Les résultats de ces tests seront
détaillés un peu plus loin dans ce chapitre.
2. Synthése de la série ll

A la suite des résultats obtenus en modélisation moléculaire, nous avons décidé de concevoir une seconde
série chimique sur les benzofuranes en réalisant des modulations en position C2 avec des groupements
moins encombrants que le groupement benzoyle (Figure 73). Ces modifications ont été effectuées sur le
dérivé portant un groupement 2-furane en position C5, car, comme I'ont montré les structures des ligands
décrits dans la littérature et les études préliminaires menées sur les quinazolines, le groupement 2-furane

confere une bonne affinité pour le récepteur Aza.
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Figure 73. Structures des composés benzofuraniques de la série Il.

Le schéma réactionnel de ces composés suit le méme procédé que celui décrit pour les composés de la
série . Les trois premiéres étapes étant identiques a celles déja mentionnées, elles ne seront pas détaillées

a nouveau ici. La suite de la synthese est illustrée dans le Schéma 10 ci-dessous.

L
N NH, NH
Br. // a Br b Br.
+ Br\/R1 —°> \ R4 - N R4
OH 60-65% o 43-63% 0

21 34.R;=CN
35. Ry = COOCH,

38.R,;=CN
39.R, = COOCH,

36. Ry = COOCH,CH; 40. R; = COOCH,CH;

37. Ry = CONH,

42-45%
0
7 |\ NH, p 7 //(NH
° N R, ~—X— ° N\ Ry
o o
41.R;=CN

42.R, = COOCH,

Réactifs et conditions : a) R1CH2Br (1.1 éq.), K2COs5 (5.0 éq.), DMF, 80 °C, 2 h; b) chlorure d’acétyle (3.0 éq.),
pyridine (1.5 éq.), DCM, reflux, 2 h; c) tributyl(furan-2-yl)stannane (1.5 éq.), PPh; (0.04 éq.), Pd(OAc), (0.04
éq.), dioxane, 110 °C, 16 h; d) NaOH (2.5 éq.), méthanol, 60 °C.

Schéma 10. Schéma réactionnel pour la synthése des composés de la série Il.

Les composés 34-37 sont obtenus a partir du composé 21 par cyclisation intramoléculaire en présence du
dérivé bromé correspondant a la modulation souhaitée en position C2 et d’un excés de K,COs (5.0 éq.)
dans le DMF, avec des rendements de 60 a 65%. Cette réaction a également été réalisée en utilisant de
I'acétone comme solvant. Cependant, elle s'est déroulée plus lentement que I'essai réalisé lors de la

synthése de la série | et, méme apres plusieurs heures, on observe encore la présence de composé O-

89



Chapitre 2 : La famille des benzofuranes

alkylé non cyclisé en plus du composé cyclisé. Les composés 38-40 ont ensuite été obtenus grace a une
variante de la réaction de Schotten-Baumann, en présence de chlorure d’acétyle et de pyridine dans le
dichlorométhane sous reflux, avec des rendements de 70 a 80%. Une tentative de protection de I'amine
primaire en position C3 a également été effectuée en utilisant le Boc,O en présence de DMAP et de
triéthylamine dans le dichlorométhane a température ambiante. Cette méthode aurait permis d’éviter
une étape de déprotection en milieu basique et donc éviter la saponification des composés estérifiés en
position C2. Cependant, un mélange de composé de départ, de composé monoprotégé par le Boc et de
composé diprotégé par le Boc est obtenu lors de la réaction. Un exces de Boc,0 avait été ajouté dans le
milieu afin d’obtenir seulement le composé disubstitué mais malheureusement la réaction n’avancait plus.

Cette méthode n’a donc pas été utilisée pour la protection de I'amine primaire.

Une réaction de type Stille catalysée par le palladium a été réalisée sur les composés 38 et 39 en utilisant
le tributyl(furan-2-yl)stannane dans le dioxane a 100 °C. Le composé 41 a été obtenu avec un rendement
de 45% et le composé 42 avec un rendement de 42%. La derniére étape de la synthése consistait a
déprotéger I'amide en position C3 a l'aide de soude dans le méthanol. Malheureusement, cette étape a
échoué pour les deux composés. Pour le composé 41, le produit s'est dégradé au cours de la réaction. Pour
le composé 42, l'ester a subi une saponification, comme attendu, formant I'acide carboxylique

correspondant, tandis que la fonction amide n'a pas été hydrolysée.

Pour résoudre ces problémes de déprotection, une autre voie de synthése a été adoptée. Cette fois, la
réaction de Stille a été réalisée directement apres la cyclisation intramoléculaire, sans protéger I'amine
primaire en position C3 (Schéma 11). Ces conditions ont permis d'obtenir les composés désirés 43-46 avec
de plus faibles rendements mais sans dégradation et ont réduit le nombre d'étapes de synthese, ce qui a

également permis un gain de temps.

PPh; (0.1 éq.)

NH
NH, Pd(OAc), (0.1 éq.) 7 2
o \ ° \
N—r . + D—Sn(Bu)g, R,
o (Y Dioxane, 110 °C o
26-39%
34.R;=CN (1.5 éq.) ’ 43.R,=CN
35. R, = COOCH, 44.R, = COOCH,
36. R, = COOCH,CH, 45.R, = COOCH,CH,
37. R, = CONH, 46. R, = CONH,

Schéma 11. Nouvelle voie de synthése des composés de la série Il.
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Les composés benzofuraniques de la série Il ont ainsi pu étre synthétisés. Ces composés, tout comme ceux
de la série |, ont été testés pour leur affinité sur les récepteurs A,a par polarisation de fluorescence. Les

résultats sont décrits dans la partie ci-apres.

[l Evaluation pharmacologique des benzofuranes

Deux séries de composés benzofuraniques ont été synthétisées et évaluées pour leur affinité envers les
récepteurs Aza a l'aide de la polarisation de fluorescence. Un criblage a été effectué a une concentration

de 1 uM, et les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 9 ci-dessous.

Structure hA2:R Structure hA2sR
(%déplacement)? (%déplacement)?
a_ L
o]
O \ 35 40
SO
F
7\ NH;
37 o A2 56
e Jo-
T O
7\ NH, 7\ NH,
o] o]
o] O A 48 o} A 53
K& "N
g : NH, 7 NH,
o] 0
o] @ o NH,

2Pourcentage de déplacement de la sonde MRS7416 a 1 uM de composé.

Tableau 9. Pourcentage de déplacement de la sonde MRS7416 a 1 UM des composés benzofuraniques
de la série | et Il sur hAz4R (N=3).

Bien que les pourcentages d'inhibition soient légérement supérieurs a ceux obtenus dans la thése de
Raphaél Bolteau, ces résultats demeurent assez décevants. En effet, les pourcentages de déplacement
sont de I'ordre du micromolaire, indiquant qu'aucune réelle amélioration n'a été obtenue en réalisant ces
modulations en positions C2 et C5. Il faudrait refaire des études de modélisation moléculaire plus
approfondies afin de développer de nouveaux composés plus affins. La nature et/ou la position des
différentes fonctions chimiques étudiées ne semble pas étre favorables pour créer une interaction avec

les récepteurs Aza.
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l. Développement de nouveaux antagonistes AxaR quinazoliniques

Comme évoqué dans la partie travaux préliminaires de ce manuscrit, notre équipe a précédemment
identifié la 6-bromo-4-(furan-2-yl)quinazolin-2-amine 6 (Figure 74) comme un nouveau composé
guinazoline « hit » ayant une forte affinité pour le récepteur Aza (Ki (hA2aR) = 20 nM), comme décrit dans
R. Bolteau et al.}”? La structure co-cristallisée de ce composé nous a servi de point de départ et d’outil a la

conception de nouveaux ligands quinazoliniques.

Br.

« Hit »
K, (hA,4R) =20 nM

) Trp246

Figure 74. Structure co-cristallisée et mode de liaison du composé 6.172

1. Modulations en positions C4, C6 et C7 du composé « hit »

1.1.Conception par modélisation moléculaire

Des études de modélisation moléculaire ont été réalisées afin d’optimiser I'activité du composé « hit »

envers les récepteurs Aza.

=  Modulations en position C4

Le furane est un groupement connu pour sa faible stabilité chimique et également métabolique. Notre
premier objectif était donc d’éviter ce probleme d’instabilité en remplagant le groupement 2-furane en
position C4 du « hit » de départ. Les travaux de Raphaél Bolteau ont démontré que la 2-aminoquinazoline
non substituée avec un groupement p-fluorophényle en position C4 (Ki (hA2aR) = 80 nM) présente une
affinité comparable a celle de son analogue furanique (Ki (hA2aR) = 89 nM). De plus, ce groupement est
plus stable chimiquement.?® Nous avons donc décidé de moduler le 2-furane pour un groupement p-

fluorophényle sur le composé 6 afin de vérifier si ce groupement permet de maintenir une méme affinité
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sur les quinazolines substituées en position C6 ou C7. Un remplacement par un groupement phényle a
également été envisagé afin de comparer son effet par rapport au p-fluorophényle. Une subtitution du
furane par un groupement pyrazole a également été envisagé. En effet, grace a I'azote présent en position
2, ce groupement permettrait de garder l'interaction par liaison hydrogene avec I’Asn253 au sein du
récepteur, contrairement aux groupements p-fluorophényle et phényle, tout en augmentant la stabilité

de la molécule (Figure 75).

N\

N

-
N)\NHZ

Composé C

Trp‘;;;;‘ ) —
Figure 75. Superposition de la pose docking sélectionnée du composé quinazolinique C (cyan) a la
structure co-cristallisée du composé 6 (rose) au sein du récepteur hA.. (PDB : 8DU3)

=  Modulations en position C6 et C7

De nouvelles modulations ont également été envisagées en position C6 du cycle quinazoline, notamment
en remplagant I'atome de brome par un atome de chlore, de fluor, un groupement trifluorométhyle, nitrile
ou encore un groupement méthoxy. L’atome de brome ne créerait pas d’interactions essentielles avec le
récepteur et engendrerait des réactions secondaires notamment lors de I'incorporation du groupement
aromatique en position C4. Ces différents groupements, non réactifs, permettraient donc de faciliter la
synthése des composés tout en conservant le méme positionnement de la molécule au sein du récepteur
et en maintenant I'affinité du composé 6. Ces différentes modulations pourront également permettre de
comprendre davantage les relations structure-activité autour des composés quinazoliniques au sein du
récepteur A;a. Des modifications ont également été envisagées en position C7 du noyau quinazolinique.
L'objectif de ces modifications est d’explorer la poche hydrophobe constituée par Ala63, lle66, Val84 et

lle274, de comparer |'effet de la position des substituants sur I'affinité et de déterminer s'il existe une
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différence entre les positions C6 et C7. Des substituants tels que le brome, le méthyle et le chlore ont donc

été envisagés en position C7 afin de les comparer avec leur analogue C6.

Par la suite, la solubilité des composés les plus affins sera mesurée et de nouvelles modulations seront
envisagées afin d’améliorer leur solubilité. En effet, la solubilité fait défaut a de nombreux antagonistes

A,aR. Obtenir des composés solubles fait donc partie de nos objectifs.

A partir de ces études de modélisation moléculaire, une premiere série de molécules a été envisagée

(Figure 76). La synthése et I’évaluation pharmacologique de ces composés sont décrits ci-apres.

N

R
/)\NHZ

N

Sériel

R =Br, Cl, F, CN, CF;, CH;, OMe

Figure 76. Structure de la série | quinazolinique.

1.2.Synthése des composés de la série |

La synthése des composés quinazoliniques de la série | est décrite dans le Schéma 12, ci-dessous :

o o] cl
OH a NH b N
LT e Ol e
NH, 73-90% H (¢} 18-54% N7 cl
R4 =Br, CI, F, CH3, 47a-h 48a-h
OMe, CN, CF3 R, = Br, CI, F, CH;, OMe R, = Br, CI, F, CH3, OMe

18-83%
Ar Ar
NN d SN
Ry - Ry
Z 7
NJ\NHz 15-80% N)\Cl
50a-p 49a-p
R, = Br, Cl, F, CH;, OMe, R, = Br, Cl, F, CH3, OMe,
phényle, p-fluorophényle phényle, p-fluorophényle
Ar = furane, phényle, p-fluorophényle Ar = furane, phényle, p-fluorophényle

Réactifs et conditions : a) urée (10.0 éq.), 160 °C, 16 h; b) POCI; (10.0 éq.), 2,6-lutidine (1.0 éq.), reflux, 16
h; c) acide arylboronique (1.1 éq.), K2COs (2.0 éq.), PPhs (0.04 éq.), Pd(OAc); (0.02 éq.), dioxane/H,0, 40
°C, 16 h ou 2-(tri-n-butylstannyl)furane (1.0 éq.), PPh; (0.04 éq.), Pd(OAc), (0.02 éq.), dioxane, 40 °C, 16 h;
d) NHs (g), MeOH, reflux, 16 h ou i) 4-méthoxybenzylamine (2.0 éq.), DIPEA (2.5 éq.), dioxane, reflux, 16 h
ii) TFA, TA, 72 h.

Schéma 12. Schéma réactionnel conduisant a la synthése des composés de la série I.
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Le chauffage a fusion de I'urée en présence de I'acide anthranilique commercial convenablement substitué
conduit avec de trés bons rendements aux dérivés quinazolinediones correspondants 47a-h.?*® Concernant
la quinazolinedione substituée par un groupement nitrile en C6, le rendement obtenu est beaucoup plus
faible (46%) et, de plus, un produit secondaire dimérisé au niveau de I'acide carboxylique du composé de
départ est formé. Ensuite, pour le composé comportant le groupement CF3, la réaction a fusion entre 'urée
et I'acide anthranilique n’a pas permis d’obtenir le produit désiré, seuls le produit de départ et des produits
secondaires ont été obtenus. Un autre essai de synthése a été réalisé par action du cyanate de potassium
dans 'acide acétique.?®® Cette méthode a permis d’obtenir le produit désiré mais avec un rendement trés
faible de 9%. Cette difficulté de ces acides anthraniliques a réagir s’explique par le fait que le groupement
nitrile est 100 fois plus attracteur par effet inductif que le brome et le groupement CFs;, quant a lui, est
1000 fois plus attracteur.?%2!1 | 3 synthése de ces deux quinazolines, comportant un groupement nitrile
ou trifluorométhyle en position C6, a donc été arrétée en raison de la difficulté a obtenir des rendements

corrects des la premiere étape de la synthese.

A partir des quinazolinediones 47a-h, une réaction de chloration est réalisée au reflux de POCIs, avec la
présence de 2,6-lutidine dans le but d’obtenir les composés 2,4-dichloroquinazolines 48a-h.%'? Les
rendements obtenus pour ces composés ne sont pas trés élevés. L’hydrolyse de POCIs pourrait étre la
cause de ces rendements moyens. En effet, la présence d’eau dans une solution de POCI; conduit a la
formation d’acide phosphorique et d’acide chlorhydrique, empéchant ainsi la réaction de chloration de se

réaliser totalement.?3

Les composés 2,4-dichloroquinazolines ont été fonctionnalisés en position C4 grace a un couplage pallado-
catalysé de type Suzuki ou de type Stille pour les dérivés furaniques afin d’obtenir les composés 49a-p.2*
216 || est intéressant de noter qu’il existe une différence de réactivité notable entre le chlore en position
C2 et celui en position C4. En effet, la position C4 est plus réactive du fait d’'un encombrement électronique
important en position C2. Ce dernier est di a la présence de doublets non liants des atomes d’azote en
positions 1 et 3. Cette étape de synthese permet d’apporter une diversité structurale en position C4. Le
groupement 2-furane est incorporé par couplage de Stille et non de Suzuki car, comme décrit dans le
chapitre sur les benzofuranes, I'acide 2-furane boronique est beaucoup trop instable chimiquement,
contrairement a son analogue stannique. Les composés di-substitués 49i et 49j ont été obtenus en
ajoutant un exces d’acide boronique correspondant en présence de la 2,4-dichloroquinazoline bromée en

position C6.
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Enfin, les composés finaux 2-aminoquinazolines 50a-p ont été synthétisés soit directement par
substitution nucléophile dans un tube scellé avec une solution saturée d'ammoniac au reflux du
méthanol?Y, soit par I'introduction de 4-méthoxybenzylamine suivie d'une étape de débenzylation dans

le TFA. 28

Remargue : Au début de ma these, I'incorporation de I’'amine primaire en position C2 des quinazolines
était réalisée par substitution nucléophile du chlore par I'ammoniac gazeux dans le méthanol. Cependant,
de faibles rendements (=~ 10%) étaient obtenus avec ces conditions et, de plus, le méthanol réagissait avec
le chlore de la quinazoline conduisant ainsi a des composés comportant un méthoxy a la place de I'amine
primaire. C'est pour cela que nous avons décidé d’apporter I'amine protégée grace a la 4-
méthoxybenzylamine puis de déprotéger par action du TFA. Malgré le fait qu’il y ait une étape de synthése
en plus, les rendements sont meilleurs permettant ainsi d’obtenir davantage de produit. De plus, la 4-
méthoxybenzylamine est beaucoup plus accessible, moins dangereuse a utiliser et moins colteuse que

I"ammoniac gazeux. L'utilisation de la 4-méthoxybenzylamine est donc plus aisée.

Pour remplacer le furane par un cycle pyrazole, la 6-bromo-2,4-dichloroquinazoline 48a, un intermédiaire
clé, a été utilisée comme réactif de départ (Schéma 13). A partir de cette molécule, une réaction de
substitution nucléophile par action du 1H-pyrazole dans le dioxane a permis d'obtenir le composé 51 avec
un rendement de 81%. La deuxiéme étape impliquait également une réaction de substitution nucléophile,
cette fois avec de I'ammoniac gazeux dans de l'isopropanol. Malheureusement, le produit souhaité n'a pas
pu étre obtenu. En effet, le cycle pyrazole a été substitué par I'ammoniac, car cet hétérocycle est un
excellent groupement partant.?!® ’analyse par RMN a révélé la disparition des protons aromatiques du
pyrazole et l'apparition d'un singulet a 8,44 ppm, correspondant aux deux protons de I'amine primaire

(Figure 77).
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Figure 77. Spectre RMN 1H de la molécule obtenue lors de la substitution nucléophile du composé 51
avec I'ammoniac gazeux, dans le DMSO.
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La réaction réalisée dans du méthanol a 80 °C a conduit au méme résultat, avec en plus la formation d'un
composé disubstitué en positions C2 et C4 par un groupement méthoxy. Une tentative de substitution
avec de la 4-méthoxybenzylamine dans du dioxane a 110 °C a donné un mélange de composés mono et
disubstitués par I'amine, identifiés par LC-MS. La méme réaction effectuée a température ambiante et a0
°C n'a pas non plus été concluante, ne produisant qu'un mélange du produit de départ et du composé

monosubstitué en C4.
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Réactifs et conditions : a) 1H-pyrazole (1.2 éq), K,CO3 (2.0 éq.), dioxane, 60 °C, 16 h; b) NH; (g), isopropanol,
100 °C, 12 h; c) NHs (g), méthanol, 80 °C, 16 h; d) 4-méthoxybenzylamine (2.0 éq.), DIPEA (2.5 éq.), dioxane,
110 °C, 16 h.

Schéma 13. Essais de synthése de remplacement du 2-furane par un groupement pyrazole en position
C4 de la quinazoline.

Malheureusement, suite aux échecs obtenus, la substitution du furane par un pyrazole en position C4 n’est
pas possible dans notre cas. Il faudrait réessayer la synthése avec un hétérocycle différent du pyrazole
comportant un accepteur de liaison hydrogene, afin de garder la liaison hydrogene avec I'Asn253, tel qu’un

oxazole ou encore le 5-méthylfurane qui est beaucoup plus stable chimiquement que le furane.?20-22

1.3.Evaluation de I'affinité des composés de la série | et relations structure-activité

Les composés quinazoliniques de la série | ont ensuite été évalués pour leur affinité sur le récepteur Aza,
grace au test de polarisation de fluorescence. Les résultats obtenus sont reportés dans le Tableau 10, ci-

apres.
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NH,
Composé R Ar Ki hA2aR (nM)?
6 6-Br 2-furane 23+7
50a 6-Br Phényle 92+17
50b 6-Br p-fluorophényle 220+ 64
50c 6-CHs 2-furane 45+7
50d 6-CH; Phényle 83+4
50e 6-CHs p-fluorophényle 283 +74
50f 6-OMe 2-furane >10000
50g 6-F 2-furane >10000

50h 6-Cl 2-furane 28+8
50i 6-(p-fluorophényle) p-fluorophényle >10000
50j 6-phényle Phényle 318 £ 23
50k 7-Br 2-furane 28+9
50l 7-Br p-fluorophényle 150 + 27
50m 7-CHs 2-furane 52
50n 7-CH3 Phényle 45+ 6
500 7-CHs p-fluorophényle 73+9
50p 7-Cl 2-furane 201

2Les valeurs Kiont été déterminées a partir d'une analyse non linéaire des courbes de compétition utilisant
le MRS7416 comme sonde fluorescente et sont exprimées en moyenne + SEM de trois expériences
indépendantes, en duplicata.

Tableau 10. Modulations en positions C4, C6 et C7 du noyau quinazolinique.

A la lecture des résultats décrits dans le Tableau 10, nous avons pu établir de nouvelles relations structure-

activité et en tirer les conclusions suivantes :

=  Modulations en position C4

L'introduction d'un groupement 2-furane en position C4 de la quinazoline, par rapport a un groupement

phényle ou p-fluorophényle, a donné les meilleures affinités. Ces résultats confirment que le furane est le
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substituant hétérocyclique optimal pour les interactions hydrophobes aromatiques avec Trp246 et His250,

ainsi que pour compléter le réseau de liaison hydrogene entre I'oxygene du furane et Asn253.

=  Modulations en position C6

Des modifications en position C6 ont ensuite été effectuées. Le remplacement du brome par de petits
substituants, tels qu'un groupement méthyle ou chlore, a permis de maintenir I'affinité dans le méme
ordre de grandeur (50c, Ki (hA2aR) = 45 nM ; 50h, K; (hA2aR) = 28 nM) que le composé de référence (6, Ki
(hA2aR) = 23 nM, valeur déterminée par polarisation de fluorescence). En revanche, des substituants plus
importants tels que le phényle ou le p-fluorophényle réduisent de maniére significative ou suppriment
pratiguement I'affinité (50i, Ki (hA2aR) > 10 uM ; 50j, Ki (hA2aR) = 318 nM). Il est intéressant de noter que
la substitution par un petit groupe méthoxy ou fluor supprime aussi complétement I'affinité (50f et 50g, K;
(hA2aR) > 10 uM). Ces résultats indiquent clairement que les petits motifs hydrophobes tels que le méthyle,
le chlore ou le brome sont les plus appropriés pour interagir avec la poche hydrophobe formée par Alas9,

Ala63, Val84 et His278.

=  Modulations en position C7

Des modifications ont également été introduites en position C7 afin d’étudier les différences potentielles
par rapport a la position C6. Indépendamment du substituant en C4, l'introduction de substituants
optimaux tels que le brome (50k), le chlore (50p) ou les groupes méthyles (50m) en C7 donne des affinités
de liaison comparables a celles observées pour les molécules correspondantes substituées en C6. Il est
intéressant de noter que le composé 50m substitué par le méthyle en C7 présente une affinité encore plus
élevée que son homologue en C6 50c (Ki (hA.aR) = 45 nM) et que le composé de référence 6 (Ki (hA2aR) =

23 nM), ce qui en fait un ligand trés puissant pour les récepteurs Aza (Ki (hA2aR) =5 nM).

Des études de docking ont été réalisées sur le composé 50m et révelent que ce dernier se superpose
parfaitement au composé de référence 6 co-cristallisé avec le récepteur hA,a, formant le méme réseau de
liaisons hydrogenes. En se concentrant sur les interactions impliquant le groupe méthyle en position C7, il
présente des interactions de Van der Waals étroites avec une poche hydrophobe formée par Ala63, 11e66

et lle274, améliorant ainsi I'affinité du composé 50m par rapport aux analogues bromés (Figure 78).
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Asn253

50m
K; (hA,,R) =5 %2 nM

) Trp246

Figure 78. Prédiction du mode de liaison du nouveau « hit » 50m (rose) dans la structure co-cristallisée
de 6 (cyan) liée au récepteur hA,.. (PDB : 8DU3)

Grace aux modulations réalisées sur le composé 6, un nouveau composé « hit » 50m a été découvert (K;

(hA2aR) =5 nM). De nouvelles modulations seront réalisées a partir de la structure de ce nouveau « hit ».

1.4.Etude de la solubilité des 2-aminoquinazolines

La solubilité des composés 6, 50c et 50m a été évaluée. Pour cela, chaque composé a été dissous dans une
solution de DMSO et dans une solution de PBS. Les produits sont totalement solubles dans le DMSO, ces
solutions servent donc de référence (Concentration 100%). Cependant, les produits ne sont pas
totalement solubles dans le PBS et ont été filtrés. Les solutions obtenues ont ensuite été analysées par
HPLC. Le rapport des aires obtenues dans le DMSO par rapport a celles obtenues dans le PBS a permis de

déterminer la solubilité, grace a la formule suivante :

Aire PBS

= X B 0
Aire DMSO Concentration 100%

Figure 79. Equation permettant de déterminer la solubilité.

Les valeurs de solubilité obtenues sont reportées dans le Tableau 11 ci-dessous :
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Composé R Ar Solubilité PBS (mM)
6 6-Br 2-furane 0.15
50c 6-CHs 2-furane 0.10
50m 7-CH3 2-furane 0.80

Tableau 11. Valeurs de solubilité dans le PBS des composés 6, 50c et 50m.

Au vu des résultats, les 2-aminoquinazolines 6, 50c et 50m présentent des solubilités faibles (< 200 uM)
ou modérées (< 1 mM). Un des autres objectifs des travaux réalisés sur les composés quinazoliniques était
d’améliorer la solubilité de ces derniers. Pour rappel, le manque de solubilité fait défaut chez de nombreux
antagonistes des récepteurs A;a. De nouvelles modulations ont donc été réalisées afin d’améliorer la

solubilité de nos composés quinazoliniques.

2. Amélioration de la solubilité des composés quinazoliniques

2.1.Modulations envisagées en position C2

Afin d’améliorer la solubilité de nos composés quinazoliniques, des modulations ont été envisagées en
position C2. L’ajout de chaines de type aminoalkyles et aminoaryles présenterait plusieurs avantages. En
effet, I'introduction de telles chaines permettrait d’augmenter la solubilité de nos composés par la
présence d’'une amine tertiaire salifiable. De plus, cette amine tertiaire salifiée pourrait renforcer
I'interaction ionique avec Glul69, conservant ainsi une bonne affinité pour le récepteur A,a et offrant
potentiellement une sélectivité élevée pour ce récepteur. En effet, des travaux de modélisation
moléculaire effectués lors de la thése de Romain Duroux ont permis I'identification d’un cluster acide
présent uniquement au sein du récepteur A%’ Ce dernier est situé dans la région extracellulaire et est
caractérisé par la présence des acides aminés Glu169 et Asp170. Ainsi, établir une interaction avec Glu169
permettrait une potentielle sélectivité vis-a-vis des autres récepteurs a I'adénosine. L'introduction de
telles chaines pourrait également améliorer le pouvoir antagoniste de ces molécules en plus de leur
solubilité et leur sélectivité. Nous avons donc envisagé d'introduire des substituants plus importants,
similaires & ceux trouvés sur le préladénant et le ZM-241385.1%%"171 || est connu que |'augmentation de la

taille et du volume des ligands des RCPG peut favoriser le passage a une activité antagoniste compléte. 22

Ces modifications ont donc d’abord été envisagées sur le composé 6, qui a servi de point de départ, ainsi
gue sur le composé 50c et notre nouveau composé « hit » 50m. Cependant, ces trois composés

comportent un groupement 2-furane qui est, comme déja évoqué, instable chimiquement. Pour éviter de
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perdre du temps sur 'optimisation de la synthése, potentiellement complexe pour les dérivés furaniques,
nous avons décidé de réaliser ces modifications et d'optimiser leur synthese a partir du composé 2-
aminophénylquinazoline 4 (Figure 80). De plus, cette méthode nous permettra d'identifier les chaines les
plus prometteuses en termes d'activité et de les transposer aux dérivés furaniques sans avoir a refaire
toutes les modifications sur ces derniers. Une deuxieme série de molécules quinazoliniques a donc été

développée a partir du dérivé 2-aminophénylquinazoline.

C ®

<N ~N
O P O N NAhg
H n™

N” “NH,
4 Série ll

K (hA,4R) = 198 nM
(radiobinding) n=0-7

R, = phényle, pipéridine, morpholine, pipérazine, ...
Figure 80. Modulations envisagées en position C2 de la quinazoline.

Certaines de ces molécules avaient été synthétisées et testées pour leur affinité par « radiobinding » lors
de la thése de Romain Duroux.® Afin de compléter les relations structure-activité autour de ces
composés, des modulations supplémentaires ont été réalisées durant mes travaux de thése. Certaines
molécules déja décrites ont été synthétisées a nouveau afin de les tester cette fois-ci par polarisation de

fluorescence.

2.2. Synthése des composés de la série |l

La synthese de ces composés 2-aminoalkylquinazolines et 2-aminoarylquinazolines (série Il) est décrite

dans le Schéma 14, ci-dessous :
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0 o Ry
a Br b N,
e O e QO
= a6 50-60% n= 4.6 50-60% n=136
52a-c (0] 53a-m o
c | 75-85%

‘ !

N
\
1o d [O \j\ + HzN—é’{n__}eRl
N/J\NAN'Rl 50-60% Nighe'
H | 54a-m
Ry
E5a.u e | 10-71%

R, = H, Et, amines cycliques

56a. R, = 2-pyridine
56b. R, = 4-(pipéridin-1-yIméthyl)benzéne

Réactifs et conditions : a) phthalimide de potassium (1.0 éq.), acétone, reflux, 16 h; b) EtsN (1.2 éq.),
alkylamine (1.2 éq.), acétonitrile, reflux, 16 h; c) monohydrate d’hydrazine (2.5 éq.), EtOH, reflux, 3 h; d)
DIPEA (3.0 éq.), dioxane, reflux, 16 h; e) arylamine (1.0 éq.), BINAP (0.1 éq.), Cs>COs (3.0 éq.), Pd(OAc),
(5%), dioxane, reflux, 16 h.

Schéma 14. Schéma réactionnel conduisant a la synthése des composés 2-aminoalkylquinazolines et 2-
aminoarylquinazolines.

Les dérivés diaminoalkyles 54a-m sont préparés en 2 ou 3 étapes de synthése, selon la longueur de la
chaine alkyle. Les dérivés  N-bromopentylphtalimide, = N-bromohexylphtalimide, et N-
bromoheptylphtalimide sont d'abord synthétisés par réaction du phtalimide de potassium avec les
dibromoalcanes, tandis que leurs homologues inférieurs (n = 1, 2 et 3) sont disponibles dans le commerce.
Une substitution nucléophile avec les amines désirées est ensuite effectuée, suivie d'une réaction
d'hydrazinolyse afin d’obtenir les molécules 54a-m.?** || est & noter que les composés 2-
pipéridinéthanamine et 2-pipéridinepropanamine sont déja commercialisés. Les composés 54a-m ont été
condensés avec la 2-chloro-4-phénylquinazoline commerciale, afin d’obtenir les dérivés 2-
aminoalkylquinazolines 55a-u. Enfin, des amines aromatiques ont été introduites par une réaction

pallado-catalysée de type Buchwald, donnant les 2-aminoarylquinazolines correspondantes 56a et 56b.%%
2.3.Evaluation de I'affinité des composés de la série |l et relations structure-activité

Les affinités obtenues pour les composés quinazoliniques de la série Il sont reportées dans le Tableau 12,

ci-apreés.
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Composé n R: Kif8a:R Composé n R: Kihfa:R
(nM)? (nM)?
4 0 H 203 + 56 55j 5 pipéridine 294 + 37
56a 0 2-pyridine >10000 55k 5 morpholine 674 + 96
55a 0  4-benzylpipéridine 1110+ 412 551 5  méthylpipérazine 790 + 126
56b 0 y:r;[gt’ﬁ]réii:;;e 52+16 55m 5  boc-pipérazine 687 +192
55b 1 2-pyridine > 10000 55n 5 pipérazine 1218 + 385
55¢ 1 phényle > 10000 550 5 pyrrolidine 519 + 44
55d 1 4-benzonitrile > 10000 55p 5 diéthylamine 310 + 107
>5e 1 4-methoxyphényle  >10000 >59 5 Iiit(;z?:;:ge 297 + 86
55f 2 4-phénol 1453 + 405 55r 5  4-benzylpipéridine 927 + 146
55g 2 pipéridine 1781 + 315 55s 5 NH, > 10000
55h 3 pipéridine 1335 + 482 55t 6 pipéridine 233+ 68
55i 4 pipéridine 469 + 83 55u 7 pipéridine 834 +91

2Les valeurs Ki ont été déterminées a partir d'une analyse non linéaire des courbes de compétition utilisant
le MRS7416 comme sonde fluorescente et sont exprimées en moyenne + SEM de trois expériences
indépendantes, en duplicata.

Tableau 12. Modulations en position C2 du noyau quinazolinique.

Alalecture des résultats décrits dans le Tableau 12, nous avons pu établir de nouvelles relations structure-

activité et en tirer les conclusions suivantes :

Introduction de groupements aminoaryles

L'introduction de groupements tels que la 2-pyridine, la benzylpipéridine ou la benzylamine, ainsi que le

substituant 4-(2-aminoéthyl)phénol, retrouvé chez le ZM-241385, a donné lieu a des composés ayant une

faible affinité (55a, Ki (hA2aR) = 1,1 uM et 55f, K; (hA2aR) = 1,4 uM) ou nulle (55b, 55c et 55d, K; (hA2aR) >

10 uM) pour le récepteur hAa.
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=  Ajout de chaines aminoalkyles

Par la suite, nous avons étudié I'introduction de chaines aminoalkyles, en variant a la fois la longueur de Ia
chaine carbonée et la nature de l'amine tertiaire. Dans un premier temps, nous avons étudié
I'incorporation d'un groupement pipéridine séparé de I'hétérocycle 2-aminoquinazoline par des chaines
alkyles allant de 2 a 7 atomes de carbone. Des activités de liaison optimales ont été observées avec des
longueurs de chaine de 5 et 6 atomes de carbone (55j, Ki (hA2aR) = 294 nM ; 55t, Ki (hA2aR) = 233 nM),

tandis qu'un allongement supplémentaire réduisait |'affinité (55u, Ki (hA2aR) = 834 nM).

=  Modulations de I'amine tertiaire des chaines aminoalkyles

La nature chimique de I'amine tertiaire a ensuite été étudiée. Le remplacement de la pipéridine par des
analogues plus polaires, tels que la morpholine (55k, Ki (hA2aR) = 674 nM) ou la pipérazine (55n, K; (hA2aR)
= 687 nM) et ses dérivés (55l, Ki (hA2aR) = 790 nM ; 55m, K; (hA2aR) = 1218 nM), ou par un analogue plus

contraint, tel que la pyrrolidine (550, Ki (hA2aR) = 519 nM), a réduit I'affinité de maniere significative.

Toutefois, la pipéridine a pu étre remplacée sans perte d'affinité par une amine tertiaire moins
hydrophobe comme la diéthylamine (55p, Ki (hA2aR) = 310 nM) ou plus hydrophobe comme la
tétrahydroisoquinoléine (55q, Ki (hA2aR) = 297 nM). L'introduction d'une benzylpipéridine plus
hydrophobe et stériquement encombrée a réduit I'affinité a la gamme micromolaire (55r, Ki (hA2aR) = 927
nM). Enfin, I'analogue amine primaire de 55j (55s, Ki (hA2aR) > 10 uM) a perdu toute affinité pour le
récepteur Asa. Ces résultats montrent que si la présence d'une amine tertiaire est cruciale pour I'affinité,

I'hydrophobie et I'encombrement stérique sont tolérés dans une certaine mesure.

= Rigidification de la chaine aminopentylpipéridine

Il est intéressant de noter que le remplacement de la chaine aminopentylpipéridine (55j, Ki (hA2aR) = 294
nM) par un équivalent contraint, la 4-[(pipéridin-1-yl)méthyl]aniline, en conservant une longueur linéaire
similaire de cing carbones, a augmenté de maniére significative I'affinité de liaison avec le récepteur hA;a
(56b, Ki (hA2aR) = 52 nM). Ce résultat renforce la conclusion qu'une longueur de chaine optimale est
nécessaire et que la nature de cette chaine, qu'il s'agisse d'un groupement alkyle linéaire ou d'un

aromatique plus rigide, n'a pas d'effet négatif sur I'affinité de liaison envers les récepteurs Asa.

Les chaines aminopentylpipéridine et 4-[(pipéridin-1-yl)méthyl]aniline apparaissent donc comme étant les
deux chaines les plus optimales afin de maintenir une affinité équivalente voire meilleure a celle du

composé 2-aminophénylquinazoline 4 (Ki (hA2aR) = 203 nM).
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2.4.Modulations en position C2 des dérivés furaniques

Ces deux chaines aminopentylpipéridine et 4-[(pipéridin-1-yl)méthyl]aniline ont donc été introduites sur
les dérivés 4-furan-2-yl-2-aminoquinazolines 6 (K (hA2aR) = 23 nM), 50c (Ki (hA2aR) = 45 nM) et 50m (K;
(hA2aR) = 5 nM). Une troisieme série de molécules quinazoliniques a donc été envisagée dans le but
d’améliorer la solubilité des 2-aminoquinazolines tout en maintenant leur affinité envers les récepteurs

Aza (Figure 81).

o)

R _
\ Série Nl /

R, = 6-Br, 6-CH,, 7-CH,

Figure 81. Structures envisagées des composés quinazoliniques de la série lll.
Cette série de molécules a été synthétisée en suivant les mémes conditions établies pour les dérivés
phénylquinazolines (Schéma 15).

0 e o)
N a SN b R SN N
R1 B ——— R1 —_— 1 /)\
p/ 7
N)\N/\H4N 14-39% N)\CI 12-19% N ”
H

56c. R, = 6-CH,
55v. R, = 6-Br 56d. Ry = 7-CH;
55w. Ry = 6-CH,
55x. Ry = 7-CH;

Réactifs et conditions : a) 5-(pipéridin-1-yl)pentan-1-amine (3.0 éq.), DIPEA (3.0 éq.), dioxane, reflux, 16 h;
b) 4-(pipéridylméthyl)aniline (1.0 éq.), BINAP (0.1 éq.), Cs,COs; (3.0 éq.), Pd(OAc), (5%), dioxane, reflux, 16
h.

Schéma 15. Synthése conduisant aux composés de la série Ill.

A partir des différents dérivés 2-chloro-4-furan-2-yl-quinazolines, une réaction de substitution nucléophile
avec la 5-(pipéridin-1-yl)pentan-1-amine a permis d’obtenir les composés 55v-55x. Les molécules 56¢ et
56d ont été synthétisées par une réaction pallado-catalysée de type Buchwald, par action de la 4-

[(pipéridin-1-yl)méthyl]aniline.
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Remargue : La réaction de Buchwald n'a pas pu étre réalisée sur le dérivé bromé en position C6. En effet,
le brome, étant plus réactif que le chlore en position C2, aurait également réagi au cours de la réaction,
rendant |'obtention du composé souhaité tres difficile. Un essai d’incorporation du groupement 4-
[(pipéridin-1-yl)méthyl]aniline par condensation en présence de DIPEA a été tenté, sans succes. En effet,
I"aniline est tres peu réactive lors de substitution nucléophile, ce qui a empéché la réaction de se produire.
Aucune conversion n’a été observée lors de cet essai. Un essai par radiation aux micro-ondes a été tenté,

mais cela s'est également conclu par un échec.

L’affinité des composés de la série Il a été évaluée. Les résultats obtenus sont reportés dans le Tableau

13.
N O
NN
R4
Z
Composé R R K hAgsR (nm)  olubilite PBS
P 1 2 i 2A (mM)
6 6-Br H 237 0,15
55v 6-Br (CH2)s-pipéridine >10000 14,15
50c 6-CH; H 45+7 0,10
55w 6-CHs (CH3)s-pipéridine 61+ 15 2,15
56¢ 6-CHs 4-[(pipéridin-1- 6521 10,3
yl)méthyllbenzéne
50m 7-CH3 H 5+2 0,8
55x 7-CH; (CH3)s-pipéridine 21+2 12,0
56d 7-CHs 4-[(pipéridin-1- 15+2 3,0
yl)méthyllbenzéne

?Les valeurs K ont été déterminées a partir d'une analyse non linéaire des courbes de compétition utilisant
le MRS7416 comme sonde fluorescente et sont exprimées en moyenne + SEM de trois expériences
indépendantes, en duplicata.

Tableau 13. Modulations en position C2 en vue d’améliorer la solubilité des dérivés de 4-(furan-2-
yl)quinazolin-2-amine.

Indépendamment du type de chaine, les composés ont montré des affinités de liaison autour de 60 nM
pour les dérivés substitués par 6-méthyle (55w, Ki (hA2aR) = 61 nM ; 56¢, Ki (hA;aR) = 65 nM) et entre 15 et
20 nM pour leurs homologues 7-méthyle (55x, Ki (hA2aR) = 21 nM ; 56d, K; (hA2aR) = 15 nM). De maniére
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surprenante, le composé 55v substitué en C6 par un brome et en C2 par la chaine aminopentylpipéridine
a perdu toute affinité pour le récepteur. Afin d’émettre des hypothéses permettant de mieux comprendre
ces différences d’affinité, des études de docking ont été réalisées (Figure 82). Les deux composés occupent
le site de liaison de maniére similaire, le cycle aminoquinazoline du composé 55x se déplagant d'environ
1,5 A par rapport a son homologue non substitué sur I’lamine 50m, ce qui entraine une perte d'interactions
au sein du réseau de liaison hydrogene. Cette perte est compensée par une augmentation des interactions
hydrophobes a travers le motif pipéridine, qui est situé pres de Leu267 et Tyr271. Quelque soit la nature
du bras tenseur, chaine linéaire carbonnée ou de type benzylique, |a pipéridine est orientée et positionnée
de la méme fagon dans le site actif. Ces résultats suggerent que l'introduction d'amines tertiaires apolaires,
telles que la diéthylamine (55p), la pipéridine (55j) ou la tétrahydroisoquinoline (55q), augmente I'affinité
plus efficacement que l'introduction d'une amine primaire hautement polaire (55s). Concernant le dérivé

bromé 55v, il semblerait que la présence d'un brome volumineux en position C6 empéche la molécule de

.

se lier correctement au site actif en raison d'un conflit stérique avec Val84.
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Figure 82. (A) Prédiction du mode de liaison des composés 50m (rose) et 55x (cyan) dans le récepteur
hA;a. (B) Prédiction du mode de liaison des composés 50m (rose) et 56d (cyan) dans le récepteur hA;a.
(PDB : 8DU3)
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L'incorporation d'un groupement fonctionnel tel qu’une amine tertiaire qui peut étre protonée a un pH
physiologique (7,4) peut améliorer de maniere significative la solubilité du composé. Alors que les 2-
aminoquinazolines 6, 50c et 50m présentent des solubilités faibles (< 200 uM) ou modérées (< 1 mM),
I'introduction de chaines pipéridines augmente leur solubilité a des concentrations allant de 2 a 14 mM.
Ces résultats confirment que les substitutions en position C2 des quinazolines sont bénéfiques, car elles

maintiennent une affinité élevée, tout en améliorant la solubilité.

2.5.Etude fonctionnelle des composés quinazoliniques

L'activité fonctionnelle des composés ayant des affinités de liaison inférieures a 70 nM a été évaluée a
I'aide du kit commercialisé par Revvity LANCE Ultra cAMP Detection Kit (référence : TRF0262) pour
mesurer l'inhibition de la libération d'AMPc stimulée par le récepteur hA,x dans les cellules HEK, avec I'aide
de Mathilde Coevoet. Le principe de ce test a été décrit dans le chapitre 1 de ce manuscrit. L'agoniste
CGS21680 a été utilisé a la concentration de son ECso (4,5 UM), recommandée par le fabricant. Le composé
inactif 50f (K; (hA2aR) > 10 uM) a servi de controle négatif, tandis que le ZM-241385, avec une ICso de 227
nM, a servi de controle positif. Ces résultats sont cohérents avec les données obtenues précédemment.
Les résultats de cette étude fonctionnelle sont reportés dans le Tableau 14 suivant, les valeurs de

constantes d’affinité (Ki) étant rappelées :
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R
SN
Composé R1 R, Rs ICso (uM)? Ki hA2aR (nM)®
ZM-241385 / / / 0,23 £0,02 3:1
6 6-Br 2-furane H >30 23+7
50c 6-CHs 2-furane H >30 45+7
55w 6- CH3 2-furane (CH3)s-pipéridine 14+2 61+15
56c¢ 6- CH3 2-furane 4-[(pipéridin-1- 12+2 65121
yl)méthyllbenzéne
50h 6-Cl 2-furane H 39+14 28+8
50f 6-OMe 2-furane H >30 >10 000
50k 7-Br 2-furane H >30 28+9
50m 7- CH3 2-furane H 61 5+2
55x 7-CHs 2-furane (CH3)s-pipéridine 9+5 21+2
56d 7- CH3 2-furane 4-[(pipéridin-1- 51 15+2
yl)méthyllbenzéne
50n 7- CH3 phényle H >30 45+ 6
50p 7-Cl 2-furane H 8+6 201

@Test AMPc Lance Ultra, les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM de trois expériences indépendantes, en
duplicata. PLes valeurs Kj ont été déterminées a partir d'une analyse non linéaire des courbes de compétition utilisant
le MRS7416 comme sonde fluorescente et sont exprimées en moyenne + SEM de trois expériences indépendantes,
en duplicata.

Tableau 14. Valeurs des ICso obtenues lors de I'étude fonctionnelle des composés quinazoliniques.

De maniére surprenante, seuls les composés 50m et 50p, portant une substitution 7-méthyle ou 7-chloro,
ont montré des activités antagonistes avec des ICso de 6 et 8 uM, respectivement. Les autres dérivés 2-
aminoquinazolines testés n'ont montré aucune activité a des concentrations supérieures a 30 uM. L'écart
entre les résultats de I'affinité de liaison et les activités antagonistes peut s'expliquer par le mode de liaison
différent des molécules par rapport au ZM-241385, I'antagoniste sélectif des récepteurs A;a de référence
(Figure 83). Le ZM-241385 présente le méme réseau d'interaction que le composé 50m grace a la position
de son amine primaire et de son furane, mais il interagit également avec la partie supérieure de la poche
de liaison.??%??7 En effet, le groupement hydroxyle phénolique du ZM-241385 forme une liaison hydrogéne

avec une molécule d'eau ordonnée, tandis que le cycle phényle engage des interactions hydrophobes avec

112



Chapitre 3 : La famille des quinazolines

His264, Leu267 et Met270. Cependant, le ZM-241385 n'interagit pas avec la poche hydrophobe occupée

par les groupements phényles substitués des dérivés de la quinazoline.

\\Hiszs-t

OVV T
~
ZM-241385

K; (hA,,R) =3 £ 1nM
ICso (AMPc) = 0,23 uM

Glu169

~N

N/)\NH

50m
K, (hA,4R) =5 £ 2 nM
IC5o (AMPc) = 6 pM

Figure 83. Prédiction du mode de liaison du nouveau « hit » 50m (rose) dans la structure co-cristallisée
du ZM-241385 (cyan) lié au récepteur hA;a. (PDB : 3EML)

L'hypothése selon laquelle I'augmentation de la taille et du volume des molécules pour imiter les
antagonistes AzaR de référence peut améliorer leurs activités antagonistes n'est pas fortement démontrée
par les résultats que nous avons obtenus. Bien que l'introduction d'une chaine contenant de la pipéridine
ait légérement amélioré I'activité antagoniste des composés 55w et 56¢, dont la valeur ICso est d'environ
10 uM par rapport a la 6-méthyl-2-aminoquinazoline 50c (ICso > 30 uM), cette amélioration n'était pas
cohérente pour les composés 55x (ICsp = 9 uM) et 56d (ICso = 5 uM). Ces composés ont conservé leurs

activités antagonistes proches de la gamme micromolaire, comme le composé 50m (ICsp = 6 uM).

De nouveaux composés quinazoliniques tres affins pour les récepteurs A,a ont donc été synthétisés.
L'introduction d’une chaine amine en position C2 a permis d’obtenir des composés affins ayant une
excellente solubilité. Certains composés, dont le nouveau « hit » 50m (Ki (hA2aR) = 5 nM), ont prouvé leur
activité antagoniste sur le récepteur A;a mais I'ajout de chaine amine ne semble pas vraiment impacter ce

facteur.
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Il. Conception et synthese de sondes fluorescentes AzaR

En nous basant sur les résultats précédemment obtenus concernant les composés quinazoliniques, nous
avons entrepris la conception et la synthese de sondes fluorescentes ciblant les récepteurs A,a, en utilisant
le noyau quinazoline comme base. Comme décrit dans le chapitre 1 de ce manuscrit, nous avons utilisé le
composé MRS7416, synthétisé au sein du laboratoire du Dr. K. A. Jacobson, comme sonde fluorescente
afin de tester I'affinité de nos composés par polarisation de fluorescence.® L’utilisation de cette sonde
nous a également permis de développer le test de polarisation de fluorescence de maniéere robuste et
reproductible. Cependant, la synthése de cette sonde n'est réalisable qu'en tres faibles quantités et s'avére
trés colteuse. En effet, le réactif de départ, SCH442416 et le fluorophore Alexa Fluor 488, sont
extrémement colteux, obligeant a limiter la synthése a quelques milligrammes. De plus, travailler a une si
petite échelle complique encore davantage la réalisation de la synthese. C’est donc pour ces raisons que
nous avons décidé de concevoir nos propres sondes fluorescentes. De plus, ces sondes appartiendraient a

la méme famille structurale que nos composés les plus affins, les quinazolines.

1. Conception de sondes fluorescentes pour AzaR
La conception et la synthése de ces sondes ont été réalisées avec I'aide du Dr. Robin Dufossez. Afin de
concevoir ces sondes, nous nous sommes basés sur la structure de notre nouveau composé « hit »
guinazolinique 50m (K;i (hA2aR) = 5 nM). En effet, utiliser un composé tres affin comme point de départ
permettrait de garder une affinité inférieure a la centaine de nanomolaire lors de I'ajout du linker et du

fluorophore.

Comme nous avons pu le voir plus tot dans ce chapitre, I'ajout d’une chaine amine pentylpipéridine en
position C2 du noyau quinazoline permet de maintenir une affinité du méme ordre de grandeur que le
dérivé 2-aminoquinazoline (55x ; Ki (hA2aR) = 21 nM). Pour la partie linker de notre sonde, nous avons opté
pour une chaine pentylpipérazine en position C2 de la quinazoline afin de permettre des substitutions
nucléophiles et de fonctionnaliser le groupement pipérazine. Comme décrit dans le Tableau 12, une perte
d’affinité d’un facteur deux est observé entre la pipérazine et la pipéridine. Cependant, |'utilisation de la
pipérazine comme linker reste tout de méme envisageable. Nous avons envisagé un linker plus long que
celui de la sonde MRS7416. En effet, un linker relativement long permettrait au fluorophore de se situer
en dehors de la poche du récepteur A,a, évitant ainsi d'éventuels encombrements stériques. Ainsi, la
position et les modes de liaison du composé antagoniste initial ne seraient pas modifiés. Pour ce faire,
nous avons considéré I'utilisation de chaines PEG-2 et PEG-4 pour fonctionnaliser la pipérazine et ainsi

allonger la taille du linker. L'effet de la longueur du linker sera donc étudié avec ces deux groupements.
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Les groupements PEG sont connus pour leur solubilité supérieure par rapport aux chaines carbonées, ce

qui nous permettra d'éviter tout problémes de solubilité.??822°

Comme mentionné précédemment, le fluorophore AlexaFluor 488 est extrémement co(teux. Par
conséquent, nous avons choisi d'utiliser la fluorescéine, couramment employée dans les tests de
fluorescence, comme pour la sonde mGIuRs (cf. chapitre 1). De plus, elle est beaucoup plus accessible que
d'autres fluorophores et permet de conserver les mémes longueurs d'onde d'excitation et d'émission (Aex
=490 nm et Aem. = 515 nm). Cependant, pour la synthése de cette sonde, nous utiliserons un dérivé de la
fluorescéine, I'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) beaucoup plus réactif et conduisant a des couplages
guantitatifs (Figure 84). En effet, I'acide carboxylique de la fluorescéine est trés peu réactif en raison de
son encombrement stérique. En revanche, le groupement isothiocyanate de la FITC, situé en position para,

est beaucoup plus réactif, ce qui facilitera la synthése et permettra d'obtenir un rendement plus élevé.?*
HO i o i OH
s

N

2
/7
Fluorescéine S FITC

Figure 84. Structures de la fluorescéine et de la FITC.

Comme évoqué plus tot, I'instabilité chimique du groupement 2-furane rend les étapes d’optimisation de
synthése difficile. A nouveau, nous avons donc choisi de nous familiariser avec la synthése de sondes et de
I'optimiser sur le dérivé 2-aminophénylquinazoline 4. Les structures des sondes sont illustrées dans la

Figure 85, ci-dessous.
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FITC

Antagoniste A,,R: 4
K; (hA,4R) = 203 nM

FITC

Antagoniste A,,R : 50m H
K; (hA;,R) =5 nM

Figure 85. Structures des sondes fluorescentes A.4R envisagées.

Avant de débuter la synthése de ces sondes, nous avons décidé de synthétiser des sondes « modeles »,
non fluorescentes. De maniére générale et comme décrit dans I'article de Kecskés M. et al.’®, I’affinité des
sondes fluorescentes est déterminée par un test de « radiobinding » avant d’étre utilisée pour une autre
méthode biophysique. N’ayant pas le matériel nécessaire pour réaliser ce test, nous ne pourrons donc pas
déterminer I’affinité exacte de nos sondes fluorescentes. Des sondes « modéles » ont été envisagées afin
d'estimer |'ordre de grandeur de |'affinité que nous pourrions atteindre. Pour cela, le fluorophore est

remplacé par un groupement diphényle (Figure 86).

C C
SSUINSRENDS

Antagoniste A,,R: 4 H 4 n=1o0u3

K; (hA,,R) = 203 nM

Motif diphényle pour
mimer la fluorescéine

(0]
Antagoniste A,,R : 50m ~N O‘(\/ . ﬁ O

K, (hA,R) = 5 nM /)\N

Figure 86. Structures des sondes « modeles » fluorescentes A;aR envisagées.
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Ce choix s'explique par la disponibilité de I'acide biphényle carboxylique au laboratoire et de son
encombrement stérique, qui permet de mimer la fluorescéine sans fluorophore. Comme pour les sondes
fluorescentes, la synthése des sondes « modeéles» a d'abord été optimisée sur le dérivé 4-

phénylquinazoline avant d'étre réalisée sur le dérivé furanique.

2. Synthése des sondes 4-phénylquinazolines
Dans un premier temps, les sondes « modeles » des dérivés quinazoliniques possédant un phényle en

position C4 ont été synthétisés. Le schéma de synthese de ces derniéres est décrit dans le Schéma 16, ci-

apres.
(o] I
[ 0.
HO O 56-65% ”0%\/ 2?/\
57.n= 1
58.n=
87 91%
J< \\'/
\N \N Lo b O \)N\ OH 0'%\/09‘/\
41% N 85% NN N
"94 N, co et
60.n=3
55m 55n
29 54%
O N ’(\/0;/\ /u\=
/)\N/\(\%N
H 4 .n=1
62 n=3

Réactifs et conditions : a) 4-(5-aminopentyl)pipérazine-1-carboxylate de tert-butyle (1.1 éq.), DIPEA (3.0
éq.), DMF, 90 °C, 16 h; b) HCI (12.0 éq.), DCM, TA, 16 h; c) PEG-2 ou PEG-4 (1.0 éq.), EtsN (2.2 éq.), HOBt
(1.2 éq.), EDCI (1.2 éq.), DCM, 0-20 °C, 2 h; d) chlorure de tosyle (1.5 éq.), EtsN (3.0 éq.), DCM, TA, 16 h; e)
DIPEA (3.0 éq.), toluéne, reflux, 2 h.

Schéma 16. Schéma réactionnel des sondes « modéles ».

A partir de la 2-chloro-4-phénylquinazoline, disponible dans le commerce, une réaction de substitution
nucléophile est réalisée avec la chaine pentylpipérazine protégée par un groupement Boc, pour obtenir
I'intermédiaire 55m. Le groupement protecteur « Boc » de I'amine primaire de ce dernier est ensuite
hydrolysé par action de I'acide chlorhydrique dans le dichlorométhane, produisant ainsi le composé 55n.
Les intermédiaires 57 et 58 ont été synthétisés a partir de I'acide 2-biphénylcarboxylique. Un couplage
avec les dérivés aminés PEG-2 et PEG-4 permet d’obtenir les composés 57 et 58.23! Ensuite, une réaction

de tosylation par action du chlorure de tosyle est réalisée pour obtenir les intermédiaires 59 et 60.232 Enfin,
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une substitution nucléophile des groupements tosyles par le dérivé pipérazine 55n permet d’obtenir les

sondes « modeles » souhaitées 61 et 62.

Leur affinité a été déterminée par polarisation de fluorescence (Figure 87). Les deux composés 61 et 62
présentent une affinité similaire (61 ; Ki (hA2aR) = 288 nM et 62 ; Ki (hA2aR) = 253 nM). La taille du linker et
plus précisément de la chaine PEG ne semble donc pas affecter I'affinité. De plus, la présence du
groupement diphényle ne semble pas causer de clashs stériques ou modifier le mode de liaison puisque
nous n’avons pas de perte totale de I'affinité. Le plus intéressant, c’est que nous conservons le méme
ordre de grandeur d’affinité que le dérivé 2-aminoquinazoline 4 (Ki (hA2aR) = 203 nM) et le composé 55j
(Ki (hA2aR) = 294 nM) possédant une chaine pentylpipéridine. De plus, I'ajout du linker permet d’améliorer

I"affinité obtenue pour le composé 55n, comportant la chaine pentylpipérazine, d’un facteur deux.
=N @ =N (\NH
DY »{v}p N"*N’\(v):'\)

H
a 55i 55n
K; (hA,4R) = 203 + 56 nM K; (hA,4R) = 294 + 37 nM K; (hA,4R) = 687 + 192 nM
® NG
O
L 9 ‘(\’071,/\.'1 ® N ’{\/ 9/\
N’J\'N"Tv} A
H 4
63 64
K; (hAxR) = 288 £ 99 nM K; (hA4R) = 253 £ 70 nM

Figure 87. Structures et affinités sur hA;aR des deux sondes « modeéles » et des composés 4, 55j et 55n.

Pour la suite du développement des sondes, nous avons décidé de travailler seulement avec la chaine PEG-
4. En effet, il n’est pas nécessaire de continuer la synthése des deux dérivés PEG-2 et PEG-4 puisque ces
derniers sont équivalents. Le choix s’est porté sur le PEG-4 car il confére une trés légere amélioration de
I"affinité.

Par la suite, la synthése de la sonde fluorescente 4-phénylquinazoline a été réalisée. Le schéma réactionnel

de cette sonde est illustré dans le Schéma 17.
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N
H
55n
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Réactifs et conditions : a) Boc,O (1.1 éq.), EtsN (3.0 éq.), DCM, TA, 16 h; b) chlorure de tosyle (1.5 éq.),
EtsN (3.0 éq.), DMAP (0.2 éq.), DCM, TA, 16 h; c) K,COs (2.0 éq.), EtsN (2.0 éq.), DMF, 90 °C, 16 h; d) HCI
(12.0 éq.), DCM, TA, 4 h; e) FITC (1.0 éq.), DMF, TA, 16 h.

Schéma 17. Schéma réactionnel de la synthése de la sonde quinazolinique avec le groupement phényle
en position C4.

L'intermédiaire 55n a été obtenu selon le méme procédé que précédemment décrit. Ici, la chaine PEG-4 a
d’abord été placée sur la quinazoline pentylpipérazine et non directement sur le fluorophore afin de limiter
les étapes de synthése en présence du fluorophore. Cela permet de simplifier la synthese et d’éviter une
dégradation potentielle du fluorophore et de son intensité de fluorescence par la lumiére. Tout d’abord,
I'amine primaire du réactif PEG-4 a été protégée par action du Boc,0 afin d’obtenir le composé 63. Le
groupement hydroxyle de ce dernier a subi une réaction de tosylation grace au chlorure de tosyle donnant
ainsi le composé 64 avec un rendement de 74%. Une substitution nucléophile est ensuite réalisée entre
les composés 64 et 55n. Le dérivé amine 66 est obtenu par déprotection du groupement Boc par action
de I'acide chlorhydrique dans le dichlorométhane. Enfin, la sonde fluorescente 67 a été obtenue par

couplage entre le dérivé 66 et I'isothiocyanate de fluorescéine dans le DMF.
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Des difficultés de purification ont empéché d'isoler la sonde 67 avec une pureté suffisante pour pouvoir la
tester en polarisation de fluorescence. Aucun test n’a donc été effectué avec cette sonde. Cependant,
grace a l'optimisation de la synthese réalisée sur cette derniere, nous avons décidé d’entreprendre la
synthése de la sonde « modele » et la sonde fluorescente sur le dérivé quinazolinique comportant un

furane en position C4 et un méthyle en position C7.

3. Synthése des sondes 4-furan-2-yl-quinazolines
Le schéma réactionnel de ces deux molécules est identique a celui utilisé pour les dérivés 4-
phénylquinazolines. La synthese est exposée dans le Schéma 18 ci-aprés, mais les étapes de synthése ne

seront pas décrites a nouveau.

73

Réactifs et conditions : a) 4-(5-aminopentyl)pipérazine-1-carboxylate de tert-butyle (1.1 éq.), DIPEA (3.0
éq.), DMF, 90 °C, 16 h; b) HCI (12.0 éq.), DCM, TA, 2 h; c) 60 (2.0 éq.), DIPEA (3.0 éq.), toluene, reflux, 2 h;
d) 64 (1.2 éq.), K,CO3 (2.0 éq.), EtsN (2.0 éq.), DMF, 90 °C, 16 h; e) HCI (12.0 éq.), DCM, TA; f) FITC (1.0 éq.),
DMF, TA, 16 h.

Schéma 18. Synthése de la sonde « modeéle » et de la sonde fluorescente quinazolinique.
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La sonde « modele » 70 a été obtenue avec un rendement de 29%. Cette derniere a été évaluée pour son
affinité en polarisation de fluorescence afin de vérifier que I'ajout du linker et du groupement diphényle

ne réduisait pas significativement son affinité.

Le composé 70 a montré une affinité tout a fait satisfaisante de 56 nM (Figure 88). Une légere perte
d’affinité est observée par rapport aux composés 55x (Ki (hA2aR) = 21 nM) et 56d (Ki (hA24R) = 15 nM) mais
cette valeur reste dans I'ordre de grandeur des affinités de nos composés quinazoliniques les plus affins,
étant inférieur a la centaine de nanomolaire. De plus, une légére baisse de I'affinité était totalement
attendue avec I'ajout d’une chaine en position C2. Pour rappel, la sonde MRS5346 développée par Kecskés
M. et al.V’® posséde une affinité supérieure, de 111 nM, pour les récepteurs A,a. Cette derniére a tout de
méme pu étre utilisée en polarisation de fluorescence malgré une différence d’affinité de plus de 100 nM

avec le composé de référence SCH442416 (Ki(hA2aR) = 4,1 nM).

55x
K, (hA,4R) =212 nM

N ° b ¢
[o]
2070 PG i °7‘ﬂ

56d 70
K, (hA,,R) = 15 £2 nM K, (hA,,R) = 56 + 18 nM

Figure 88. Structures et affinités sur hA,4R de la sonde « modeéle » 70 et des composés 55x et 56d.

Suite aux résultats encourageants obtenus pour la sonde « modéle » 70, la sonde fluorescente 73 a aussi été

synthétisée et obtenue avec un rendement de 39%, apres purification, sous forme de sel de TFA (Figure 89).
HO
9s
O
YO
S oy
o]
N/*H/\HN\)

Figure 89. Structure de la sonde fluorescente 73.
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Des tests cinétiques identiques a ceux effectués pour la sonde MRS7416 ont été menés pour déterminer
la valeur du Kp de cette nouvelle sonde. Malheureusement, ces tests n'ont pas abouti. Le premier essai
visant a déterminer la constante de vitesse d'association kon et a observer la formation du complexe
membrane-sonde n'a en effet pas fonctionné. Le complexe ne semble pas se former avec la sonde 73,
produisant ainsi des valeurs similaires a celles du contréle négatif, ou les membranes sont absentes. Ce

test a été réalisé en triplicata technique et expérimental, donnant chacun des résultats non concluants.

Pour comprendre les raisons de ces résultats, nous avons décidé de comparer la fluorescence de notre
sonde a celle de MRS7416. Nous avons en effet émis I'hypothése que notre sonde n'était pas suffisamment

fluorescente, rendant sa détection en polarisation de fluorescence difficile voire quasi impossible.

Pour cela, la fluorescence des sondes 73 et MRS7416 et de la FITC seule a été mesurée grace a un lecteur
de plaques multimodes, le Varioskan Flash, aux concentrations de 1 uM et 100 nM. Les mesures de
fluorescence ont été réalisées a une longueur d’onde d’excitation de 490 nm et une longueur d’onde
d’émission de 510 nm, également utilisées en polarisation de fluorescence. La fluorescence mesurée pour
notre sonde est dix fois inférieure a celle de la sonde MRS7416. En comparaison, la FITC présente une
fluorescence trois fois plus faible que celle de MRS7416. La fluorescence de la sonde « modéle » 70 et du
précurseur de synthése 72 a également été testée. Cette derniére est presque inexistante, ce qui confirme
que la fluorescence observée provient bien du fluorophore et non de la molécule elle-méme. Pour détecter
la sonde en polarisation de fluorescence, il serait donc nécessaire d'utiliser une concentration dix fois plus
élevée. Cependant, cela n'est pas faisable, car une concentration trop élevée de sonde empécherait les
composés a tester de déplacer le complexe membrane-sonde, ce qui entrainerait des valeurs de constante
d'inhibition trop faibles. Le couplage entre la FITC et la quinazoline semble réduire davantage la
fluorescence. Cette diminution de la fluorescence pourrait étre due a I’'absorption de la fluorescence par
la quinazoline ou le fluorophore.

Nous nous sommes donc demandé s’il y avait un phénomeéne de « quenching » de I'absorbance. Nous
avons donc décidé de mesurer I'absorbance des composés, également a 1 uM et 100 nM. Les mesures ont
été réalisées aux longueurs d’onde 480, 490, 500, 510 et 520 nm. Malheureusement, aucune absorption
n’a été détectée a ces concentrations. Nous avons donc réalisé la méme expérience a une concentration
de 100 uM en composés. Les valeurs d’absorbance des sondes MRS7416 et 73 sont similaires (= 0.5) tandis
que la FITC posséde une absorbance deux fois plus importante (= 1). Nous ne pouvons donc pas tirer de
conclusion par rapport a ces données. Ces résultats pourraient étre attribués a une dégradation de la
fluorescéine lors de la synthese de la sonde, possiblement en raison d'une exposition prolongée a la
lumiere. De plus, le fait que la sonde soit sous forme de sel de TFA pourrait également influencer son
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absorbance et sa fluorescence. Ces hypothéses n’ont pas pu étre explorées davantage, et aucune autre

expérience n’a pu étre menée avec la sonde 73 en raison du manque de temps.
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Chapitre 4 : Ligands duaux A2AR/mGIuR5

Un des derniers objectifs de ma these était de développer de nouveaux ligands duaux visant les récepteurs
Ax et mGlus. En effet, il a été montré que I'approche multicible présente de nombreux avantages
thérapeutiques dans le cadre de pathologies multifactorielles, telles que les maladies
neurodégénératives.?®323% || a3 été démontré que les récepteurs Ay agissent en synergie avec les
récepteurs mGlus, en plus de leur hétérodimérisation.*® C’est pour cela que nous avons décidé de cibler

les récepteurs mGlus en plus des récepteurs Aza.

l. Conception de nouveaux ligands duaux A2aR/mGIuRs

Comme évoqué dans la partie travaux préliminaires de ce manuscrit, un premier composé « hit » 8 a visée
mixte a été synthétisé au sein de notre laboratoire (Figure 90). Ce composé a été congu a partir de
composés pyrimidiques décrits dans la littérature, auxquels les éléments pharmacophoriques pour AR
ont été incorporés. A partir de ce composé, de nouveaux composés duaux de la famille des 2-

aminopyrimidines ont pu étre congus.

« Hit »
K, (hA,4R) = 774 nM
%dépl. a 10 uM (hmGluR;) =45 %

Figure 90. Structure du composé « hit » multifonctionnel.

Une seconde famille de composés a été développée en utilisant le squelette des quinazolines, qui sont nos
composés les plus affins pour le récepteur Aza. A partir de ce squelette, des éléments pharmacophoriques

spécifiques aux récepteurs mGlus ont été incorporés.

Ces composés ont été développés a nouveau grace a la stratégie de ligands dit « fusionnés », premiére
stratégie que nous avons mis en place (Figure 91). Grace a cette stratégie, ces deux familles chimiques, les
2-aminopyridimines et les 2-aminoquinazolines, permettront d'intégrer les éléments pharmacophoriques

des deux récepteurs.
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4 7
K, (hA2,R) = 198 nM Ligands duaux A,,R/mGIuR; K, (hmGluRy) = 0,5 nM
== Motif commun

A,.R vers mGluR

Figure 91. Stratégie de ligands « fusionnés » utilisée pour la conception de nouveaux ligands duaux.

1. Composés 2-aminopyrimidines
1.1.Conception

Comme décrit dans la littérature, les composés pyrimidiques sont des ligands tres affins pour les
récepteurs mGlus avec un fort potentiel thérapeutique pour le traitement de maladies
neurodégénératives.'®® Ce motif est également présent dans la structure de différents antagonistes AR,
comme |'etrumadenant (Figure 15, p 21). Ce composé possede un Kp de 1,4 nM et est actuellement en
phase Il pour le traitement du cancer colorectal métastatique.” Dans le but d’obtenir également une
affinité envers les récepteurs A, les éléments pharmacophoriques essentiels a cette interaction ont été
incorporés a la structure des ligands mGIluRs. L’amine primaire, dont la présence est essentielle afin
d’interagir par liaison hydrogéne avec I’Asn253 au sein du récepteur, a donc été ajouté afin d’obtenir des
composés 2-aminopyrimidines tels que le composé « hit » 8 (% déplacement a 10 uM (hmGluRs) = 45%).
Ce composé étant un trés bon point de départ pour la conception de composés mixtes, d’autres molécules
de la famille des 2-aminopyrimidines ont donc été dockées.

L'ajout d’atomes d’halogénes de type chlore et fluor sur le benzonitrile en position C4 du composé 8
permet d’obtenir de meilleurs résultats par modélisation moléculaire (

Figure 92). De plus ce composé se positionne de fagon identique aux composés de référence au sein des
deux récepteurs, gardant ainsi les interactions essentielles. L'introduction de substituants comme le fluor,
le chlore ou encore le groupement méthoxy en positions para, méta et ortho sur le phényle en position C4
semble également intéressante. Ces modulations permettront de voir I'influence de la nature et de la
position des substituants sur I'affinité. Des molécules di- ou trisubstituées sur ce méme phényle pourraient

également permettre de rendre compte de I'espace présent dans la poche de chaque récepteur.
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Le remplacement du groupement pyrazole en position C6 par un groupement tel que le 4-fluorophényle
pourrait également apporter une plus-value et voir ainsi si un groupement un peu plus volumineux peut

accéder aux poches des deux récepteurs.

Trp785

Cl CN

SN

N AL N

s "N~ >N” NH,

—

Composé D

Figure 92. (A) Superposition de la pose docking sélectionnée du composé 2-aminopyrimidine D (cyan) a
la structure co-cristallisée du composé 6 (rose) au sein du récepteur hA;,. (PDB : 8DU3) (B)
Superposition de la pose docking sélectionnée du composé 2-aminopyrimidine D (cyan) a la structure
co-cristallisée du composé 7 (rose) au sein du récepteur hmGlus. (PDB : 5CGC)

A partir de ces différentes modulations proposées a I'aide de la modélisation moléculaire, une premiere
série de molécules a visée mixte, basée sur le squelette 2-aminopyrimidine, a donc été développée (Figure

93).
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®
Ar N/*

Sériel

NH,

Ar = pyrazole, p-fluorophényle

Figure 93. Structures envisagées des composés a visée mixte de la série l.

1.2.Synthése

La synthése des composés de la série | s’effectue en deux étapes seulement et est représentée ci-dessous

(Schéma 19) :

cl Cl

ﬁN a ﬁN b | SN
_ _—
o N/)\ 32-429 N 30-45% Ar N/)\NHZ

NH, Ar N NH,

74. Ar = pyrazole 76a-t

75. Ar = 4-fluorophényle Ar = pyrazole, 4-fluorophényle

R=Cl, F, CN, OMe

Réactifs et conditions : a) 1H-pyrazole (1.5 éq.), K.COs (2.0 éq.), DMF, 80 °C, 16 h ou acide boronique (1.1
éq.), K2COs (2.0 éq.), PPh3 (0.1 éq.), Pd(OAc), (0.1 éq.), THF/eau, 40 °C, 16 h; b) acide boronique (1.1 éq.),
K,COs3 (2.0 éq.), PPh3 (0.1 éq.), Pd(OAc)2 (0.1 éq.), THF/eau, 100 °C, 16 h.

Schéma 19. Schéma réactionnel conduisant a la synthése des composés 2-aminopyrimidines.

Pour Ar = pyrazole :

La premiere étape consiste en une réaction de substitution nucléophile réalisée entre la 2-amino-4,6-
dichloropyrimidine et le 1H-pyrazole en présence de K,COs3 dans le DMF a 80 °C. En raison de la symétrie
de la 2-amino-4,6-dichloropyrimidine, les deux atomes de chlore présentent une réactivité équivalente.
Par conséquent, la formation de produit disubstitué par le 1H-pyrazole est inévitable, ce qui explique le
rendement de 42%. Un couplage pallado-catalysé de type Suzuki est ensuite effectué afin d’obtenir les

composés désirés 76a-n avec des rendements de 30 a 45%.

Pour Ar = 4-fluorophényle :

La premiere étape est un couplage pallado-catalysé de type Suzuki réalisé entre la 2-amino-4,6-

dichloropyrimidine et I'acide 4-fluorophénylboronique en présence de triphénylphosphine et de Pd(OAc)2

128



Chapitre 4 : Ligands duaux A2AR/mGIuR5

comme catalyseur dans le dioxane. En raison de la réactivité identique des deux atomes de chlore sur la
2-amino-4,6-dichloropyrimidine et de la forte réactivité des acides boroniques, la réaction est réalisée a
40 °C pour réduire la formation du composé disubstitué par le groupement 4-fluorophényle. La réaction
aboutit ainsi a un mélange de dichloropyrimidine, de produit monosubstitué et de produit disubstitué, ce
qui justifie le rendement de 32% obtenu. Un second couplage pallado-catalysé de type Suzuki est ensuite

effectué, en chauffant a 100 °C cette fois-ci afin d’obtenir les composés finaux 760-t.

2. Composés quinazoliniques

2.1.Conception
Afin de garder une potentielle affinité envers les récepteurs Aza, 'amine primaire en position C2 a été
conservée sur le noyau quinazolinique, permettant ainsi la liaison hydrogene avec I'Asn253. Des
modulations de ce cycle quinazoline ont été envisagées en positions C4 et C7, en apportant des
groupements aromatiques comportant des halogénes, un groupement méthoxy et/ou un groupement
nitrile afin d’obtenir également une affinité pour les récepteurs mGlus. En effet, de nombreux modulateurs
allostériques du récepteur mGlus décrits dans la littérature possedent des groupements aromatiques
comportant des halogénes ainsi qu’un groupement nitrile.?3”-23° Le groupement aromatique en position
C4 permettra de garder une ressemblance structurale avec les composés quinazoliniques déja synthétisés,
possédant tous un groupement aromatique en cette position. L'ajout du deuxiéme groupement
aromatique en position C7, quant a lui, permettra d'apporter un élément pharmacophorique des mGluRs.
Par modélisation moléculaire, ces composés envisagés, tel que le composé E, se positionnent de la méme
maniére que le ligand de référence 7 au sein du récepteur mGlus, tout en gardant les interactions

essentielles avec ce récepteur (Figure 94).
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Composé E

Figure 94. Superposition de la pose docking sélectionnée du composé quinazolinique E (cyan) a la
structure co-cristallisée du composé 7 (rose) au sein du récepteur hmGlus. (PDB : 5CGC)

Grace aux modulations proposées par modélisation moléculaire, une deuxieme série de molécules

quinazoliniques a été développée en tant que ligands duaux A;aR/mGIuRs (Figure 95).

Série Il

R, =H, F, Cl, OMe, CN
R,=H, F, Cl, OMe

Figure 95. Structures envisagées des composés a visée mixte de la série ll.

Concernant la synthese des quinazolines a visée mixte, le schéma réactionnel est similaire a celui décrit

précédemment pour les quinazolines antagonistes A2aR (Schéma 20).
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o} o) cl Ar, Ar,

OH a NH b NN c SN N
/©\)Nt2 88% Br HAO 32% Br N/)\Cl Br N/)\CI * Ary N/)\CI
a7f 48f 491 80a-d.f
‘|
Ar, Ary =Ar,
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Ar; N/)\CI .
80e
d
Ar, Ar,

21-38%

P P
Z 2
Ary NJ\NHZ Ar; N H/\©\
81a-f o~

Réactifs et conditions : a) urée (10.0 éq.), 140 °C, 16 h; b) POCl; (10.0 éq.), reflux, 16 h; c) acide boronique

(1.0 éq.), K,COs (2.0 éq.), PPhs (0.04 éq.), Pd(OAc), (0.02 éq.), dioxane/eau (4/1), TA, 16 h; d) acide
boronique (1.0 éq.), K,COs3 (2.0 éq.), PPh3 (0.04 éq.), Pd(OAc), (0.02 éq.), dioxane/eau (4/1), 40 °C, 16 h;
e)i) 4-méthoxybenzylamine (2.0 éq.), DIPEA (2.5 éq.), dioxane, 110 °C, 16 h; ii) TFA, TA, 72 h.

Schéma 20. Schéma réactionnel conduisant a la synthése des composés quinazolines a visée mixte.

De facon identique a celle décrite dans le chapitre 3, la molécule 48f est obtenue par chauffage a fusion
de l'urée et de I'acide anthranilique, suivie d’une chloration. Le composé chloré est ensuite fonctionnalisé
en position C4 par une réaction pallado-catalysée de type Suzuki. Cependant, un mélange produit de
départ, composé monosubstitué en C4 et composé disubstitués en C4 et C7 est obtenu. Différentes
conditions ont été utilisées afin de pallier ce probleme notamment en modifiant la température de
réaction ou le nombre d’équivalent de I'acide boronique. Malheureusement, ce mélange est toujours

obtenu avec les mémes proportions de chaque produit (Tableau 15).
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Conditions Proportions
[ i : 2 ; . MP : 24%
Acide boronique (1.0 éq.), K»COs (2.0 éq.), PPh3 (0.04 éq.), Pd(OAc); (0.02 éq.),
dioxane/eau (4/1), 60 °C, 12 h Mono : 35%
S Di : 51%
[ i : 2 ; . MP : 21%
Acide boronique (1.0 éq.), K,COs (2.0 éq.), PPh3 (0.04 éq.), Pd(OAc), (0.02 éq.),
dioxane/eau (4/1),40°C, 12 h Mono : 32%
S Di : 47%
[ i : 2 ; . MP : 19%
Acide boronique (1.0 éq.), K,COs3 (2.0 éq.), PPh3 (0.04 éq.), Pd(OAc), (0.02 éq.),
dioxane/eau (4/1), TA, 12 h Mono : 36%
C Di : 45%
i i 2 2 ; . MP : 21%
Acide boronique (0.8 éq.), K,CO3 (2.0 éq.), PPh3 (0.04 éq.), Pd(OAc), (0.02 éq.),
i Mono : 35%
dioxane/eau (4/1), TA, 12 h ko
. (o]

MP : matiére premiere, Mono : produit monosubstitué en 4, Di : produit disubstitué en C4 et C7.
Tableau 15. Conditions utilisées pour la formation des quinazolines monosubstituées.

Les composés disubstitués ont donc été utilisés afin d’obtenir des composés finaux sans passer par un
second couplage de Suzuki. Pour le composé monosubstitué, un second couplage pallado-catalysé de type
Suzuki est ensuite effectué afin d’apporter le groupement aromatique en position C7. Une nouvelle
stratégie de synthése serait de réaliser le couplage de Suzuki en position C7 dés le départ sur I'acide
anthranilique afin de ne plus obtenir de mélange de produits mono et di-substitué.

Par la suite, une réaction de substitution nucléophile est réalisée par la 4-méthoxybenzylamine dans le
dioxane, suivie d’'une réaction de déprotection de I'amine primaire par action du TFA a température

ambiante afin d’obtenir les composés finaux 81a-f.

I. Affinités et relations structure-activité des ligands duaux A;aR/mGluRs

1. Composés 2-aminopyrimidines
Les composés 2-aminopyrimidines de la série | ont été évalués pour leur affinité. Les résultats obtenus
sont reportés dans le Tableau 16, ci-dessous. Les composés 8, 77, 78 et 79 avaient été synthétisés et testés
pour leur affinité en « radiobinding » par Raphaél Bolteau. Ces quatre composés ont été testés a nouveau
par polarisation de fluorescence afin d’avoir des résultats homogenes. A la lecture des résultats décrits

dans le Tableau 16, nous avons pu établir de nouvelles relations structure-activité :

=  Modulations du groupement Ar;

Deux composés 2-aminopyrimidiques disubstitués soit par un cycle pyrazole soit par un cycle 2-furane
avaient été synthétisés lors des travaux de Raphaél Bolteau (78, Ki (hA2aR) = 719 nM et 79, Ki (hA2aR) = 27

nM). Bien que le composé 79 présente une excellente affinité de 27 nM pour le récepteur Ay, il n’a pas
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été retenu comme composé « hit » en raison de son affinité supérieure a 10 uM pour le récepteur mGlus
(% déplacement a 10 uM (hmGluRs) = 5%). Quelle que soit la nature du groupement aromatique en
position C4, l'introduction du groupement p-fluorophényle en position Cé confére une affinité de liaison
légerement plus faible a celle du groupement pyrazole, comme par exemple pour les composés
comportant un groupement 3-fluorophényle (76b, K (hA2aR) = 194 nM et 76p, Ki (hA2aR) = 345 nM) ou 4-
fluorophényle (76c, Ki (hA2aR) = 231 nM et 760, Ki (hA2aR) = 344 nM) en position C4. La substitution des
groupements 3,5-difluorophényle (76n et 76q, Ki (hA;aR) > 10 uM) et 3-chloro-5-cyanophényle (76i et 76s,
Ki (hA2aR) > 10 uM) supprime I’affinité envers les récepteurs A;a que ce soit en présence du groupement

pyrazole ou p-fluorophényle.

£
Ar1 N/)\NHZ

Composé Ary Ar, Ki hA2aR (nM)*  hmGlus (% dépl.)®

8 Pyrazole 3-cyanophényle 145 + 31 45
77 Pyrazole Phényle 124 £+ 31 23
78 Pyrazole Pyrazole 719 £ 117 2
79 Furane Furane 274 5
76a Pyrazole 2-fluorophényle 244 + 56 /
76b Pyrazole 3-fluorophényle 194 + 30 /
76¢ Pyrazole 4-fluorophényle 231+37 /
76d Pyrazole 3-chlorophényle 346 + 41 /
76e Pyrazole 4-chlorophényle >10000 /
76f Pyrazole 3,4-dichlorophényle >10000 /
76g Pyrazole 3-méthoxyphényle 118+9 /
76h Pyrazole 4-méthoxyphényle >10000 /
76i Pyrazole 3-chloro-5-cyanophényle >10000 /
76j Pyrazole 2,3,5-trifluorophényle >10000 /
76k Pyrazole 2,3-difluorophényle 137+ 25 /
76l Pyrazole 3,4-difluorophényle >10000 /
76m Pyrazole 3-chloro-5-fluorophényle >10000 /
76n Pyrazole 3,5-difluorophényle >10000 /
760 p-fluorophényle 4-fluorophényle 344 + 42 /
76p p-fluorophényle 3-fluorophényle 345 + 81 /
76q p-fluorophényle 3,5-difluorophényle >10000 /
76r p-fluorophényle 3-cyanophényle 297 £ 63 /
76s p-fluorophényle 3-chloro-5-cyanophényle >10000 /
76t p-fluorophényle 3-méthoxyphényle 328 £34 /

ales valeurs K; ont été déterminées a partir d'une analyse non linéaire des courbes de compétition utilisant le
MRS7416 comme sonde fluorescente et sont exprimées en moyenne + SEM de trois expériences
indépendantes, en duplicata. "Pourcentage de déplacement spécifique du [*H]-MPEP & 10 uM.

Tableau 16. Affinités des composés 2-aminopyrimidines a visée mixte.
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=  Modulations du groupement Ar;

Le composé « hit » multifonctionnel 8 présente une meilleure affinité par polarisation de fluorescence que
par « radiobinding » (FP, Ki (hA2aR) = 145 nM et « radiobinding », Ki (hA2aR) = 774 nM). Cette différence
pourrait étre due a une mauvaise solubilité du composé en « radiobinding ». En effet, les solutions de
composés utilisées en polarisation de fluorescence possedent un pourcentage de DMSO plus élevé (5%)
que celles utilisées en « radiobinding » (1%), ce qui diminue le risque de précipitation des composés. Les
trois autres composés 77, 78 et 79, quant a eux, ont donné des valeurs cohérentes a celles obtenues par

« radiobinding ».

Le remplacement du groupement nitrile du composé « hit » en position méta par un hydrogene (77, K;
(hA2aR) = 124 nM), un fluor (76b, Ki (hA2aR) = 194 nM) ou encore un groupement méthoxy (76g, Ki (hA2aR)
= 118 nM) ne modifie pas I'affinité de liaison. Seul le groupement chlore (76d, Ki (hA2aR) = 346 nM) cause
une légere perte de I'affinité. Etonnamment, la di- ou trisubstitution du phényle par des atomes de fluor,
chlore ou un groupement nitrile abolie totalement I'affinité sauf pour le groupement 2,3-difluorophényle
(76k, Ki (hA2aR) = 137 nM). La substitution en para semble impacter I'affinité par une suppression totale
de cette derniére pour les groupements chlore (76e, Ki (hA2aR) > 10 uM) et méthoxy (76h, Ki (hA2aR) > 10
UM), contrairement a leur analogue en position méta (76d, K (hA2aR) = 346 nM et 76g, Ki (hA2aR) = 118
nM). De plus, la taille du groupement en cette position para semble également jouer un réle car un plus
petit groupement comme le fluor permet de récupérer une affinité de 231 nM (76c). La position méta
semble étre la position optimale afin de réaliser des substitutions par différents groupements afin d’établir

une affinité avec le récepteur.

Malheureusement, seules les relations structure-activité sur les récepteurs A;a ont pu étre réalisées. Il
serait intéressant d’étudier I'affinité de ces composés sur les récepteurs mGlus afin de vérifier si les

différentes modulations permettent de garder une activité mixte ou non.

2. Composés quinazoliniques
L'affinité des composés quinazoliniques de la série Il a également été évaluée. Les résultats obtenus sont

reportés dans le Tableau 17, ci-dessous.
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Ar,
~N
7
NJ\NHZ
Composé Ary Ar; Ki hA2aR (nM)?
8la Phényle Phényle >10000
81b 2-fluorophényle 2-fluorophényle >10000
81c 3-fluorophényle 3-fluorophényle >10000
81id 4-fluorophényle 4-fluorophényle >10000
8le 4-fluorophényle 3-chlorophényle >10000
81f 3,5-difluorophényle 3,5-difluorophényle >10000

aLes valeurs K; ont été déterminées a partir d'une analyse non linéaire des courbes de compétition utilisant
le MRS7416 comme sonde fluorescente et sont exprimées en moyenne + SEM de trois expériences
indépendantes, en duplicata.

Tableau 17. Affinités des composés quinazoliniques a visée mixte.

Malheureusement, I'analyse des résultats révele que ces composés ne présentent aucune affinité pour les
récepteurs Aza. En effet, les six composés montrent tous une affinité supérieure a 10 uM. Toutefois, ces
résultats sont cohérents avec les relations structure-activité décrites précédemment sur la famille des
quinazolines. Ces résultats auraient donc pu étre anticipés si le test de polarisation de fluorescence avait
été mis en place plus tot, avant la synthése de ces composés. La présence des groupements p-
fluorophényle et phényle en position C6 sur les composés 50i et 50j, diminue de maniéere significative
I'affinité envers les récepteurs A,a ou la supprime totalement (50i, Ki (hA2aR) > 10 uM et 50j, Ki (hA2aR) =
318 nM). La présence de groupements aromatiques volumineux affecte donc I'affinité des composés et ne
semble pas adaptée pour interagir avec la poche hydrophobe formée par Ala59, Ala63, Val84 et His278,
contrairement aux groupements plus petits, comme le méthyle ou le brome. De plus, nous avons constaté
gue les substitutions en positions C6 et C7 offrent des affinités de liaison similaires pour les groupements
brome, méthyle et chlore. De la méme maniére, pour les groupements aromatiques, qu'ils soient en

position C6 ou C7, I'affinité diminue drastiquement.

Les composés quinazoliniques portant des groupements aromatiques en position C7 ne sont donc pas des
composés affins pour les récepteurs A;n et ne pourront pas étre utilisés comme ligands duaux
A2aR/mGIuRs. L'affinité de ces composés pourrait étre évaluée sur les récepteurs mGlus afin de déterminer

s’ils peuvent agir comme modulateurs allostériques négatifs de ces récepteurs.
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Conclusion et perspectives

Les travaux réalisés lors de ma these ont porté sur la conception, la synthése et I'évaluation
pharmacologique d’antagonistes A>aR et de ligands duaux A;aR/mGIuRs. Ces travaux font suite aux
résultats obtenus lors des travaux de thése de Romain Duroux et Raphaél Bolteau.®”:1%8 Le premier objectif
de ma thése était de développer une nouvelle méthode de mesure de I'affinité par polarisation de
fluorescence afin de remplacer le « radiobinding ». Le second objectif était de développer de nouveaux
antagonistes ciblant A;aR, basés sur les structures des benzofuranes et des quinazolines et ayant de bonnes
affinités et solubilités. Enfin, le dernier objectif de ma thése était de développer des ligands duaux ciblant
les récepteurs A;a et mGlus. En guise de conclusion, nous allons synthétiser les points essentiels abordés

et envisager quelques perspectives.
= Développement d’un test de polarisation de fluorescence

Un test de polarisation de fluorescence a été mis en place et optimisé dans notre laboratoire sur les
récepteurs A,a. Cela a été rendu possible grace a une collaboration avec le Dr. K. A. Jacobson, qui nous a
fourni la sonde fluorescente MRS7416. Cette méthode a permis d'évaluer I'affinité de tous les composés
synthétisés au cours de ma these. Grace a cette approche, nous avons pu envisager de nouvelles

modaulations et approfondir les relations structure-activité de nos séries chimiques.

Une sonde fluorescente, 14, visant les récepteurs mGlus a été synthétisée (Figure 96). Quelques essais par
polarisation de fluorescence ont été réalisés avec cette sonde sur les récepteurs mGlus mais le test n’a pu
étre optimisé davantage par manque de temps. Il faudrait d'abord de s'assurer que la sonde émet
suffisamment de fluorescence pour une utilisation en FP. Egalement, il serait pertinent de produire nos
propres préparations membranaires exprimant les récepteurs mGlus, afin de garantir I'obtention de

résultats homogenes.

Figure 96. Structure de la sonde 14.
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=  Famille des benzofuranes

De nouvelles modulations ont été envisagées par modélisation moléculaire sur la structure des
benzofuranes en positions C2 et C5 afin d’améliorer I'affinité de ces derniers et d’établir de nouvelles
relations structure-activité autour des A;aR. Ces modulations ont permis la synthése de deux nouvelles

séries de molécules (Figure 97).

NH, j 1 NH,

R o
1
o o]

Série | Série ll

R, = phényle, p-fluorophényle, R, = CN, CONH,, COOCH,, COOCH,CH,
2-furane, 3-furane

Figure 97. Structures des séries | et Il benzofuraniques.

Ces modulations ont consisté a moduler la position C5 avec différents groupements aromatiques, tels
gu’un phényle, p-fluorophényle ou encore un groupement furane. La position C2 a été modulée avec
différents groupements possédant une liaison C=0, tels qu’un ester méthylique ou éthylique. L’affinité de
ces composés sur les récepteurs Axxa été mesurée mais aucune de ces modulations n’a permis d’obtenir
une affinité considérable envers ces récepteurs. En effet, tous les composés présentent une affinité de
I’ordre du micromolaire ou plus. Ces résultats n’ont donc pas permis de déterminer de nouvelles relations
structure-activité. Les composés benzofuraniques ont montré des résultats décevants. Bien qu’ayant une
structure originale par rapport aux autres antagonistes AR, ces molécules ne semblent pas étre des
ligands pouvant montrer une meilleure affinité envers les récepteurs A,a. Il serait pertinent de mener de
nouvelles études de modélisation moléculaire en effectuant des modifications supplémentaires sur
d’autres positions du cycle benzofuraique que nous n’avons pas exploré. En effet, comme illustré dans
I'introduction (Figure 22, p 27), des substitutions aux positions C4 et C7 semblent favoriser une affinité
pour le récepteur AxaR. La substitution en position C5 pourrait expliquer le manque d'affinité de nos

composés, étant donné que ceux utilisés en position C2 sont comparables a ceux décrits dans la littérature.
= Famille des quinazolines

Les travaux réalisés sur les quinazolines font suite a ceux obtenus lors de la thése de Raphaél Bolteau.!®

Pour rappel, ces travaux avaient permis d’obtenir le composé « hit » 6 possédant une affinité de 23 nM
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pour les récepteurs Aa. Grace a ce composé, une structure co-cristallisée avait pu étre obtenue, validant

ainsi le positionnement et les interactions essentielles réalisés par la molécule au sein du récepteur.’?

Dans le but d’améliorer I'affinité et la solubilité du composé 6, différentes modulations ont été réalisées
autour de ce composé (Figure 98). Ces modulations ont également pu permettre d’approfondir les

relations structure-activité autour des composés quinazoliniques.

a0 0 >0
Br 7 Activité 7 Solubilité
A A — i)
I N
N//kNHz N/ANHZ N H/\H4

6 50m 55x
K; =23 nM Ki=5nM Ki=21 nM
IC5, (AMPc) > 30 pM IC5, (AMPc) =6 pM ICs, (AMPc) = 8 pM
Solubilité = 0,15 uM Solubilité = 12,0 pM

Figure 98. Modulations réalisées sur le composé « hit » 6.

Dans le cadre de mes travaux de these, des modulations ont d'abord porté sur le groupement aromatique
en position C4. Il est apparu que le 2-furane offrait une meilleure affinité a cette position, comparé au
phényle et au p-fluorophényle. Les positions C6 et C7 ont par la suite été modulées avec différents
groupements afin de voir I'impact de ces derniers sur I'affinité. Les résultats ont montré que ces deux
positions apportent une affinité similaire, indépendamment du substituant utilisé. La substitution de
I'atome de brome en C6 par un groupement méthyle en position C7 a permis I'identification d’un nouveau

composé « hit » 50m ayant une excellente affinité de 5 nM (Figure 98).

Le deuxiéme objectif était d’améliorer la solubilité de ce nouveau composé « hit », cette derniére étant
modérée (0,80 uM). Pour cela, I'ajout de différentes chaines amines en position C2 de la quinazoline a été
étudié. Les chaines aminopentylpipéridine et 4-[(pipéridin-1-yl)méthyllaniline sont apparues comme étant
les deux chaines les plus optimales afin de maintenir une affinité équivalente au dérivé 2-
aminophénylquinazoline 4. Ces deux chaines ont donc été incorporées sur la structure du composé 50m,
ce qui a permis d’obtenir des composés ayant une forte affinité pour le récepteur Aza (55X, Ki (hA2aR) = 21
nM ; 56d, Ki (hA2aR) = 15 nM) tout en augmentant plus de dix fois la solubilité (55x, s = 12,0 uM). De plus,
ces composés ont montré un pouvoir antagoniste envers les récepteurs A, avec des valeurs acceptables
de l'ordre du micromolaire (55x, ICso (AMPc) = 9 uM ; 56d, ICso (AMPc) = 5 uM). Toutefois, il serait
intéressant d’obtenir des molécules ayant un pouvoir antagoniste plus élevé. En effet, une molécule telle

que le ZM-241385 possede une ICso de 227 nM, ce qui est bien meilleur que celle de nos composés.
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Les composés congus et synthétisés ont montré des résultats trés prometteurs. Ces derniers nous ont
permis la publication d’un article autour des composés quinazoliniques, publié dans le journal Molecules

(DOI : https://doi.org/10.3390/molecules29163847).24°

Nous avons donc réussi a atteindre notre objectif de développer des antagonistes des récepteurs Aza a la
fois affins et solubles grace aux modulations apportées au composé 6. La sélectivité des composés les plus
puissants envers les récepteurs Aa devra étre évaluée. Des études pharmacocinétiques serait également
envisageables pour ensuite, si les résultats sont intéressants, tester les molécules chez différents modeles

animaux de MA et MP.

A partir des résultats obtenus pour les composés quinazoliniques, une sonde fluorescente, 73, basée sur

le squelette du composé « hit » 50m a également été développée et synthétisée (Figure 99).

H 74 TFA

Figure 99. Structure de la sonde fluorescente 73.

Malheureusement, cette sonde n'a pas donné de résultats concluants et n'a pas pu étre utilisée pour
effectuer des tests de polarisation de fluorescence. Cependant, la synthése des sondes « modeéles » a
permis de mettre en lumiére que I'ajout de longues chaines en position C2 permet de garder une affinité
du méme ordre de grandeur que les dérivés 2-aminoquinazolines. Ce point est intéressant pour la

conception de ligands mixtes A2aR/mGIuRs, par la stratégie utilisant un « linker » entre deux composés.
= Ligands duaux A2aR/mGIuRs

Les travaux réalisés sur les ligands duaux A>aR/mGIuRs font suite aux résultats obtenus sur un premier
composé 2-aminopyrimidine « hit » 8 (Figure 100).1%® Ce composé présente une affinité micromolaire (a
10 uM) sur le récepteur mGlus tout en conservant une affinité submicromolaire sur le récepteur Az (K;

(hA24R) = 145 nM).
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« Hit »
K; (hA,4R) = 145 nM
Wépl. 410 uM (hmGIuRs) = 45 %

Figure 100. Structure du composé « hit » multifonctionnel.

Dans le but d’améliorer davantage I'affinité et d’étudier les relations structure-activité des composés 2-
aminopyrimidines au sein des deux récepteurs, de nouveaux composés de cette famille chimique ont été
développés. Une seconde série chimique de composés, basée sur la structure des quinazolines, a
également été développée afin de garder un motif A,aR auquel les pharmacophores de mGluRs ont été

apportés. Deux séries de molécules ont ainsi été synthétisées.

1
Ar N/ANHQ

Série | Série Il

Ar = pyrazole, p-fluorophényle R, =H, F, Cl, OMe, CN

Figure 101. Structures des séries | et Il des ligands a visée mixte.

Ces deux séries de composés ont seulement pu étre testées pour leur affinité pour les récepteurs Aza. Les
composés 2-aminopyrimidines ont présenté des affinités intéressantes de I'ordre de la centaine de
nanomolaire. Les différentes modulations ont montré qu’un aromatique di- ou trisubstitué en position C4
causait une perte de I'affinité (Ki (hA2aR) > 10 uM). La position méta semble étre la plus favorable pour
étre substituée et maintenir une affinité correcte. La substitution en position C6 du groupement pyrazole

par un p-fluorophényle n’affecte pas I'affinité.

Malheureusement, les composés quinazoliniques portant des groupements aromatiques en position C7
n’ont pas montré d’affinité pour les récepteurs A, avec des affinités supérieures a 10 uM. Ces composés

ne pourront donc pas étre utilisés comme ligands duaux A>aR/mGIuRs. L'affinité de ces composés pourrait
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étre évaluée sur les récepteurs mGlus afin de déterminer s’ils peuvent agir comme modulateurs

allostériques négatifs de ces récepteurs.

Perspectives

Il serait intéressant, dans un premier temps, de développer le test de polarisation de fluorescence sur les
récepteurs mGlus, afin de tester les composés a visée mixte les plus intéressants sur ces derniers. Pour
cela, il faudrait d’abord produire nos propres membranes surexprimant les récepteurs mGlus. Cela a été
fait pour les récepteurs Axx et nous a permis d’obtenir des solutions de membranes homogenes et ainsi
avoir des résultats reproductibles. Il serait ensuite nécessaire de réaliser des tests de fluorescence et de
cinétique sur la sonde pour mGluRs 14, synthétisée au laboratoire. Puisqu’elle n'est pas documentée dans
la littérature, il est important de vérifier si elle est adaptée a la FP avant d'envisager de nouveaux tests

d'optimisation par polarisation de fluorescence.

De nouveaux composés duaux A,aR/mGIluRs pourraient étre envisagés par la stratégie utilisant un
« linker » entre deux molécules a la place de la stratégie de ligands « fusionnés ». En effet, le linker
développé pour les sondes ciblant A2aR a montré des résultats intéressants en n’impactant que légérement
I'affinité des composés de référence. Lier une molécule ciblant A2aR (quinazoline) grace a ce linker a une
molécule ciblant mGIuRs permettrait ainsi de créer de nouvelles molécules duales (Figure 102). De plus,
de nombreux ligands duaux ont été développés a partir de la stratégie utilisant un « linker » entre deux

com pOSéS.189’241’242

Ligand A, R

Figure 102. Structures envisagées de molécules duales A;aR/mGIuRs.

Comme évoqué dans lI'introduction, les stratégies visant a cibler et moduler le récepteur A, en tant que
point de contréle immunitaire ont démontré leur potentiel a produire des effets thérapeutiques
significatifs. Le récepteur Axa est impliqué dans divers cancers tels que le mélanome, le cancer du sein ou
encore le gliome. Il serait donc intéressant de tester nos meilleurs composés sur les lignées cellulaires
impliquées dans ces cancers afin de voir si elles ont un intérét thérapeutique dans ce domaine, par le biais

de collaborations avec des laboratoires en cancérologie.
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Chemistry

Material and instrumentation

Chemicals and solvents were obtained from commercial sources and used without further purification
unless otherwise noted. Reactions were monitored by TLC performed on Macherey—Nagel Alugram® Sil
60/UV254 sheets (thickness 0.2 mm, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren, Germany). Purification of
products was carried out by recrystallization or column chromatography. Column chromatography was
carried out using Macherey—Nagel silica gel (230-400 mesh, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren,
Germany). Melting points were determined on a Biichi SMP-20 capillary apparatus (Bichi SARL, Villebon
sur Yvette, France) and are uncorrected. NMR spectra were recorded on a Bruker DRX 300 spectrometer
(Division Biospin, Wissembourg, France) operating at 300 MHz for 1H and 75 MHz for 13C). Chemical shifts
are expressed in ppm relative to tetramethylsilane (TMS). Chemical shifts are reported as position (6 in
ppm), multiplicity (s = singlet, d = doublet, t = triplet, g = quartet, p = pentet, dd = double doublet, br =
broad, and m = multiplet), coupling constant (J in Hz), relative integral, and assignment. Mass spectra of
compounds were recorded with decimal precision using a Waters AcQuity UPLC I-Class with UV detection
(PDA) and an electrospray mode (ESI) (Waters Corporation, Milford, MA, USA). UPLC-MS Waters system
was equipped with a UPLC | SMP MGR-FTN sample manager, an ACQUITY UPLC I-Class eK photodiode array
detector (210-400 nm), and an ACQUITY QDa (Performance) detector (scan 50-1250) (Waters
Corporation, Milford, MA, USA). Acquity BEH C18 column (50 mm x 2.1 mm, 1.7 um, Waters) was used.
The injection volume was 0.5 pL. A mixture of water and acetonitrile was used as mobile phase in gradient
elution. The pH of the mobile phase was adjusted with HCOOH and NH4OH to form a buffer solution at pH
3.8. The analysis time was 5 min (at a flow rate of 600 uL/min), 10 min (at a flow rate of 600 uL/min), or
30 min (at a flow rate of 600 pL/min). Unless otherwise specified, the purity of evaluated compounds was

judged to be >95% as determined by UPLC-UV-MS system.
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Partie expérimentale

The synthesis of the fluorescent probe MRS7416 was carried out according to published procedures.®

1-Chloro-4-(trimethylsilyl)-3-butyn-2-one (9)

(o]

Cl
. -

W

Procedure:

AICl; (1.4 eq., 5.48 g, 41.08 mmol) was suspended in DCM (25 mL) and cooled in an ice bath.
Bis(trimethylsilyl)acetylene (1.0 eq., 5.00 g, 29.34 mmol) and chloroacetyl chloride (1.1 eq., 2.57 mL, 32.28
mmol) were combined in DCM and the solution was added to the AICl; suspension dropwise. The dark

brownish-red solution was stirred at 0 °C for 1 hour, then the ice bath was removed. After 1 hour at room

temperature, the reaction was cooled at 0 °C and quenched by slow addition of HCl solution 1M. The

solution was extracted three times with DCM, the combined organic layers were washed with water,
NaHCOs solution 1M, brine and dried over MgSQO,. The solution was filtered and concentrated in vacuo to

afford 9 (3.93 g, 77%). Next step was done without further purification.
1H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 4.24 (s, 2H, CH,), 0.28 (s, 9H, (CHs)s3).
LC-MS (ESI) m/z = 175.0, 177.0 [M+H]*
Molecular formula: C;H1,CIOSi
Molecular weight: 174.70 g/mol
Aspect: yellow oil
2-Methyl-4-[(trimethylsilyl)ethynyl]-1,3-thiazole (10)
S
— )
N A
A
Si

e
~

Procedure:

9 (1.0 eq., 3.93 g, 22.50 mmol) was dissolved in DMF (20 mL), then thioacetamide (1.3 eq., 2.20 g, 29.24
mmol) was added in one portion. The mixture was stirred at room temperature overnight. Mixture was

dissolved in EtOAc and washed with water and brine. The solution was dried over MgSQ,, filtered and

concentrated in vacuo to afford 10 (2.80 g, 64%). Next step was done without further purification.
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1H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 7.32 (s, 1H, H7), 2.70, (s, 3H, CHs), 0.28 (s, 9H, (CHs)s).
LC-MS (ESI) m/z = 196.0 [M+H]*

Molecular formula: CsH13NSSi
Molecular weight: 195.05 g/mol
Aspect: brown oil

Methyl 2-(3-bromophenoxy)acetate (11)

(o)
Br. 2 0\)1\ 9
1 A 0/
5 7
2 4

3

Procedure:

To a solution of 3-bromophenol (1.0 eq., 5.00 g, 28.90 mmol) in acetone (20 mL) were added K>COs (3.0
eq., 11.98 g, 86.70 mmol) and methyl bromoacetate (0.8 eq., 2.23 mL, 23.12 mmol). The solution was
stirred at reflux overnight. Mixture was cooled to room temperature and hydrolyzed with water. The
aqueous layer was extracted three times with EtOAc. The solution was dried over MgSQ,, filtered and
concentrated in vacuo to give a yellow oil. The crude product was taken up in PE and put into freezer
overnight. The solution was filtered to afford 11 (3.62 g, 48%).

1H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 7.15-7.13 (m, 2H, H; and Hs), 7.09-7.07 (m, 1H, He), 6.88-6.84 (m, 1H, Ha),
4.63 (s, 2H, Hy), 3.83 (s, 3H, Hs).

LC-MS (ESI) m/z = 245.1, 247.1 [M+H]*
Molecular formula: CsHsBrO3
Molecular weight: 245.07 g/mol

Melting point: 79-81 °C
Aspect: white solid
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Ethyl 2-{3-[2-(2-methyl-1,3-thiazol-4-yl)ethynyl]phenoxy}acetate (12)

Procedure:

To a solution of 10 (1.0 eq., 1.00 g, 5.12 mmol) in DMF (10 mL) were added Cul (0.1 eq., 97.0 mg, 0.51
mmol), EtsN (1.5 eq., 1.06 mL, 7.68 mmol) and 11 (1.1 eq., 1.45 g, 5.91 mmol). The solution was degassed
with nitrogen for 5 minutes and then bis(triphenylphosphine)palladium dichloride (0.05 eq., 180.02 mg,
0.26 mmol) was added. TBAF (1.1 eq., 1.66 mL, 5.63 mmol) was added dropwise and then the solution was
stirred and heated at 85 °C for 1 hour. The mixture was cooled to room temperature and hydrolyzed with
water. Aqueous layer was extracted three times with EtOAc. Combined organic layers were dried over
MgSQ,, filtered and concentrated in vacuo to give a brown oil. The crude product was purified by flash
chromatography (cyclohexane/EtOAc (7/3)) to afford 12 (695.5 mg, 45%).

1H-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 7.42 (s, 1H, His), 7.32-7.22 (m, 2H, H, and Hs), 7.12-7.06 (m, 1H, He), 6.99-
6.94 (m, 1H, Ha), 4.66 (s, 2H, H7), 3.84 (s, 3H, Ha), 2.83 (s, 3H, His).

LC-MS (ESI) m/z = 288.2 [M+H]*
Molecular formula: C1sH13NOsS

Molecular weight: 287.06 g/mol
Aspect: yellow oil

Methyl 2-{3-[2-(2-methyl-1,3-thiazol-4-yl)ethynyl]phenoxy}acetate (13)

Procedure:
12 (1.0 eq., 300.0 mg, 1.04 mmol) was added to a solution of putrescine and methanol (10 mL, 1:9, v/v)
and the mixture was stirred at room temperature overnight. The solvent was concentrated in vacuo. The
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product was dissolved in ethyl acetate and washed three times with water. The organic layer was dried
over MgSO0,, filtered and concentrated in vacuo to afford 13 (300.1 mg, 84%).

1H-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 8.15 (t, 1H, J = 5.7 Hz, His), 7.91 (s, 1H, H1), 7.35 (t, 1H, J= 7.9 Hz), 7.18-
7.02 (m, 3H), 4.52 (s, 2H, H-), 3.12 (quadruplet, 2H, Hig, J = 6.7 Hz), 2.68 (s, 3H, H4), 1.75 (m, 1H), 1.51-1.23
(m, 7H).

LC-MS (ESI) m/z = 344.1 [M+H]*
Molecular formula: CigH,1N30,S

Molecular weight: 343.13 g/mol
Aspect: yellow oil

N-(4-{[2-(6-hydroxy-3-ox0-3H-xanthen-9-yl)phenyl]formamido}butyl)-2-{3-[2-(2-methyl-1,3-thiazol-4-
yl)ethynyl]phenoxy}acetamide (14)

Procedure:

Fluorescein (1.0 eq., 290.3 mg, 0.87 mmol) was dissolved in DCM. The solution was cooled to 0 °C and then
EtsN (3.2 eq., 0.39 mL, 2.80 mmol) was added dropwise. The solution was stirred at room temperature for
30 min. EDCI (2.0 eq., 271.2 mg, 1.75 mmol) and HOBt (2.0 eq, 236.1 mg, 1.75 mmol) were added at 0 °C
and the solution was stirred for 30 min. N-(4-aminobutyl)-2-{3-[2-(2-methyl-1,3-thiazol-4-
yl)ethynyl]phenoxy}acetamide (1.0 eq., 300.0 mg, 0.87 mmol) was added and the solution was stirred at 0
°C for 1 hour and at room temperature for 3 days. The solution was hydrolyzed with a HCl solution (1M)
and aqueous phase was extracted with DCM 3 times. Then, the organic layer was washed with a NaHCO3
solution (1M). The organic layer was dried over MgSQ,, filtered and concentrated in vacuo to give an
orange oil. The product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH: 9.7/0.3 to 9.5/0.5) to afford
14 (55.2 mg, 10%).

H-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 9.94 (s, 1H, Hss), 8.01-7.94 (m, 1H), 7.89 (s, 1H, H1,), 7.83-7.76 (m, 1H),
7.57-7.48 (m, 2H), 7.39-7.31 (m, 1H), 7.17-7.08 (m, 2H), 7.06-6.99 (m, 2H), 6.60 (d, 2H, J = 2.4 Hz), 6.47 (dd,
2H,J=2.5Hz and J = 8.6 Hz), 6.36 (d, 2H, J = 8.7 Hz), 5.76 (s, 1H, Has), 4.44 (s, 2H, Hy), 2.97 (t, 2H, J = 7.1
Hz), 2.87 (q, 2H, Hie, J = 6.5 Hz), 2.67 (s, Hia), 1.25-1.12 (m, 3H), 1.03-0.89 (m, 3H).
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B3C-RMN (DMSO-ds, 8 ppm, J Hz): 167.5 (Cg and Css), 167.3 (Ca1), 166.3 (C), 159.2 (C), 158.2 (C), 153.0 (C),
152.5 (C), 135.8 (C), 133.3 (CH), 131.0 (C), 130.4 (C), 129.4 (CH), 129.0 (2 CH), 124.9 (CH), 124.6 (CH), 124.0
(CH), 123.1 (CH), 122.8 (2 CH), 117.4 (CH), 116.6 (C), 112.8 (CH), 110.0 (2 C), 102.7 (CH), 88.3 (C10), 84.6
(Cs), 67.4 (C5), 65.4 (CH), 64.2 (C), 55.4 (CH), 39.6 (C15 Or C1s), 38.2 (C16 Or C1), 27.0 (Cy7 or C1s), 25.7 (C17 OF
Cis), 19.2 (Caa).

LC-MS (ESI) m/z = 658.4 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.0 min, purity > 99.0 %

Molecular formula: C3gH31N306S
Molecular weight: 657.19 g/mol
Aspect: orange oil

Fluorescein (15)

Procedure:

Resorcinol (2.0 eq., 2.97 g, 27.00 mmol) and phthalic anhydride (1.0 eq., 2.00 g, 13.50 mmol) were added
in methane sulfonic acid (20 mL). The solution was cooled to room temperature and hydrolyzed with 7
volumes of ice water. The solution was filtered and the solid was dried in oven to afford 15 (4.35 g, 98%).

H-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 10.15 (s, 2H, OH), 7.99 (m, 1H), 7.83-7.68 (m, 2H),7.27 (d, 1H, J = 8.0 Hz),
6.69 (m, 2H), 6.55 (m, 4H).

LC-MS (ESI) m/z = 333.2 [M+H]*
Molecular formula: C;0H1,05
Molecular weight: 332.07 g/mol

Melting point: 314 °C
Aspect: red/orange powder
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2-Methyl-4-[2-(3-methylphenyl)ethynyl]-1,3-thiazole (16)

13

Procedure:

The same procedure as described for compound 12 was used starting from 10 (1.0 eq., 200.0 mg, 1.02
mmol), Cul (0.1 eq., 19.5 mg, 0.10 mmol), EtsN (1.5 eq., 0.21 mL, 1.54 mmol), 3-bromotoluene (1.1 eq.,
0.14 mL, 1.13 mmol), bis(triphenylphosphine)palladium dichloride (0.05 eq., 36.4 mg, 0.05 mmol) and
TBAF (1.1eq.,0.33 mL, 1.13 mmol) in DMF (5 mL). The crude product was purified by flash chromatography
(cyclohexane/EtOAc (7/3)) to afford 16 (700.0 mg, 45%).

H-RMN (DMSO-ds, 5 ppm, J Hz): 7.89 (s, 1H, H11), 7.38-7.24 (m, 4H, H,, Hs, Ha, He), 2.67 (s, 3H, H7), 2.33
(S, 3H, H13).

B3C-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 166.2 (C12), 138.7 (Cs), 135.9 (CH), 132.2 (CH), 130.4 (CH), 129.1 (CH),
128.9 (CH), 124.7 (C10), 121.9 (C4), 88.6 (Co), 84.3 (Cs), 21.2 (Cy), 19.2 (C13).

LC-MS (ESI) m/z = 214.2 [M+H]"*
Molecular formula: C;3H11NS
Molecular weight: 213.06 g/mol

Aspect: yellow oil

4-[2-(3-Methoxyphenyl)ethynyl]-2-methyl-1,3-thiazole (17)

13

Procedure:

The same procedure as described for compound 12 was used starting from 10 (1.0 eq., 200.0 mg, 1.02
mmol), Cul (0.1 eq., 19.5 mg, 0.10 mmol), EtsN (1.5 eq., 0.21 mL, 1.54 mmol), 3-methoxyphenylbromide
(1.1 eq.,0.14 mL, 1.13 mmol), bis(triphenylphosphine)palladium dichloride (0.05 eq., 36.4 mg, 0.05 mmol)
and TBAF (1.1 eq., 0.33 mL, 1.13 mmol) in DMF (5 mL). The crude product was purified by flash
chromatography (cyclohexane/EtOAc (7/3)) to afford 17 (82.1 mg, 35%).
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H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 7.91 (s, 1H, Hy1), 7.38-7.32 (m, 1H), 7.14-7.09 (m, 2H), 7.04-7.00 (m, 1H),
3.79 (s, 3H, H5), 2.68 (s, 3H, Hus).

3C.RMN (DMSO-ds,  ppm, J Hz): 166.2 (C12), 159.7 (Cs), 135.8 (CH), 130.4 (Cao), 124.9 (CH), 123.2 (C4),
116.5 (2 CH), 116.1 (CH), 88.4 (Cs), 84.4 (Cs), 55.7 (C5), 19.2 (Ca3).

LC-MS (ESI) m/z = 230.4 [M+H]*
Molecular formula: C13H1:NOS
Molecular weight: 229.06 g/mol

Aspect: white powder

3-[2-(2-Methyl-1,3-thiazol-4-yl)ethynyl]benzonitrile (18)

Procedure:

The same procedure as described for compound 12 was used starting from 10 (1.0 eq., 200.0 mg, 1.02
mmol), Cul (0.1 eq., 19.5 mg, 0.10 mmol), EtsN (1.5 eq., 0.21 mL, 1.54 mmol), 3-bromobenzonitrile (1.1
eq., 204.98 mg, 1.13 mmol), bis(triphenylphosphine)palladium dichloride (0.05 eq., 36.4 mg, 0.05 mmol)
and TBAF (1.1 eq., 0.33 mL, 1.13 mmol) in DMF (5 mL). The crude product was purified by flash
chromatography (cyclohexane/EtOAc (7/3)) to afford 18 (92.0 mg, 42%).

1H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 7.08-7.06 (m, 1H), 7.99 (s, 1H, H1o), 7.93-7.88 (m, 2H), 7.68-7.63 (m, 1H),
2.69 (s, 3H, H1).

3C-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 166.5 (C15), 136.4 (CH), 135.1 (CH), 133.1 (CH), 130.7 (2 CH), 126.0 (Cio),
123.5 (Cy), 118.4 (Cs), 112.7 (C7), 86.4 (Cs and Cs), 19.2 (Ca3).

LC-MS (ESI) m/z = 225.1 [M+H]*
Molecular formula: C;3HgN>S

Molecular weight: 224.04 g/mol
Aspect: yellow powder
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2. Synthesis of benzofuranes

(E)-5-Bromo-2-hydroxybenzaldehyde oxime (19)

Procedure:

To a solution of 5-bromo-2-hydroxybenzaldehyde (1.0 eq., 20.12 g, 99.49 mmol) in EtOH (120 mL) were
added hydroxylamine hydrochloride (1.2 eq., 8.34 g, 119.39 mmol) and K,COs (1.0 eq., 13.85 g, 99.49
mmol). The solution was stirred and heated at reflux for 2 hours. Then, the mixture was cooled to room
temperature and hydrolyzed with water. The solid was filtered and washed with water and PE. The solid
was recrystallized from toluene/cyclohexane (1/1) to afford 19 (16.12 g, 80%).

1H-RMN (CDCls, 6 ppm, J Hz): 9.86 (s, 1H, Hs), 8.17 (s, 1H, H-), 7.64 (s, 1H, Hs), 7.40 (dd, 1H, Ha, J = 2.6 Hz
and J = 8.7 Hz), 7.31 (d, 1H, He, J = 2.6 Hz), 6.90 (d, 1H, Hs, J = 8.7 Hz).

LC-MS (ESI) m/z = 216.2, 218.2 [M+H]*

Molecular formula: C;HsBrNO;
Molecular weight: 216.03 g/mol
Melting point: 128-130 °C
Aspect: white solid

4-Bromo-2-cyanophenyl acetate (20)
N

s P

7 0O

Procedure:

A solution of 19 (1.0 eq., 12.21 g, 55.55 mmol) in acetic anhydride (40 mL) was stirred and heated at reflux
for 4 hours. Then, the solution was cooled to room temperature and solvent was concentrated in vacuo.
The crude product was hydrolyzed with water. The solid was filtered and washed with water and PE. The
solid was recrystallized from toluene to afford 20 (12.00 g, 99%).

H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 7.80 (d, 1H, He, J = 2.5 Hz), 7.74 (dd, 1H, Ha, J = 2.5 Hz and J = 8.7 Hz), 7.21
(d, 1H, Hs, J = 8.7 Hz), 2.41 (s, 3H, Ho).

LC-MS (ESI) m/z = 240.1, 242.2 [M+H]*
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Molecular formula: CsHgBrNO;
Molecular weight: 240.06 g/mol
Melting point: 62-64 °C

Aspect: white solid

5-Bromo-2-hydroxybenzonitrile (21)
6 =N

Procedure:

To a solution of 20 (1.0 eq., 13.21 g, 54.99 mmol) in water (60 mL), was added NaOH (2.0 eq., 4.40 g, 109.97
mmol). The solution was stirred and heated at 60 °C until complete dissolution of 20. The mixture was
cooled to room temperature, hydrolyzed with water and acidified with a 6M HCl solution up to acid pH.
The solid was filtered and washed with water and PE. The solid was recrystallized from toluene to afford
21 (9.25 g, 85%).

1H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 7.62 (d, 1H, He, J = 2.5 Hz), 7.57 (dd, 1H, Ha, J = 2.5 Hz and J = 8.9 Hz), 6.91
(d, 1H, Hs, J = 8.9 Hz), 4.78 (s, 1H, Hs).

LC-MS (ESI) m/z = 198.2, 200.2 [M+H]*

Molecular formula: C;H.BrNO
Molecular weight: 198.02 g/mol
Melting point: 156-159 °C
Aspect: white solid

5-Bromo-2-(2-oxo-2-phenylethoxy)benzonitrile (22)

6 N 12
Br 1, 7~ 1 13
7
5
8 10
0 14
4 2 N0

3 15

Procedure:

To a solution of 21 (1.0 eq., 1.98 g, 10.00 mmol) in acetone (100 mL) were added 2-bromoacetophenone
(1.1eq.,2.19 g, 11.00 mmol) and K,CO3 (1.0 eq., 1.38 g, 10.00 mmol). The solution was stirred and heated
at room temperature for 4 hours. Then, the mixture was hydrolyzed with water. The solid was filtered and
washed with water and PE. The solid was recrystallized from toluene to afford 22 (2.53 g, 80%).

H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 8.01 (m, 2H), 7.71 (m, 2H), 7.60 (m, 3H), 6.73 (d, 1H, Hs, J = 8.7 Hz), 5.46 (s,
2H, Hs).
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Molecular formula: C15H10BrNO,
Molecular weight: 316.15 g/mol
Melting point: 146-147 °C
Aspect: white solid

3-Amino-2-benzoyl-5-bromobenzofurane (23)

Procedures:

To a solution of 22 (1.0 eq., 1.98 g, 10.00 mmol) in acetone (100 mL) was added K,COs (2.0 eq.,
2.76 g, 20.00 mmol). The solution was stirred and heated at reflux for 16 hours. The mixture was
cooled to room temperature, hydrolyzed with water and acidified with a 6M HCI solution up to
acid pH. The aqueous layer was extracted three times with EtOAc. Combined organic layers were
dried over MgSQ0,, discolored with charcoal, filtered and concentrated in vacuo. The solid was
taken up in PE and filtered. The solid was recrystallized from toluene to afford 23 (2.69 g, 85%).

To a solution of 21 (1.0 eq., 9.36 g, 47.00 mmol) in DMF (100 mL) were added 2-
bromoacetophenone (1.1 eq., 10.35 g, 52.00 mmol) and K,COs (3.0 eq., 19.60 g, 140.00 mmol).
The solution was stirred and heated at 80 °C for 2 hours. The mixture was cooled to room
temperature, hydrolyzed with water and acidified with a 6M HCI solution up to acid pH. The
aqueous layer was extracted three times with EtOAc. Combined organic layers were dried over
MgSQ,, discolored with charcoal, filtered and concentrated in vacuo. The solid was taken up in PE
and filtered. The solid was recrystallized from toluene to afford 23 (11.96 g, 80%).

H-RMN (CDCls, 6 ppm, J Hz): 8.24 (m, 2H), 7.79 (d, 1H, Ha, J = 1.9 Hz), 7.58 (m, 4H), 7.36 (d, 1H, H7, J = 8.8
Hz), 5.98 (s, 2H, Hs).

13C NMR (CDCls, 8 ppm): 181.5 (Cio), 153.1 (Cs), 142.5 (C1), 138.0 (Ca), 134.6 (C11), 133.1 (C1a), 132.2 (Ce),
129.1 (C12 and Cys), 128.9 (C13 and Cis), 125.1 (Ca), 123.3 (C3), 115.0 (C7), 114.7 (Cs).

LC-MS (ESI) m/z = 316.3, 318.3 [M+H]*

Molecular formula: C;sH10BrNO;

Molecular weight: 316.15 g/mol
Melting point: 187-188 °C
Aspect: yellow solid
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N-(2-Benzoyl-5-bromo-1-benzofuran-3-yl)acetamide (24)

Procedure:

To a solution of 23 (1.0 eq., 4.28 g, 13.54 mmol) in DCM (80 mL), were added pyridine (1.5 eq., 1.64 mL,
20.28 mmol) and acetyl chloride (3.0 eq., 2.90 mL, 40.61 mmol). The solution was stirred and heated at
reflux for 2 hours. The mixture was cooled to room temperature, hydrolyzed with water and acidified with
a 6M HCl solution up to acid pH. The aqueous layer was extracted three times with DCM. Combined organic
layers were dried over MgSQ,, discolored with charcoal, filtered and concentrated in vacuo. The solid was
taken up in PE and filtered. The solid was recrystallized from EtOH to afford 24 (3.87 g, 80%).

1H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 10.66 (s, 1H, Ho), 8.75 (d, 1H, Ha, J = 1.9 Hz), 8.22 (m, 2H), 7.62 (m, 4H), 7.40
(d, 1H, H7, J = 8.2 Hz), 2.38 (s, 3H, H11).

13C NMR (CDCls, & ppm): 184.8 (C1o), 168.8 (C12), 152.5 (Cs), 141.4 (C1), 137.1 (C2), 133.6 (C16), 131.9 (Ce),
129.6 (C14 and Cus), 129.0 (C15s and C17), 126.9 (Ca), 126.7 (C13), 125.1 (C3), 115.9 (Cs), 115.1 (C5), 23.5 (Ca).

LC-MS (ESI) m/z = 358.1, 360.1 [M+H]*
Molecular formula: C17H1,BrNO3
Molecular weight: 358.19 g/mol

Melting point: 151-152 °C
Aspect: yellow solid

N-[2-Benzoyl-5-(4-fluorophenyl)-1-benzofuran-3-ylJacetamide (25)

Procedure:
To a sealed tube were added 24 (1.0 eq., 1.00 g, 2.79 mmol), 4-fluorophenylboronic acid (2.25 eq., 878.9

mg, 6.28 mmol), Cs,COs (4.5 eq., 4.12 g, 12.56 mmol), TBAB (0.1 eq., 90.0 mg, 0.28 mmol) in dioxane (20
mL) and water (5 mL). The solution was degassed with nitrogen during 5 minutes and
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tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) (0.04 eq., 129.5 mg, 0.11 mmol) was added. The solution was
stirred and heated in an oil bath at 100 °C overnight. The mixture was cooled to room temperature,
hydrolyzed with water and acidified with a 6M HCl solution up to acid pH. The aqueous layer was extracted
three times with EtOAc. Combined organic layers were dried over MgSQ,, discolored with charcoal, filtered
and concentrated in vacuo. The solid was taken up in PE and filtered to afford 25 (677.5 mg, 65%).

'H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 10.76 (s, 1H, Ho), 8.75 (d, 1H, Ha, J = 1.9 Hz), 8.26 (m, 2H), 7.75 (dd, 1H, He, J
=19 HzandJ=8.8Hz), 7.62 (m, 6H), 7.16 (m, 2H), 2.41 (s, 3H, H11).

LC-MS (ESI) m/z = 374.2 [M+H]*
Molecular formula: C;3H16FNO3
Molecular weight: 373.38 g/mol

Melting point: 170-171°C
Aspect: yellow solid

N-(2-Benzoyl-5-phenyl-1-benzofuran-3-yl)acetamide (26)

Procedure:

The same procedure as described for compound 25 was used starting from 24 (1.0 eq., 1.00 g, 2.79 mmol),
phenylboronic acid (2.25 eq., 765.9 mg, 6.28 mmol), Cs,CO3 (4.5 eq., 4.10 g, 12.56 mmol), TBAB (0.1 eq.,
90.0 mg, 0.28 mmol) in dioxane (20 mL) and water (5 mL). The solution was degassed with nitrogen during
5 minutes and tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) (0.04 eq., 130.0 mg, 0.11 mmol) was added to
afford 26 (644.9 mg, 65%).

1H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 10.76 (s, 1H, Hs), 8.81 (d, 1H, Ha, J = 1.8 Hz), 8.27 (m, 2H), 7.9 (dd, 1H, He, J =
1.8 Hz and J = 8.8 Hz), 7.60 (m, 6H), 7.48 (m, 2H), 7.39 (m, 1H), 2.41 (s, 3H, H11).

LC-MS (ESI) m/z = 355.9 [M+H]*
Molecular formula: C;3H17NO3
Molecular weight: 355.12 g/mol

Melting point: 170-175 °C
Aspect: yellow solid
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N-[2-Benzoyl-5-(furan-3-yl)-1-benzofuran-3-yl]acetamide (27)

Procedure:

The same procedure as described for compound 25 was used starting from 24 (1.0 eq., 1.50 g, 4.19 mmol),
3-furanboronic acid (2.0 eq., 937.1 mg, 8.38 mmol), K,COs (2.0 eq., 1.16 g, 8.38 mmol), triphenylphosphine
(0.04 eq., 43.9 mg, 0.17 mmol) in dioxane (20 mL) and water (5 mL). The solution was degassed with
nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.04 eq., 37.6 mg, 0.17 mmol) was added to afford 27
(800.1 mg, 55%).

H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 10.76 (s, 1H, Ho), 8.70 (d, 1H, Ha, J = 1.8 Hz), 8.25 (m, 2H), 7.81 (m, 1H), 7.60
(m, 6H), 6.83 (m, 1H), 2.41 (s, 3H, Hu1).

LC-MS (ESI) m/z = 346.1 [M+H]*
Molecular formula: C;;H1sNO,
Molecular weight: 345.10 g/mol
Melting point: 177-179 °C

Aspect: yellow solid

Tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) (28)

Procedure:

PdCl, (0.80 g, 4.51 mmol) and PPhs (5.90 g, 22.55 mmol) were added to a round bottom flask under argon
and DMSO (60mL) was added using a syringe. The solution was stirred and heated at 150°C for 1 hour,
then cooled to 130°C. When all was soluble at 130°C, hydrazine monohydrate (1.30 mL, 26.16 mmol) was
added. The flask was covered with aluminum and the solution was cooled to room temperature. The
yellow solid was filtered under a stream of argon and washed with ethanol and then with diethyl ether to
afford 28.

157



Partie expérimentale

Molecular formula: PdP4C7:Hso
Molecular weigth: 1155.59 g/mol
Melting point: 115°C

Aspect: yellow solid

N-[2-Benzoyl-5-(furan-2-yl)-1-benzofuran-3-yl]acetamide (29)

Procedure:

To a sealed tube were added 24 (1.0 eq., 1.00 g, 2.79 mmol) and tributyl(furan-2-yl)stannane (1.1 eq., 1.09
g, 3.07 mmol) in dioxane (10 mL). The solution was degassed with nitrogen during 5 minutes and
tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) (0.04 eq., 129.5 mg, 0.11 mmol) was added. The solution was
stirred and heated in an oil bath at 100 °C overnight. The mixture was cooled to room temperature,
hydrolyzed with water and acidified with a 6M HCl solution up to acid pH. The aqueous layer was extracted
three times with EtOAc. Combined organic layers were dried over MgSQ,, discolored with charcoal, filtered
and concentrated in vacuo. The solid was taken up in PE and filtered to afford 29 (376.1 mg, 39%).

H RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 10.74 (s, 1H, Hs), 8.88 (d, 1H, Hy, J = 1.7 Hz), 8.25 (m, 2H), 7.90 (dd, 1H, Hs, J
=1.8 Hz and J= 8.9 Hz), 7.60 (m, 5H), 6.74 (dd, 1H, Hj>, J = 0.7 Hz and J = 3.4 Hz), 6.51 (dd, 1H, H31, /= 1.8
Hz and J = 3.3 Hz), 2.41 (s, 3H, H1).

LC-MS (ESI) m/z = 346.2 [M+H]*
Molecular formula: C;;H1sNO4
Molecular weight: 345.10 g/mol

Melting point: 192-193 °C
Aspect: yellow solid
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3-Amino-2-benzoyl-5-(4-fluorophenyl)benzofurane (30)

Procedure:

To a solution of 25 (1.0 eq., 400.0 mg, 1.07 mmol) in MeOH (10 mL) was added NaOH (2.5 eq., 107.2 mg,
2.68 mmol) dissolved in 3 mL of water. The solution was stirred and heated at 60 °C for 12 hours. The
mixture was cooled to room temperature, filtered and solvent was concentrated in vacuo. Water was
added to dissolve salts and solid was filtered. The solid was recrystallized from EtOH to afford 30 (173.9
mg, 49%).

'H-RMN (CDCls, 6 ppm, J Hz): 8.28 (m, 2H), 7.74 (m, 2H), 7.58 (m, 6H), 7.18 (t, 2H, H7, J = 8.7 Hz), 6.07 (s,
2H, Ho).

3C-RMN (CDCls, 6 ppm, J Hz): 181.2 (Cyo), 160.6 (Cxo(d, J = 244.2 Hz)), 153.9 (Cs), 143.9 (C4), 138.3 (Cy),
136.8 (C11 and Cy7), 134.6 (Cis and Cx; (d, J = 8.2 Hz)), 134.2 (C14), 129.4 (C12 and Cig), 129.1 (C13 and Cis),
128.8 (C3), 121.8 (C¢), 120.5 (C4), 116.2 (C19 and Cy1 (d, J = 24.6 Hz)), 113.2 (C5).

LC-MS (ESI) m/z = 331.9 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 3.5 min, purity =95.4 %

Molecular formula: C;;H1sFNO;
Molecular weight: 331.10 g/mol
Melting point: 171-173 °C
Aspect: yellow solid

3-Amino-2-benzoyl-5-phenyl-1-benzofurane (31)

Procedure:

The same procedure as described for compound 30 was used starting from 26 (1.0 eq., 305.0 mg, 0.86
mmol) in MeOH (10 mL). NaOH (2.5 eq., 85.8 mg, 2.15 mmol) dissolved in 3 mL of water was added to the
solution to afford 31 (161.3 mg, 60%).
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H-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 8.28 (dd, 2H, He, J = 1.8 Hz and J = 7.7 Hz), 7.82 (d, 1H, Hs, J = 1.4 Hz), 7.78
(dd, 1H, J= 1.8 Hz and J = 8.7 Hz), 7.57 (M, 9H), 6.08 (s, 2H, Hs).

3C.RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 182.7 (Cio), 154.2 (Cs), 142.3 (C3), 140.6 (C17), 137.4 (C,), 136.3 (C11), 135.9
(Cs), 131.9 (2 CH), 130.1 (CH), 129.8 (2 CH), 129.3 (CH), 128.9 (CH), 128.3 (CH), 127.3 (Cs), 127.1 (2 CH),
121.3 (Ce), 118.6 (Cs), 112.9 (Cy).

LC-MS (ESI) m/z = 314.0 [M+H]*
UPLC: C18 column: tgr = 3.4 min, purity > 99.0 %

Molecular formula: C;;H15NO;
Molecular weight: 313.11 g/mol
Melting point: 135-137 °C
Aspect: yellow solid

3-Amino-2-benzoyl-5-(furan-3-yl)-1-benzofurane (32)

Procedure:

The same procedure as described for compound 30 was used starting from 29 (1.0 eq., 300.0 mg, 0.87
mmol) in MeOH (10 mL). NaOH (2.5 eq., 86.2 mg, 2.17 mmol) dissolved in 3 mL of water was added to the
solution to afford 32 (170.0 mg, 60%).

'H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 8.43 (d, 1H, H4, J = 1.5 Hz), 8.12 (m, 2H), 7.93 (dd, 1H, Hs, J=1.9 Hz and J =
8.8 Hz), 7.80 (m, 1H), 7.60 (m, 4H), 7.50 (s, 2H, Hs), 6.91 (m, 1H, H2,), 6.63 (dd, 1H, Hz1, /= 1.8 Hz and J =
3.3 Hz).

13C-.RMN (CDCls, 6 ppm, J Hz): 181.3 (Cyo), 153.7 (Cg), 153.4 (Cy7), 143.8 (C1s), 143.3 (C1), 138.2 (C,), 134.5
(C11), 132.1 (C14), 129.0 (C12 and Cy6), 128.8 (C13 and Cys), 126.9 (Cs), 125.6 (C5), 121.7 (Ce), 117.2 (C4), 113.4
(C7), 112.6 (C19), 105.8 (Cao).

LC-MS (ESI) m/z = 304.1 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.4 min, purity =95.9 %

Molecular formula: C19H13NO3
Molecular weight: 303.09 g/mol
Melting point: 126-128 °C
Aspect: yellow solid

160



Partie expérimentale

3-Amino-2-benzoyl-5-(furan-2-yl)-1-benzofurane (33)

Procedure:

The same procedure as described for compound 30 was used starting from 27 (1.0 eq., 800.0 mg, 2.32
mmol) in MeOH (10 mL). NaOH (2.5 eq., 231.6 mg, 5.79 mmol) dissolved in 3 mL of water was added to
the solution to afford 33 (456.7 mg, 65%).

1H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 8.27 (m, 2H), 7.64 (M, 8H), 6.76 (m, 1H), 6.06 (s, 2H, Hs).

3C.RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 153.9 (C1o), 143.9 (Cs), 142.2 (C1o), 138.36 (Cy), 137.4 (C,), 135.8 (C11), 132.0
(Cs), 131.5 (Cs), 129.3 (Ca), 128.5 (C12 and Ci), 128.3 (C17), 127.3 (C13 and Cis), 126.0 (C3), 121.3 (Ce), 117.8
(Ca), 113.0 (C5), 109.0 (Cx).

LC-MS (ESI) m/z = 304.0 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 3.2 min, purity >99.0 %

Molecular formula: C19H13NO3
Molecular weight: 303.32 g/mol
Melting point: 153-155 °C
Aspect: yellow solid

3-Amino-5-bromo-1-benzofuran-2-carbonitrile (34)

Procedure:

To a solution of 21 (1.0 eq., 3.00 g, 15.15 mmol) in DMF (100 mL) were added bromoacetonitrile (1.1 eq.,
1.16 mL, 16.67 mmol) and K»CO5 (5.0 eq., 10.47 g, 75.75 mmol). The solution was stirred and heated at 80
°C for 2 hours. The mixture was cooled to room temperature, hydrolyzed with water and acidified with a
6M HCl solution up to acid pH. The solid was filtered and washed with PE to afford 34 (2.45 g, 68%).

1H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.17 (d, 1H, Ha, J = 1.9 Hz), 7.65 (dd, 1H, He, J = 2.1 Hz and J = 8.8 Hz),
7.47 (d, 1H, H7, J = 8.9 Hz), 6.72 (s, 2H, Hs).
LC-MS (ESI) m/z = 235.1, 237.1 [M-HT"
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Molecular formula: CsHsBrN,O
Molecular weight: 237.06 g/mol
Melting point: 171-173 °C
Aspect: brown solid

Methyl 3-amino-5-bromo-1-benzofuran-2-carboxylate (35)

NH,

Procedure:

The same procedure as described for compound 34 was used starting from 21 (1.0 eq., 3.00 g, 15.15
mmol), methyl bromoacetate (1.1 eq., 1.58 mL, 16.67 mmol) and K,CO3(5.00 eq., 10.47 g, 75.75 mmol) in
DMF (100 mL) to afford 35 (2.60 g, 64%).

1H-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 8.22 (d, 1H, Ha, J = 2.0 Hz), 7.60 (dd, 1H, He, J = 2.1 Hz and J = 8.8 Hz),
7.47 (d, 1H, Hy, J = 8.8 Hz), 6.41 (s, 2H, Hs), 3.81 (s, 3H, Hao).

LC-MS (ESI) m/z = 270.0, 272.0 [M+H]*
Molecular formula: C1oHsBrNO;
Molecular weight: 270.08 g/mol
Melting point: 159-161 °C

Aspect: yellow solid

Ethyl 3-amino-5-bromo-1-benzofuran-2-carboxylate (36)

. NH,
Br s 3 2 (o)
6 . 1 o—1°
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1

Procedure:

The same procedure as described for compound 34 was used starting from 21 (1.0 eq., 3.00 g, 15.15
mmol), ethyl bromoacetate (1.1 eq., 1.85 mL, 16.67 mmol) and K,COs (5.0 eq., 10.47 g, 75.75 mmol) in
DMF (100 mL) to afford 36 (2.71 g, 63%).

1H-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 8.22 (d, 1H, Ha, J = 2.0 Hz), 7.62 (dd, 1H, He, J = 2.0 Hz and J = 8.9 Hz),
7.49 (d, 1H, Hy, J = 8.9 Hz), 6.36 (s, 2H, Hs), 4.30 (g, 2H, Huo, J = 7.0 Hz), 1.29 (t, 3H, H11, J = 6.9 Hz).
LC-MS (ESI) m/z = 284.1, 286.1 [M+H]*
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Molecular formula: C11H10BrNO3
Molecular weight: 284.11 g/mol
Melting point: 147-149 °C
Aspect: yellow solid

N-(5-Bromo-2-cyano-1-benzofuran-3-yl)acetamide (38)

Procedure:

The same procedure as described for compound 24 was used starting from 34 (1.0 eq., 700.0 mg, 2.95
mmol), pyridine (1.5 eq., 0.36 mL, 4.43 mmol) and acetyl chloride (3.0 eq., 0.63 mL, 8.86 mmol) in
dichloromethane (100 mL) to afford 38 (494.5 mg, 60%).

'H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 8.29 (d, 1H, Ha4, J = 1.8 Hz), 7.76 (dd, 1H, He, J = 1.8 Hz and J = 8.9 Hz),
7.67 (d, 1H, Hy, J = 8.9 Hz), 2.21 (s, 3H, H1o).

LC-MS (ESI) m/z = 277.0, 279.0 [M-H]"
Molecular formula: C1;H;BrN;O;
Molecular weight: 279.09 g/mol
Melting point: 194-196 °C

Aspect: white solid

Methyl 5-bromo-3-acetamido-1-benzofuran-2-carboxylate (39)
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Procedure:

The same procedure as described for compound 24 was used starting from 35 (1.0 eq., 600.0 mg, 2.20
mmol), pyridine (1.5 eq., 0.27 mL, 3.33 mmol) and acetyl chloride (3.0 eq., 0.48 mL, 6.66 mmol) in
dichloromethane (100 mL) to afford 39 (300.0 mg, 43%).

'H-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 10.05 (s, 1H, Hs), 8.00-7.95 (m, 1H), 7.68 (m, 2H), 3.89 (s, 3H, H11), 2.18
(s, 3H, Hio).
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LC-MS (ESI) m/z = 312.0, 314.0 [M+H]*

Molecular formula: C1;H10BrNO4
Molecular weight: 312.12 g/mol
Melting point: 187-189 °C
Aspect: white solid

Ethyl 5-bromo-3-acetamido-1-benzofuran-2-carboxylate (40)

Procedure:

The same procedure as described for compound 24 was used starting from 36 (1.0 eq., 400.0 mg, 1.41
mmol), pyridine (1.5 eq., 0.17 mL, 2.11 mmol) and acetyl chloride (3.0 eq., 0.30 mL, 4.22 mmol) in
dichloromethane (100 mL) to afford 40 (290.0 mg, 63%).

1H-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 10.02 (s, 1H, Hs), 7.98 (m, 1H), 7.68 (m, 2H), 4.35 (q, 2H, Hu1, J = 7.0 Hz),
2.17 (s, 3H, Hio), 1.34 (t, 3H, H1, J = 7.0 Hz).

LC-MS (ESI) m/z = 326.0, 328.0 [M+H]*
Molecular formula: C13H12BrNO4
Molecular weight: 326.15 g/mol

Melting point: 195-200°C
Aspect: white solid

N-[2-Cyano-5-(furan-2-yl)-1-benzofuran-3-yl]acetamide (41)

Procedure:
The same procedure as described for compound 29 was used starting from 38 (1.0 eq., 450.0 mg, 1.61
mmol), tributyl(furan-2-yl)stannane (1.1 eq., 0.56 mL, 1.77 mmol) and triphenylphosphine (0.04 eq., 16.3
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mg, 0.064 mmol) in dioxane (50 mL). The solution was degassed with nitrogen during 5 minutes and
palladium acetate (0.04 eq., 14.5 mg, 0.064 mmol) was added. The solid was taken up in diethyl ether and
filtered to afford 41 (193.1 mg, 45%).

'H-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 10.85 (s, 1H, Ho), 8.38 (d, 1H, Ha, J = 1.5 Hz), 7.95 (dd, 1H, He, J = 1.8 Hz
and J = 8.9 Hz), 7.82 (m, 1H, Hu1), 7.71 (dd, 1H, Hs, J = 0.5 Hz and J = 8.8 Hz), 6.98 (dd, 1H, His, J = 0.7 Hz
and J = 3.7 Hz), 6.65 (dd, 1H, H1, J = 1.8 Hz and J = 3.4 Hz), 2.24 (s, 3H, H1o).

LC-MS (ESI) m/z = 265.1 [M-H]
Molecular formula: C15H10N20;
Molecular weight: 266.07 g/mol
Melting point: 158-160 °C

Aspect: yellow solid

Methyl 3-acetamido-5-(furan-2-yl)-1-benzofuran-2-carboxylate (42)

Procedure:

The same procedure as described for compound 29 was used starting from 39 (1.0 eq., 1.00 g, 3.20 mmol),
tributyl(furan-2-yl)stannane (1.1 eq., 1.11 mL, 3.52 mmol) and triphenylphosphine (0.04 eq., 34.0 mg, 0.13
mmol) in dioxane (50 mL). The solution was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium
acetate (0.04 eq., 29.1 mg, 0.13 mmol) was added. The solid was taken up in diethyl ether and filtered to
afford 42 (400.0 mg, 42%).

H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 10.04 (s, 1H, Hs), 8.06 (d, 1H, Hs, J = 1.6 Hz), 7.91 (dd, 1H, He, J = 1.9 Hz
and J = 8.8 Hz), 7.77 (m, 1H, Hi1), 7.72 (dd, 1H, H7, J = 0.5 Hz and J = 8.8 Hz), 6.97 (dd, 1H, Hi3, J = 0.6 Hz
and J=3.4 Hz), 6.62 (dd, 1H, H12, /= 1.8 Hz and J = 3.4 Hz), 3.89 (s, 3H, Hi4), 2.20 (s, 3H, Hio).

LC-MS (ESI) m/z = 300.2 [M+H]*
Molecular formula: C16H13NOs
Molecular weight: 299.28 g/mol

Melting point: 153-155 °C
Aspect: yellow solid
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3-Amino-5-(furan-2-yl)-1-benzofuran-2-carbonitrile (43)

Procedure:

The same procedure as described for compound 29 was used starting from 34 (1.0 eq., 400.0 mg, 1.69
mmol), tributyl(furan-2-yl)stannane (1.1 eq., 0.80 mL, 2.53 mmol) and triphenylphosphine (0.1 eq., 44.3
mg, 0.17 mmol) in dioxane (20 mL). The solution was degassed with nitrogen during 5 minutes and
palladium acetate (0.1 eq., 37.9 mg, 0.17 mmol) was added. The crude product was purified using flash
chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to afford 43 (100.1 mg, 26%).

1H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.25 (d, 1H, Ha, J = 1.5 Hz), 7.86 (dd, 1H, He, J = 1.8 Hz and J = 8.7 Hz),
7.77 (m, 1H, Hi1), 7.52 (d, 1H, H7, J = 8.9 Hz), 6.89 (m, 1H, Hi3), 6.72 (s, 2H, Hs), 6.62 (dd, 1H, H1,, /= 1.9 Hz
and J = 3.4 Hz).

13C.RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 153.9 (Cs), 153.2 (Ca), 143.3 (C2), 142.9 (Cu1), 126.0, 125.8, 121.9, 116.4
(Ce), 114.7 (C4), 112.9 (C12), 112.6 (C7), 107.5 (Ci0), 105.9 (Ci3).

LC-MS (ESI) m/z = 223.1 [M-H]'
UPLC: C18 column: tg = 2.1 min, purity > 99.0 %

Molecular formula: Ci3HsN,0;
Molecular weight: 224.06 g/mol
Melting point: 139-142 °C
Aspect: yellow solid

Methyl 3-amino-5-(furan-2-yl)-1-benzofuran-2-carboxylate (44)

Procedure:

The same procedure as described for compound 29 was used starting from 35 (1.0 eq., 400.0 mg, 1.48
mmol), tributyl(furan-2-yl)stannane (1.5 eq., 0.71 mL, 2.22 mmol) and triphenylphosphine (0.1 eq., 38.9
mg, 0.15 mmol) in dioxane (20 mL). The solution was degassed with nitrogen during 5 minutes and
palladium acetate (0.1 eq., 33.3 mg, 0.15 mmol) was added. Crude product was purified using flash
chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to afford 44 (150.1 mg, 39%).

166



Partie expérimentale

H-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 8.33 (d, 1H, Ha, J = 1.5 Hz), 7.84 (dd, 1H, He, J = 1.9 Hz and J = 8.8 Hz),
7.77 (m, 1H, Hu), 7.52 (dd, 1H, H7, J = 0.4 Hz and J = 8.8 Hz), 6.85 (dd, 1H, Hys, J = 0.6 Hz and J = 3.4 Hz),
6.61 (dd, 1H, H1,, J = 1.8 Hz and J = 3.3 Hz), 6.43 (s, 2H, Hs), 3.82 (s, 3H, His).

3C.RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 161.3 (C1o), 153.5 (Cs), 153.3 (Cua), 143.1 (C1), 140.1 (C2), 125.6 (Cs),
125.47 (Cs), 124.2 (C1), 122.6 (Ce), 116.9 (Ca), 113.0 (C12), 112.6 (C7), 105.6 (C13), 51.3 (Cus).

LC-MS (ESI) m/z = 258.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.1 min, purity > 99.0 %

Molecular formula: C14H1:NO4
Molecular weight: 257.07 g/mol
Melting point: 202-204 °C
Aspect: white solid

Ethyl 3-amino-5-(furan-2-yl)-1-benzofuran-2-carboxylate (45)

Procedure:

The same procedure as described for compound 29 was used starting from 36 (1.0 eq., 400.0 mg, 1.48
mmol), tributyl(furan-2-yl)stannane (1.5 eq., 0.71 mL, 2.22 mmol) and triphenylphosphine (0.1 eq., 38.9
mg, 0.15 mmol) in dioxane (20 mL). The solution was degassed with nitrogen during 5 minutes and
palladium acetate (0.1 eq., 33.3 mg, 0.15 mmol) was added. The crude product was purified using flash
chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to afford 45 (165.2 mg, 36%).

1H-RMN (DMSO-ds, 6§ ppm, J Hz): 8.32 (d, 1H, Ha4, J = 1.4 Hz), 7.85 (dd, 1H, Hs, J = 1.8 Hz and J = 8.8 Hz),
7.77 (m, 1H, H11), 7.55 (d, 1H, H7, J = 8.8 Hz), 6.86 (d, 1H, Hi3, J = 3.3 Hz), 6.62 (dd, 1H, H1;, J=1.8 Hz and J
= 3.3 Hz), 6.40 (s, 2H, Hy), 4.33 (q, 2H, His, J=7.1 Hz), 1.30 (t, 3H, Hy6, J = 7.2 Hz).

BBC.RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 160.9 (Cio), 153.5 (Cs), 153.2 (C14), 143.1 (Cu1), 140.1 (C2), 125.6 (Cs),
125.4 (C3), 124.2 (C4), 122.6 (Cg), 116.8 (C4), 113.0 (C12), 112.6 (C7), 105.6 (Ci3), 60.0 (Cys), 15.0 (Cy6).

LC-MS (ESI) m/z = 272.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.2 min, purity = 98.6 %

Molecular formula: C;sH13NO4

Molecular weight: 271.27 g/mol
Aspect: slightly yellow solid
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3-Amino-5-(furan-2-yl)-1-benzofuran-2-carboxamide (46)

Procedure:

The same procedure as described for compound 29 was used starting from 37 (1.0 eq., 400.0 mg, 1.48
mmol), tributyl(furan-2-yl)stannane (1.5 eq., 0.71 mL, 2.22 mmol) and triphenylphosphine (0.1 eq., 38.9
mg, 0.15 mmol) in dioxane (20 mL). The solution was degassed with nitrogen during 5 minutes and
palladium acetate (0.1 eq., 33.3 mg, 0.15 mmol) was added. The crude product was purified using flash
chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to afford 46 (137.2 mg, 33%).

H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.33 (d, 1H, Ha, J = 1.5 Hz), 7.83 (dd, 1H, He, J = 1.9 Hz and J = 8.8 Hz),
7.77 (m, 1H, H11), 7.52 (dd, 1H, H7, J = 0.4 Hz and J = 8.8 Hz), 6.87 (dd, 1H, Hi3, J = 0.6 Hz and J = 3.4 Hz),
6.62 (dd, 1H, H1,, J = 1.8 Hz and J = 3.3 Hz), 6.93 (s, 2H, Hig), 5.82 (s, 2H, Ha).

3C-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 161.0 (C1o), 153.6 (Cs), 153.2 (C14), 143.1 (C11), 140.1 (C3), 125.6 (Cs),
125.4 (C3), 124.2 (C4), 122.6 (Cs), 116.8 (C4), 113.0 (C12), 112.6 (C7), 105.6 (C13).

LC-MS (ESI) m/z = 243.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.1 min, purity >99.0 %

Molecular formula: C13H1oN,03

Molecular weight: 242.07 g/mol
Aspect: slightly yellow solid
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3. Synthesis of quinazolines

The synthesis of the compound 5 was carried out according to protocols described in the thesis of
Raphaél Bolteau.®®

6-Bromoquinazoline-2,4-(1H,3H)-dione (47a)

Procedure:

To a round bottom flask were added commercial 2-amino-5-bromobenzoic acid (1.0 eq., 10.00 g, 46.29
mmol) and urea (10.0 eq., 27.80 g, 462.89 mmol). The mixture was stirred and heated at 160 °C for 16
hours. Solid was cooled to 50 °C and a 1M NaOH solution was added to dissolve the solid. The solution was
filtered, filtrate was acidified with a 6M HCl solution up to acid pH and filtered again. The solid was washed
with MeOH to afford 47a (8.90 g, 80%).

1H-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 11.44 (s, 1H, H), 11.27 (s, 1H, Hs), 7.95 (d, 1H, He, J = 2.3 Hz), 7.80 (dd,
1H, Hs, J = 2.3 Hz and J = 8.7 Hz), 7.13 (d, 1H, He, J = 8.7 Hz).

LC-MS (ESI) m/z = 239.0, 241.0 [M-H]
Molecular formula: CsHsBrN,O,
Molecular weight: 241.04 g/mol

Melting point: >300 °C
Aspect: slightly yellow solid
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6-Methylquinazoline-2,4-(1H,3H)-dione (47b)

Procedure:

The same procedure as described for compound 47a was used starting from commercial 2-amino-5-
methylbenzoic acid (1.0 eq., 10.00 g, 33.10 mmol) and urea (10.0 eq., 20.00 g, 330.80 mmol) to afford 47b
(8.50 g, 73%).

1H-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 11.19 (m, 2H, H: and Hs), 7.68 (d, 1H, He, J = 1.5 Hz), 7.43 (dd, 1H, Hs, J =
2.1Hz and J=8.3 Hz), 7.10 (d, 1H, He, J = 8.3 Hz), 2.33 (s, 3H, H1).

LC-MS (ESI) m/z = 175.2 [M-H]
Molecular formula: CoHgN,O>
Molecular weight: 176.18 g/mol
Melting point: >300 °C

Aspect: white solid

6-Methoxyquinazoline-2,4-(1H,3H)-dione (47c)

Procedure:

The same procedure as described for compound 47a was used starting from commercial 2-amino-5-
methoxybenzoic acid (1.0 eq., 5.00 g, 29.91 mmol) and urea (10.0 eq., 17.96 g, 299.10 mmol) to afford 47c
(5.10 g, 89%).

H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 11.15 (m, 2H, Hrand Hs), 7.32 (d, 1H, He, J = 2.9 Hz), 7.27 (dd, 1H, Hs, J =
2.9 Hz and J= 8.9 Hz), 7.13 (d, 1H, Hs, J = 8.8 Hz), 3.78 (s, 3H, Hu1).

LC-MS (ESI) m/z = 239.0, 241.0 [M-H]

Molecular formula: CoHgN,O3
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Molecular weight: 192.17 g/mol
Melting point: >300 °C
Aspect: slightly yellow solid

6-Fluoroquinazoline-2,4-(1H,3H)-dione (47d)

Procedure:

The same procedure as described for compound 47a was used starting from commercial 2-amino-5-
fluorobenzoic acid (1.0 eq., 10.00 g, 64.46 mmol) and urea (10.0 eq., 38.71 g, 644.63 mmol) to afford 47d
(8.90 g, 77%).

H-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 11.30 (m, 2H, H1and Hs), 7.56 (m, 2H, He and Hs), 7.20 (dd, 1H, Hs, J = 4.4
Hz and J = 8.8 Hz).

LC-MS (ESI) m/z = 178.9 [M-H]'
Molecular formula: CoHgN,O3
Molecular weight: 180.14 g/mol

Melting point: >300 °C
Aspect: slightly yellow solid

6-Chloroquinazoline-2,4-(1H,3H)-dione (47¢)

Procedure:

The same procedure as described for compound 47a was used starting from commercial 2-amino-5-
chlorobenzoic acid (1.0 eq., 10.00 g, 58.28 mmol) and urea (10.0 eq., 35.00 g, 582.82 mmol) to afford 47e
(10.00 g, 87%).

H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 11.28 (m, 2H, Hrand Hs), 7.79 (d, 1H, He, J = 2.5 Hz), 7.67 (dd, 1H, Hs, J =
2.5HzandJ=8.7 Hz), 7.19 (d, 1H, Hs, J = 8.8 Hz).
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LC-MS (ESI) m/z = 196.1, 198.1 [M-H]'

Molecular formula: CsHsCIN,O,;
Molecular weight: 196.59 g/mol
Melting point: >300 °C

Aspect: yellow solid

7-Bromogquinazoline-2,4-(1H,3H)-dione (47f)

Procedure:

The same procedure as described for compound 47a was used starting from commercial 2-amino-4-
bromobenzoic acid (1.0 eq., 10.00 g, 46.29 mmol) and urea (10.0 eq., 27.80 g, 462.89 mmol) to afford 47f
(9.10 g, 82%).

1H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 11.40 (s, 1H, H1), 11.25 (s, 1H, Hs), 7.74 (d, 1H, He, J = 8.4 Hz), 7.31 (d, 1H,
Hs, J = 1.9 Hz), 7.21 (dd, 1H, Hs, J = 1.9 Hz and J = 8.4 Hz).

LC-MS (ESI) m/z = 239.0, 241.0 [M-H]"
Molecular formula: CsHsBrN,O,
Molecular weight: 241.04 g/mol
Melting point: >300 °C

Aspect: slightly yellow solid

7-Methylquinazoline-2,4-(1H,3H)-dione (47g)

Procedure:

The same procedure as described for compound 47a was used starting from commercial 2-amino-4-
methylbenzoic acid (1.0 eq., 5.00 g, 33.10 mmol) and urea (10.0 eq., 20.00 g, 330.84 mmol) to afford 47g
(5.00 g, 86%).

172



Partie expérimentale

'H-RMN (DMSO-ds, 6§ ppm, J Hz): 11.33-11.29 (m, 2H, Hiand Hs), 7.68 (d, 1H, He, J = 1.9 Hz), 7.43 (dd, 1H,
Hs,J=2.2 HzandJ=8.3 Hz), 7.10 (d, 1H, He, J = 8.3 Hz), 2.31 (s, 3H, H11).

LC-MS (ESI) m/z = 175.2 [M-H]

Molecular formula: CsHgN,O,
Molecular weight: 176.18 g/mol
Melting point: >300 °C

Aspect: white solid

7-Chloroquinazoline-2,4-(1H,3H)-dione (47h)

Procedure:

The same procedure as described for compound 47a was used starting from commercial 2-amino-4-
chlorobenzoic acid (1.0 eq., 10.00 g, 58.28 mmol) and urea (10.0 eq., 35.00 g, 582.82 mmol) to afford 47h
(10.00 g, 87%).

1H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 11.41 (s, 1H, H1), 11.26 (s, 1H, Hs), 7.87 (d, 1H, He, J = 8.4 Hz), 7.21 (dd,
1H, Hy, J=1.9 Hz and J = 8.7 Hz), 7.17 (d, 1H, Ho, J = 1.6 Hz).

LC-MS (ESI) m/z = 196.1, 198.1 [M-H]"

Molecular formula: CsHsCIN,O;
Molecular weight: 196.59 g/mol
Melting point: >300 °C

Aspect: white solid

6-Bromo-2,4-dichloroquinazoline (48a)

Procedure:
47a (1.0 eq., 5.00 g, 20.74 mmol) was added in POCl;3(10.0 eq., 19.33 mL, 207.43 mmol). The solution was
stirred and heated at reflux overnight. The mixture was cooled to room temperature and concentrated in
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vacuo. The residue was dissolved in chloroform and the solution was stirred for 5 minutes. Ice was added
and the aqueous layer was extracted three times with chloroform. Combined organic layers were dried
over MgS0,, discolored with charcoal, filtered and concentrated in vacuo. The crude product was purified
using flash chromatography (cyclohexane/acetone: 10/0 to 9.5/0.5) to afford 48a (2.36 g, 41%).

'H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 8.45 (d, 1H, Ha, J = 2.3 Hz), 8.08 (dd, 1H, He, J = 2.2 Hz and J = 9.0 Hz),
7.91 (d, 1H, Hs, J = 8.9 Hz).

LC-MS (ESI) m/z found: 277.1, 279.1, 281.1 [M+H]*
Molecular formula: CsH3BrCI;N;

Molecular weight: 277.93 g/mol

Melting point: 153 °C

Aspect: white solid

2,4-Dichloro-6-methylquinazoline (48b)

Procedure:

The same procedure as described for compound 48a was used starting from 47b (1.0 eq., 5.00 g, 28.38
mmol) in POCl; (10.0 eq., 26.45 mL, 283.80 mmol). The crude product was purified using flash
chromatography (cyclohexane/acetone: 10/0 to 9.5/0.5) to afford 48b (2.40 g, 40%).

'H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.05 (m, 1H, H.), 8.02 (dd, 1H, He, J = 1.8 Hz and J = 8.7 Hz), 7.94 (d, 1H,
Hy, J=8.6 Hz), 2.54 (s, 3H, Ho).

LC-MS (ESI) m/z = 213.1, 215.1 [M+H]*
Molecular formula: CoHeCl,N>
Molecular weight: 213.06 g/mol

Melting point: 135-140 °C
Aspect: white solid
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2,4-Dichloro-6-methoxyquinazoline (48c)
Cl

Procedure:

The same procedure as described for compound 48a was used starting from 47c (1.0 eq., 4.00 g, 20.81
mmol) in POCl; (10.0 eq., 19.40 mL, 208.14 mmol). The crude product was purified using flash
chromatography (cyclohexane/acetone: 10/0 to 9.5/0.5) to afford 48c (850.0 mg, 18%).

H-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 7.98 (d, 1H, Hy, J = 9.3 Hz), 7.80 (dd, 1H, He, J = 2.9 Hz and J = 9.2 Hz),
7.47 (d, 1H, Ha, J = 2.9 Hz), 3.99 (s, 3H, Ho).

LC-MS (ESI) m/z = 229.2, 231.2 [M+H]*
Molecular formula: CsHsCILN,O
Molecular weight: 229.06 g/mol

Melting point: 170-171 °C
Aspect: yellow solid

2,4-Dichloro-6-fluoroquinazoline (48d)

Procedure:

The same procedure as described for compound 48a was used starting from 47d (1.0 eq., 5.00 g, 27.76
mmol) in POCl; (10.0 eq., 24.25 mL, 260.18 mmol). The crude product was purified using flash
chromatography (cyclohexane/acetone: 10/0 to 9.5/0.5) to afford 48d (2.40 g, 40%).

'H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.04 (m, 1H, H), 7.68 (m, 2H, Hs and He).
LC-MS (ESI) m/z = 217.2, 219.2 [M+H]*

Molecular formula: CgH3CILFN,

Molecular weight: 217.02 g/mol

Melting point: 136-137 °C
Aspect: yellow solid

175



Partie expérimentale

2,4-Dichloro-6-chloroquinazoline (48e)
Cl

Procedure:

The same procedure as described for compound 48a was used starting from 47e (1.0 eq., 5.00 g, 25.43
mmol) in POCl; (10.0 eq., 23.71 mL, 254.34 mmol). The crude product was purified using flash
chromatography (cyclohexane/acetone: 10/0 to 9.5/0.5) to afford 48e (1.70 g, 29%).

1H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.15 (m, 1H, H-), 8.08 (m, 2H, Hs and He).
LC-MS (ESI) m/z = 233.3, 235.2 [M+H]*

Molecular formula: CgHsCl3N,

Molecular weight: 233.48 g/mol

Melting point: 126-128 °C
Aspect: yellow solid

7-Bromo-2,4-dichloroquinazoline (48f)
Cl

Procedure:

The same procedure as described for compound 48a was used starting from 47f in POCl5(10.0 eq., 19.33
mL, 207.43 mmol). The crude product was purified using flash chromatography (cyclohexane/acetone:
10/0 to 9.5/0.5) to afford 48f (2.00 g, 35%).

'H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.36 (d, 1H, H7, J = 1.9 Hz), 8.23 (d, 1H, Ha4, J = 8.9 Hz), 8.05 (dd, 1H, Hs, J
=1.9Hzand J=8.9 Hz).

LC-MS (ESI) m/z found: 277.1, 279.1, 281.1 [M+H]*
Molecular formula: CgH3BrCI>N;
Molecular weight: 277.93 g/mol

Melting point: 189-191 °C
Aspect: white solid

176



Partie expérimentale

7-Methyl-2,4-dichloroquinazoline (48g)

Procedure:

The same procedure as described for compound 48a was used starting from 47g (1.0 eq., 5.00 g, 28.38
mmol) in POCl; (10.0 eq., 26.45 mL, 283.80 mmol). The crude product was purified using flash
chromatography (cyclohexane/acetone: 10/0 to 9.5/0.5) to afford 48g (3.27 g, 54%).

1H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.15 (d, 1H, Ha, J = 8.5 Hz), 7.80-7.77 (m, 1H), 7.60-7.55 (m, 1H), 2.64 (s,
3H, Ho).

LC-MS (ESI) m/z found: 213.1, 215.1 [M+H]*

Molecular formula: CsHeCl;N;
Molecular weight: 213.06 g/mol
Melting point: 142 °C

Aspect: white solid

7-Chloro-2,4-dichloroquinazoline (48h)
cl

Procedure:

The same procedure as described for compound 48a was used starting from 47h (1.0 eq., 5.00 g, 25.43
mmol) in POCl; (10.0 eq., 23.71 mL, 254.34 mmol). The crude product was purified using flash
chromatography (cyclohexane/acetone: 10/0 to 9.5/0.5) to afford 48h (1.35 g, 23%).

H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 7.86 (d, 1H, Ha, J = 8.5 Hz), 7.25 (d, 1H, Hy, J = 2.0 Hz), 7.47 (dd, 1H, Hs, J
=2.0 Hz and J = 8.6 Hz).

LC-MS (ESI) m/z found: 232.9, 234.9 [M+H]*
Molecular formula: CsHsClsN>
Molecular weight: 233.48 g/mol

Melting point: 130-132 °C
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Aspect: yellow solid

6-Bromo-2-chloro-4-phenylquinazoline (49a)

Procedure:

To a solution of 48a (1.0 eq., 1.50 g, 5.42 mmol) in dioxane (10 mL) and water (2.5 mL) were added
phenylboronic acid (1.0 eq., 660.2 mg, 5.44 mmol), K;CO; (2.0 eq., 1.49 g, 10.79 mmol) and
triphenylphosphine (0.04 eq., 57.0 mg, 0.22 mmol). The solution was degassed with nitrogen during 5
minutes and palladium acetate (0.02 eq., 24.0 mg, 0.11 mmol) was added. The solution was stirred and
heated in an oil bath at 90 °C overnight. The mixture was cooled to room temperature and hydrolyzed
with water. The aqueous layer was extracted three times with EtOAc. Combined organic layers were dried
over MgSQ,, discolored with charcoal, filtered and concentrated in vacuo. The solid was taken up in PE,
filtered and washed with MeOH to afford 49a (810.7 mg, 47%).

!H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 8.25 (dd, 1H, He, J = 2.2 Hz et J= 9.0 Hz), 8.17 (d, 1H, H4, J = 1.9 Hz), 8.02
(d, 1H, H7, J=9.0 HZ), 7.82 (m, 2H, H1o and H14), 6.67 (m, 3H, H11, H1z and H13).

LC-MS (ESI) m/z = 319.2, 321.2, 322.2 [M+H]*
Molecular formula: C;14HsBrCIN;
Molecular weight: 319.59 g/mol

Melting point: 160-162 °C
Aspect: white solid
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6-Bromo-2-chloro-4-(4-fluorophenyl)quinazoline (49b)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49a was used starting from 48a (1.0 eq., 400.0 mg, 1.44
mmol), 4-fluorophenylboronic acid (1.0 eq., 201.4 mg, 1.44 mmol), K,CO3 (2.0 eq., 397.8 mg, 2.88 mmol),
triphenylphosphine (0.04 eq., 15.1 mg, 0.06 mmol) in dioxane (10 mL) and water (2.5 mL). The solution
was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.02 eq., 24.0 mg, 0.11 mmol) was
added. The solid was filtered to afford 49b (213.7 mg, 35%).

1H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 8.26 (d, 1H, Ha, J = 1.8 Hz), 8.04 (dd, 1H, He, J = 1.9 Hz et J = 9.0 Hz), 7.95 (d,
1H, H7, J=9.0 HZ), 7.83 (m, ZH, H1o and H14), 7.32 (m, ZH, Hi1 and H13).

LC-MS (ESI) m/z =339.2, 341.2, 343.2 [M+H]*
Molecular formula: Ci4H,BrFCIN,
Molecular weight: 337.58 g/mol

Melting point: 197-198 °C
Aspect: white solid

2-Chloro-4-(furan-2-yl)-6-methylquinazoline (49c)

Procedure:

To a solution of 48b (1.0 eq., 1.00 g, 4.69 mmol) in dioxane (10 mL) were added tributyl(furan-2-
yl)stannane (1.0 eq., 1.48 mL, 4.69 mmol) and triphenylphosphine (0.04 eq., 49.0 mg, 0.19 mmol). The
solution was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.02 eq., 21.0 mg, 0.09
mmol) was added. The solution was stirred and heated in an oil bath at 40 °C overnight. The mixture was
cooled to room temperature and hydrolyzed with water. The aqueous layer was extracted three times
with EtOAc. Combined organic layers were dried over MgSQ,, discolored with charcoal, filtered and
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concentrated in vacuo to give a yellow oil. The crude product was taken up in PE and filtered to afford 49c
(840.5 mg, 73%).

1H-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 8.59 (m, 1H, Ha), 8.23 (dd, 1H, H1, J = 0.6 Hz and J = 1.7 Hz), 7.90 (dd, 1H, H,
J=1.9Hzand J=8.8 Hz), 7.85 (d, 1H, Hy, J = 8.6 Hz), 7.71 (dd, 1H, Hio, J = 0.6 Hz and J = 3.7 Hz), 6.88 (dd,
1H, Hi1, J = 1.7 Hz and J = 3.7 Hz), 2.56 (s, 3H, Hus).

LC-MS (ESI) m/z = 245.1, 247.1 [M+H]*
Molecular formula: C13HsCIN,O
Molecular weight: 244.68 g/mol

Melting point: 73 °C
Aspect: yellow solid

2-Chloro-6-methyl-4-phenylquinazoline (49d)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49a was used starting from 48b (1.0 eq., 400.0 mg, 1.88
mmol), phenylboronic acid (1.2 eq., 274.7 mg, 2.25 mmol), K,COs (2.0 eq., 518.93 mg, 3.75 mmol),
triphenylphosphine (0.04 eq., 19.7 mg, 0.08 mmol) in dioxane (40 mL) and water (10 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.02 eq., 8.43 mg, 0.04 mmol) was added.
The solid was filtered to afford 49d (300.0 mg, 63%).

H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 7.81 (m, 5H), 7.65 (m, 2H), 6.50 (m, 1H), 2.48 (s, 3H, His).
LC-MS (ESI) m/z = 255.2, 257.2 [M+H]*

Molecular formula: Ci5H1:CIN>

Molecular weight: 254.72 g/mol

Melting point: 154-155 °C
Aspect: white solid
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2-Chloro-4-(4-fluorophenyl)-6-methylquinazoline (49e)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49a was used starting from 48b (1.0 eq., 1.38 g, 6.48
mmol), 4-fluorophenylboronic acid (1.0 eq., 906.3 mg, 6.48 mmol), K,CO5 (2.0 eq., 1.79 g, 12.95 mmol),
triphenylphosphine (0.04 eq., 67.9 mg, 0.26 mmol) in dioxane (40 mL) and water (10 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.02 eq., 29.1 mg, 0.13 mmol) was added.
The solid was filtered to afford 49e (1.20 g, 68%).

H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 7.97 (d, 1H, H+, J = 8.7 Hz), 7.82 (m, 4H), 7.30 (m, 2H), 2.55 (s, 3H, Hs).
LC-MS (ESI) m/z = 273.1, 275.1 [M+H]*

Molecular formula: C;sH1oCIFN,

Molecular weight: 272.71 g/mol

Melting point: 161-163 °C

Aspect: white solid

2-Chloro-4-(furan-2-yl)-6-methoxyquinazoline (49f)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49c was used starting from 48c (1.0 eq., 500.0 mg, 2.18
mmol), tributyl(furan-2-yl)stannane (1.0 eq., 1.48 mL, 4.69 mmol) ) and triphenylphosphine (0.04 eq., 23.0
mg, 0.09 mmol) in dioxane (10 mL). The solution was degassed with nitrogen during 5 minutes and
palladium acetate (0.02 eq., 9.8 mg, 0.04 mmol) was added. The solution was stirred and heated in an oil
bath at 40 °C overnight. The crude product was taken up in PE and filtered to afford 49f (470.1 mg, 83%).
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1H-RMN (CDCI3, 6 ppm,.’ HZ): 8.22 (m, 1H, H4), 7.91 (dd' 1H' le’_] =0.6Hz andJ: 1.7 HZ), 7.83 (dd, 1H, HG,
J=1.9 Hzand J = 8.8 Hz), 7.66 (d, 1H, H7, / = 8.6 Hz), 7.56 (dd, 1H, H1o, / = 0.6 Hzand J = 3.7 Hz), 6.73 (dd,
1H, Huy, J = 1.7 Hz and J = 3.7 Hz), 4.02 (s, 3H, Hus).

LC-MS (ESI) m/z = 261.2, 263.1 [M+H]*
Molecular formula: C;3HsCIN,O;

Molecular weight: 260.68 g/mol
Aspect: green solid

2-Chloro-4-(furan-2-yl)-6-fluoroquinazoline (49g)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49c¢ was used starting from 48d (1.0 eq., 400.0 mg, 1.84
mmol), tributyl(furan-2-yl)stannane (1.0 eq., 0.52 mL, 1.84 mmol) ) and triphenylphosphine (0.04 eq., 19.4
mg, 0.07 mmol) in dioxane (10 mL). The solution was degassed with nitrogen during 5 minutes and
palladium acetate (0.02 eq., 8.3 mg, 0.04 mmol) was added. The solution was stirred and heated in an oil
bath at 40 °C overnight. The crude product was taken up in PE and filtered to afford 49g (248.6 mg, 54%).

1H-RMN (CDCls, 6 ppm, J Hz): 8.64 (dd, 1H, He, J = 2.9 Hz and J = 9.8 Hz), 8.02 (dd, 1H, H;, J=5.4 Hzand J =
9.4 Hz), 7.85 (dd, 1H, Hi, J = 0.9 Hz and J = 1.8 Hz), 7.72 (m, 2H, Hs and Hio), 6.74 (dd, 1H, Hy1, J = 1.6 Hz
and J = 3.6 Hz).

LC-MS (ESI) m/z = 249.2, 251.2 [M+H]*

Molecular formula: C1,H¢CIFN,0

Molecular weight: 248.64 g/mol
Aspect: yellow solid
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2-Chloro-4-(furan-2-yl)-6-chloroquinazoline (49h)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49c¢ was used starting from 48e (1.0 eq., 500.0 mg, 2.14
mmol), tributyl(furan-2-yl)stannane (1.0 eq., 0.67 mL, 2.14 mmol) ) and triphenylphosphine (0.04 eq., 22.5
mg, 0.09 mmol) in dioxane (10 mL). The solution was degassed with nitrogen during 5 minutes and
palladium acetate (0.02 eq., 9.6 mg, 0.04 mmol) was added. The solution was stirred and heated in an oil
bath at 40 °C overnight. The crude product was taken up in PE and filtered to afford 49h (250.0 mg, 44%).

!H-RMN (CDCls, 6 ppm, J Hz): 8.98 (dd, 1H, Hs4, J = 0.5 Hz and J = 2.2 Hz), 7.93 (dd, 1H, H;, J=0.5 Hz and J =
9.1 Hz), 7.87 (m, 2H, He and H1,), 7.74 (dd, 1H, Hio, J = 0.8 Hz and J = 3.6 Hz), 6.74 (dd, 1H, Hy;, /= 1.8 Hz
and J=3.7 Hz).

LC-MS (ESI) m/z = 265.1, 267.1 [M+H]*
Molecular formula: C;;,HsCIFN,O
Molecular weight: 248.64 g/mol
Melting point: 209-211 °C

Aspect: yellow solid

2-Chloro-4,6-bis(4-fluorophenyl)quinazoline (49i)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49a was used starting from 48a (1.0 eq.,1.00 g, 3.59
mmol), 4-fluorophenylboronic acid (1.2 eq., 604.0 mg, 4.32 mmol), K2COs (2.0 eq., 990.0 mg, 7.20 mmol),
triphenylphosphine (0.04 eq., 38.0 mg, 0.14 mmol) in dioxane (12 mL) and water (3 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.02 eq., 16.0 mg, 0.07 mmol) was added.
The solid was filtered to afford 49i (787.0 mg, 62%).
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1H NMR (DMSO-d6, & ppm, J Hz): 7.34 (m, 2H), 7.49 (m, 2H), 7.81 (m, 2H), 7.97 (m, 2H), 8.12 (d,1H, Hy, J =
8.8 Hz), 8.18 (d, 1H, Ha, J = 1.7 Hz), 8.40 (dd, 1H, He, J = 2.1 et 8.8 Hz).

LC-MS (ESI) m/z = 353.2, 355.2 [M+H]*
Molecular formula: CyoH11CIF;N;
Molecular weight: 352.77 g/mol
Melting point: 185 °C

Aspect: yellow solid

2-Chloro-4,6-diphenylquinazoline (49j)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49a was used starting from 48a (1.0 eq.,400.0 mg, 1.44
mmol), phenylboronic acid (2.0 eq., 351.0 mg, 2.88 mmol), K,COs3 (2.0 eq., 397.9 mg, 2.88 mmol),
triphenylphosphine (0.04 eq., 15.1 mg, 0.06 mmol) in dioxane (12 mL) and water (3 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.02 eq., 4.8 mg, 0.03 mmol) was added.
The solid was filtered to afford 49j (212.0 mg, 62%).

H NMR (DMSO-d6, & ppm, J Hz): 8.32 (m, 2H), 8.24 (m, 1H), 7.89-7.86 (m, 2H), 7.65-7.62 (m, 5H), 7.54-
7.44 (m, 4H).

LC-MS (ESI) m/z = 317.3, 319.3 [M+H]*
Molecular formula: CH13CIN;
Molecular weight: 316.79 g/mol

Melting point: 168-170 °C
Aspect: yellow solid
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7-Bromo-2-chloro-4-(2-furan)quinazoline (49k)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49a was used starting from 48f (1.0 eq., 600.0 mg, 2.16
mmol), 2-furanboronic acid (1.0 eq., 241.5 mg, 2.16 mmol), K,COs3 (2.0 eq., 596.7 mg, 4.32 mmol),
triphenylphosphine (0.04 eq., 22.6 mg, 0.09 mmol in dioxane (10 mL) and water (2.5 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.02 eq., 9.7 mg, 0.04 mmol) was added.
The crude product was purified using flash chromatography (cyclohexane/EtOAc (7/3)) to afford 49k
(194.0 mg, 29%).

1H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 9.14 (d, 1H, Hy, J = 2.1 Hz), 8.00 (dd, 1H, Hs, J = 2.1 Hz et J = 9.0 Hz), 7.89 (m,
2H, Hs and H12), 7.75 (dd, 1H, Hio, J = 0.8 Hz et J = 3.6 Hz) , 6.74 (dd, 1H, Hy, J = 1.6 Hz et J = 3.6 Hz).

LC-MS (ESI) m/z =309.0, 311.0, 312.9 [M+H]*
Molecular formula: C1;HsBrCIN,O
Molecular weight: 309.55 g/mol

Melting point: 129-131 °C
Aspect: yellow solid

7-Bromo-2-chloro-4-(4-fluorophenyl)quinazoline (49I)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49a was used starting from 48f (1.0 eq., 2.00 g, 7.20
mmol), 4-fluorophenylboronic acid (1.0 eq., 1.11 g, 7.92 mmol), K,CO; (2.0 eq., 1.99 g, 14.39 mmol),
triphenylphosphine (0.04 eq., 75.0 mg, 0.29 mmol) in dioxane (10 mL) and water (2.5 mL). The solution
was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.02 eq., 32.0 mg, 0.14 mmol) was
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added. The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc (7/3)) 491 (851.0 mg,
35%).

'H-RMN (CDCls, 6 ppm, J Hz): 8.29 (d, 1H, H;, J = 1.7 Hz), 8.10 (dd, 1H, Hs, J = 1.9 Hz et J = 9.1 Hz), 7.95 (d,
lH, H4, J=9.0 HZ), 7.82 (m, 2H, H1o and H14), 7.29 (m, 2H, Hnand H13).

LC-MS (ESI) m/z =339.2, 341.2, 343.2 [M+H]*
Molecular formula: C14H;BrFCIN,
Molecular weight: 337.58 g/mol

Melting point: 197-198 °C
Aspect: white solid

2-Chloro-4-(furan-2-yl)-7-methylquinazoline (49m)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49c¢ was used starting from 48g (1.0 eq., 250.0 mg, 1.17
mmol), tributyl(furan-2-yl)stannane (1.0 eq., 0.37 mL, 1.17 mmol) ) and triphenylphosphine (0.04 eq., 12.3
mg, 0.05 mmol) in dioxane (10 mL). The solution was degassed with nitrogen during 5 minutes and
palladium acetate (0.02 eq., 5.3 mg, 0.02 mmol) was added. The solution was stirred and heated in an oil
bath at 40 °C overnight. The crude product was taken up in PE and filtered to afford 49m (140.0 mg, 50%).

1H-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 8.82 (d, 1H, Ha, J = 8.7 Hz), 7.83 (m, 1H), 7.76 (m, 1H), 7.67 (d, 1H, H1o, J = 3.7
Hz), 7.52 (dd, 1H, Hs, J = 1.4 Hz and J = 8.7 Hz), 6.72 (dd, 1H, H11, J = 1.5 Hz and J = 3.5 Hz), 2.62 (s, 3H, H13).

LC-MS (ESI) m/z = 245.2, 247.2 [M+H]*
Molecular formula: C13HsCIN,O
Molecular weight: 244.68 g/mol

Melting point: 184-186 °C
Aspect: yellow solid
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2-Chloro-4-phenyl-7-methylquinazoline (49n)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49a was used starting from 48g (1.0 eq., 300.0 mg, 1.41
mmol), phenylboronic acid (1.1 eq., 217 mg, 1.55 mmol), K:COs3 (2.0 eq., 389.0 mg, 2.82 mmol),
triphenylphosphine (0.04 eq., 15.0 mg, 0.06 mmol) in dioxane (12 mL) and water (3 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.02 eq., 6.0 mg, 0.03 mmol) was added.
The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc (4/6)) 49n (300.0 mg, 78%).

1H-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 8.00 (d, 1H, Ha, J = 8.6 Hz), 7.86-7.79 (m, 3H), 7.50-7.45 (m, 1H), 7.34-7.25
(m, 2H), 2.64 (s, 3H, His).

LC-MS (ESI) m/z = 254.0, 256.0 [M+H]*
Molecular formula: C;sH11CIN;

Molecular weight: 254.72 g/mol
Aspect: white solid

2-Chloro-4-(4-fluorophenyl)-7-methylquinazoline (490)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49a was used starting from 48g (1.0 eq., 300.0 mg, 1.41
mmol), 4-fluorophenylboronic acid (1.1 eq., 217 mg, 1.55 mmol), K2CO5 (2.0 eq., 389.0 mg, 2.82 mmol),
triphenylphosphine (0.04 eq., 15.0 mg, 0.06 mmol) in dioxane (12 mL) and water (3 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.02 eq., 6.0 mg, 0.03 mmol) was added.
The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc (4/6)) 490 (300.0 mg, 78%).
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1H-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 8.00 (d, 1H, Ha, J = 8.6 Hz), 7.86-7.79 (m, 3H), 7.50-7.45 (m, 1H), 7.34-7.25
(m, 2H), 2.64 (s, 3H, Has).

LC-MS (ESI) m/z = 273.2, 275.2 [M+H]*
Molecular formula: C15H10CIFN,
Molecular weight: 272.71 g/mol
Melting point: 141 °C

Aspect: white solid

2-Chloro-4-(furan-2-yl)-7-chloroquinazoline (49p)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49c was used starting from 48h (1.0 eq., 400.0 mg, 1.71
mmol), tributyl(furan-2-yl)stannane (1.0 eq., 0.54 mL, 1.71 mmol) ) and triphenylphosphine (0.04 eq., 18.0
mg, 0.07 mmol) in dioxane (10 mL). The solution was degassed with nitrogen during 5 minutes and
palladium acetate (0.02 eq., 7.7 mg, 0.03 mmol) was added. The solution was stirred and heated in an oil
bath at 40 °C overnight. The crude product was taken up in PE and filtered to afford 49p (200.0 mg, 44%).

1H-RMN (CDCls, 8 ppm, J Hz): 8.92 (d, 1H, Ha, J = 9.2 Hz), 7.96 (d, 1H, H, J = 2.2 Hz), 7.85 (m, 1H, H1), 7.74
(d, 1H, Hio, J = 3.8 Hz), 7.64 (dd, 1H, Hs, J = 2.2 Hz and J = 9.2 Hz), 6.73 (dd, 1H, H11, /= 1.8 Hzand J = 3.6
Hz).

LC-MS (ESI) m/z = 265.0, 267.0 [M+H]*
Molecular formula: C;,HgCIN,O
Molecular weight: 265.09 g/mol

Melting point: 133-135 °C
Aspect: yellow solid
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2-Amino-6-bromo-4-phenylquinazoline (50a)

Procedure:

To a sealed tube was added a solution of 49a (1.0 eq., 270.0 mg, 0.84 mmol) in MeOH. The solution was
degassed with ammonia during 5 minutes then stirred and heated at 100 °C in an oil bath overnight. The
solution was cooled to room temperature and the solid was filtered to afford 50a (50.2 mg, 20%).

1H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 7.81 (dd, 1H, He, J = 2.2 Hz and J = 8.9 Hz), 7.75 (d, 1H, Ha, J = 2.2 Hz),
7.68 (M, 2H, Hyo and Hua), 7.60 (M, 3H, Hu1, H12 and Hus), 7.46 (d, 1H, Hy, J = 8.9 Hz), 7.09 (s, 2H, Hs).
13C-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 169.2 (C1), 160.9 (C;), 152.5 (Cs), 137.0 (Ce), 136.9 (Cs), 130.4 (C1,), 129.7
(C4), 129.1 (C11 and Ci3), 129.0 (C7), 128.2 (Ci0 and Cia), 119.0 (Cs), 114.0 (G3).

LC-MS (ESI) m/z = 299.9, 301.9 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.8 min, purity = 96.2 %

Molecular formula: C14H10BrNs;
Molecular weight: 300.16 g/mol
Melting point: 204-207 °C
Aspect: yellow solid

2-Amino-6-bromo-4-(4-fluorophenyl)quinazoline (50b)

Procedure:

The same procedure as described for compound 50a was used starting from 49b (1.0 eq., 200.0 mg, 0.59
mmol) in MeOH. The crude product was purified using flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to
5/5) to afford 50b (28.0 mg, 15%).
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H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 7.81 (m, 5H, Ha, He, H7, Hio and Hua), 7.44 (m, 2H, H1: and His), 7.17 (s,
2H, Has).

13C.RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 168.4 (C12(d, J = 243.2 Hz)), 161.9 (C1), 160.5 (C,), 152.0 (Cs), 137.2 (Ce),
133.2 (Co(d, J = 3.0 Hz)), 132.3 (C10 and Ci4 (d, J = 8.3 Hz)), 129.1 (C4), 127.84 (C7), 119.0 (Cs), 116.01 (Cis
and Cy3(d, J = 21.8 Hz)), 114.3 (Cs).

LC-MS (ESI) m/z =317.9, 319.9 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.9 min, purity = 94.8 %

Molecular formula: C14HsFBrNs
Molecular weight: 318.15 g/mol
Melting point: 200-205 °C
Aspect: yellow solid

4-(furan-2-yl)-6-methylquinazolin-2-amine (50c)

1" 12

Procedure:

To a solution of 49¢ (1.0 eq., 300.0 mg, 1.23 mmol) were added DIPEA (2.5 eq., 0.53 mL, 3.06 mmol) and
4-methoxybenzylamine (2.0 eq., 0.32 mL, 2.45 mmol) in dioxane. The mixture was stirred and heated at
reflux overnight. The solution was cooled to room temperature and hydrolyzed with water. The aqueous
layer was extracted three times with EtOAc. Combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered and
concentrated in vacuo. This intermediate was not isolated and the next step was carried out without any
further purification. The crude product was dissolved in TFA (10 mL) and the mixture was stirred at room
temperature for 72h. A saturated aqueous solution of sodium bicarbonate was added up to basic pH.
Aqueous layer was extracted three times with EtOAc. Combined organic layers were dried over MgSO,,
filtered and concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash chromatography
(DCM/MeOH (9/1)) to afford 50c (30.0 mg, 38%).

1H-RMN (DMSO-ds, 6§ ppm, J Hz): 8.25 (m, 1H), 8.09 (m, 1H), 7.56 (dd, 1H, He, J = 2.1 Hz and J = 8.8 Hz),
7.42-7.38 (m, 2H), 6.80 (dd, 1H, H11, /= 1.9 Hz and J = 3.5 Hz), 6.71 (s, 2H, H14), 2.43 (s, 3H, Hi3).

13C-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 165.0 (C1), 160.7 (Co), 157.6 (C3), 157.2 (Cs), 151.4 (C12), 141.0 (Cs), 136.7
(Cs), 130.6 (Ca), 130.1 (Cs), 120.7 (C5), 120.4 (C11), 117.5 (Cio), 26.3 (Ca3).

LC-MS (ESI) m/z = 226.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 1.8 min, purity = 95.5 %
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Molecular formula: C13H11N30
Molecular weight: 225.25 g/mol
Melting point: 157-159 °C
Aspect: yellow solid

2-Amino-4-phenyl-6-methylquinazoline (50d)

Procedure:

The same procedure as described for compound 50c was used starting from compound 49d (1.0 eq., 200.0
mg, 0.79 mmol), DIPEA (2.5 eq., 0.34 mL, 1.96 mmol) and 4-methoxybenzylamine (2.0 eq., 0.21 mL, 1.57
mmol) in dioxane. The crude product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH (9/1)) to afford
50d (27.0 mg, 41%).

'H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 7.81 (m, 1H), 7.76 (m, 2H), 7.65 (m, 5H), 2.39 (s, 3H, H1s).
13C-.RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 174.5 (C4), 159.3 (C,), 155.8 (Cs), 138.6 (C¢), 136.1 (Cs), 134.9 (Cqo), 131.5
(C4), 130.1 (C11 and C13), 129.1 (C12), 127.8 (C1o and C14), 1194 (C7), 1171 (Cg), 21.2 (C15).

LC-MS (ESI) m/z = 236.3 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 1.9 min, purity > 99.0 %

Molecular formula: Ci5Hi3N3
Molecular weight: 235.29 g/mol
Melting point: 190-192 °C
Aspect: yellow solid
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2-Amino-4-(4-fluorophenyl)-6-methylquinazoline (50e)

Procedure:

The same procedure as described for compound 50a was used starting from 49e (1.0 eq., 450.0 mg, 1.65
mmol) in MeOH. The crude product was purified using flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to
5/5) to afford 50e (37.4 mg, 10%).

H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 7.70 (m, 2H), 7.53 (m, 1H), 7.44 (m, 4H), 6.78 (s, 2H, His), 3.07 (s, 3H,
His).

3C.RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 168.1 (C1> (d, J = 236.3 Hz)), 161.7 (C1), 160.3 (C2), 152.2 (Cs), 136.2,
134.1 (Co (d, J = 3.4 Hz)), 132.1, 131.6, 125.8 (C10 and Cu4 (d, J = 8.2 Hz)), 117.6 (Cs), 115.2 (C11 and Cy3 (d, J
=21.1 Hz)), 21.3 (CHs).

LC-MS (ESI) m/z = 254.0 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.6 min, purity =95.2 %

Molecular formula: Ci5H12FN;
Molecular weight: 253.28 g/mol
Melting point: 180-182 °C
Aspect: yellow solid

4-(Furan-2-yl)-6-methoxyquinazolin-2-amine (50f)

Procedure:

The same procedure as described for compound 50c was used starting from 49f (1.0 eq., 200.0 mg, 0.77
mmol), DIPEA (2.5 eq., 0.33 mL, 1.92 mmol) and 4-methoxybenzylamine (2.0 eq., 0.20 mL, 1.53 mmol) in
dioxane. The crude product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH (9/1)) to afford 50f (45.0
mg, 56%).

192



Partie expérimentale

H-RMN (DMSO-ds, 6§ ppm, J Hz): 8.09 (dd, 1H, Hio, J = 0.8 Hz and J = 1.8 Hz), 7.83 (m, 1H), 7.43 (m, 3H),
6.80 (dd, 1H, H11, J = 1.8 Hz and J = 3.5 Hz), 6.62 (s, 2H, Hua), 3.86 (s, 3H, Has).

13C-.RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 159.8 (C1), 155.2 (Co), 154.8 (Cs), 152.5 (C2), 150.4 (Cs), 146.6 (C12), 127.6
(C7), 126.4 (Ce), 116.1 (C3), 115.5 (C11), 112.8 (C1o), 104.9 (Ca), 55.8 (Ca3).

LC-MS (ESI) m/z = 242.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 1.7 min, purity > 99.0 %

Molecular formula: C13H11N30;
Molecular weight: 241.25 g/mol
Melting point: 169-171 °C
Aspect: yellow solid

6-Fluoro-4-(furan-2-yl)quinazolin-2-amine (50g)

Procedure:

The same procedure as described for compound 50c was used starting from 49g (1.0 eq., 200.0 mg, 0.80
mmol), DIPEA (2.5 eq., 0.35 mL, 2.01 mmol) and 4-methoxybenzylamine (2.0 eq., 0.21 mL, 1.61 mmol) in
dioxane. The crude product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH (9/1)) to afford 50g (45.0
mg, 46%).

1H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.23 (dd, 1H, He, J = 2.9 Hz and J = 10.4 Hz), 8.11 (m, 1H), 7.69-7.62 (m,
1H), 7.54 (m, 1H), 7.46 (m, 1H), 6.82 (m, 1H), 6.80 (s, 2H, H1s).

3C.RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 160.5 (C1), 159.0 (Cs (d, J = 238.5 Hz)), 156.1 (Cs (d, J = 5.3 Hz)), 152.4
(Cs), 151.7, 147.1, 128.5 (C; (d, J = 8.3 Hz)), 124.1 (Cs (d, J = 25.5 Hz)), 115.9 (Cs (d, J = 9.1 Hz)), 112.9, 110.3
(Ca(d, J=24.0 Hz)).

LC-MS (ESI) m/z = 230.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 1.8 min, purity >99.0 %

Molecular formula: C1;HsN3O
Molecular weight: 229.25 g/mol
Melting point: 181-183 °C
Aspect: yellow solid
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6-Chloro-4-(furan-2-yl)quinazolin-2-amine (50h)

Procedure:

The same procedure as described for compound 50c was used starting from 49h (1.0 eq., 250.0 mg, 0.94
mmol), DIPEA (2.5 eq., 0.41 mL, 2.36 mmol) and 4-methoxybenzylamine (2.0 eq., 0.25 mL, 1.89 mmol) in
dioxane. The crude product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH (9/1)) to afford 50h (45.0
mg, 46%).

1H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 8.51 (d, 1H, Ha, J = 2.3 Hz), 8.15 (dd, 1H, H1, J = 0.8 Hz and J = 1.8 Hz),
7.73 (dd, 1H, He, J = 2.5 Hz and J = 9.2 Hz), 7.47 (m, 2H, H7 and Hag), 6.97 (s, 2H, Hi3), 6.82 (dd, 1H, H11, J =
1.8 Hz and J = 3.5 Hz).

13C-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 160.8 (C), 155.8 (Co), 153.1 (C3), 152.4 (Cs), 147.4 (C12), 134.5 (Cs), 128.8
(Ce), 126.5 (Cy), 125.6 (C4), 116.3 (Cs), 116.2 (C11), 113.0 (Cyo).

LC-MS (ESI) m/z = 246.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 1.9 min, purity > 99.0 %

Molecular formula: C;,HsCIN;O
Molecular weight: 245.67 g/mol
Melting point: 184-186 °C
Aspect: yellow solid

4,6-Di(4-fluorophenyl)quinazolin-2-amine (50i)

Procedure:
The same procedure as described for compound 50a was used starting from 49i (1.0 eq., 200.0 mg, 0.59
mmol) in MeOH. The solid was filtered to afford 50i (12.0 mg, 46%).
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H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.30-8.15 (m, 2H), 8.08-7.82 (m, 3H), 7.77-7.60 (m, 4H), 7.59-7.38 (m,
4H).

BC_.RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 169.0 (C1), 165.1 (C12(d, J = 245.3 Hz)), 163.8 (C1s(d, J = 237.4 Hz)), 160.6
(C2), 153.2 (Cs), 136.6 (Cis (d, J = 3.1 Hz)), 133.8 (Co (d, J = 2.9 Hz)), 133.3 (Cs and Cs), 132.3 (C16 and Cyo (d,
J=8.3Hz), 129.1 (Cyoand Cy (d, J = 7.5 Hz)), 126.5 (Cs), 124.6 (C7), 117.8 (Cs), 116.4-115.8 (C11, C13, C17 and
Cio(d,J=21.0Hz and d, J = 21.8 Hz)).

LC-MS (ESI) m/z = 333.1 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.3 min, purity >99.0 %

Molecular formula: CyH13F2N3
Molecular weight: 333.34 g/mol
Melting point: 239-241 °C
Aspect: white solid

4,6-Diphenylquinazolin-2-amine (50j)

Procedure:
The same procedure as described for compound 50a was used starting from 49j (1.0 eq., 40.0 mg, 0.59
mmol) in MeOH. The solid was filtered to afford 50j (12.0 mg, 32%).

H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.30-8.15 (m, 2H), 8.08-8.02 (m, 1H), 7.96-7.83 (m, 2H), 7.77-7.61 (m,
4H), 7.59-7.40 (m, 4H).

13C-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 160.0 (C1), 155.2 (Cy), 147.4 (Cs), 141.5 (C), 134.8 (Cis), 134.2 (C), 132.1
(2 CH), 130.2 (CH), 129.7 (2 CH), 129.2 (2 CH), 128.5 (2 CH), 127.8 (CH), 127.5 (CH), 126.4 (CH), 125.5 (C7),
120.7 (Ca).

LC-MS (ESI) m/z = 298.1 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 3.0 min, purity =96.2 %

Molecular formula: CxoH1sN3;
Molecular weight: 297.36 g/mol
Melting point: 214-216 °C
Aspect: yellow solid
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7-bromo-4-(furan-2-yl)quinazolin-2-amine (50k)

Procedure:

The same procedure as described for compound 50a was used starting from 49k (1.0 eq., 200.0 mg, 0.65
mmol) in MeOH. The crude product was purified using flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to
5/5) to afford 50k (29.0 mg, 21%).

H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 7.97 (d, 1H, Hy, J = 2.1 Hz), 7.80 (dd, 1H, Hs, J = 2.0 Hz and J = 9.0 Hz), 7.74-
7.71 (m, 1H), 7.57 (d, 1H, Ha, J = 8.9 Hz), 7.32-7.29 (m, 2H), 5.53 (s, 2H, H13).

3C.RMN (DMSO-ds, 5 ppm, J Hz): 169.1 (C1), 165.1 (Cs), 163.0 (C2), 159.2 (Cs), 140.8 (C12) 132.1 (C4), 131.6
(C7), 129.3 (Cs), 127.4 (Cs), 119.4 (C3), 116.3 (C11), 116.1 (C1o).

LC-MS (ESI) m/z =290.1, 292.1 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.9 min, purity = 95.0 %

Molecular formula: C1;HsBrN;O
Molecular weight: 290.12 g/mol
Melting point: 193-195 °C
Aspect: yellow solid

2-Amino-7-bromo-4-(4-fluorophenyl)quinazoline (50I)

Procedure:

The same procedure as described for compound 50a was used starting from 49l (1.0 eq., 200.0 mg, 0.59
mmol) in MeOH. The crude product was purified using flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to
5/5) to afford 501 (35.0 mg, 13%).
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1H-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 7.97 (d, 1H, Hy, J = 2.1 Hz), 7.80 (dd, 1H, Hs, J = 2.0 Hz and J = 9.0 Hz), 7.74-
7.71 (m, 2H, Hio and Hu4), 7.57 (d, 1H, H4, J = 8.9 Hz), 7.32-7.29 (m, 2H, H1; and His), 5.53 (s, 2H, His).
BBC.RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 169.1 (C1> (d, J = 239.4 Hz)), 165.1 (C1), 163.0 (Cs), 159.2 (Cs), 137.6 (Cs (d, J
= 3.4 Hz)), 132.6 (C10 and Cua(d, J = 8.5 Hz)), 132.1 (Ca), 131.6 (C5), 129.3 (Cs), 127.4 (Co), 119.4 (C3), 116.3
(Ci1and Cy3 (d, J = 21.2 Hz)).

LC-MS (ESI) m/z =317.9, 319.9 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.1 min, purity > 99.0 %

Molecular formula: C14HsFBrNs
Molecular weight: 318.15 g/mol
Melting point: 211-213 °C
Aspect: yellow solid

4-(furan-2-yl)-7-methylquinazolin-2-amine (50m)

1" 12

Procedure:

The same procedure as described for compound 50c was used starting from 49m (1.0 eq., 200.0 mg, 0.82
mmol), DIPEA (2.5 eq., 0.36 mL, 2.04 mmol) and 4-methoxybenzylamine (2.0 eq., 0.21 mL, 1.63 mmol) in
dioxane. The crude product was purified by flash chromatography (DCM/MeOQOH (9/1)) to afford 50m (21.0
mg, 13%).

1H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 8.38 (d, 1H, Hq4, J = 8.8 Hz), 8.07 (m, 1H), 7.39 (dd, 1H, H1o, J = 0.7 Hz and
J=3.5Hz),7.27 (m, 1H), 7.10 (dd, 1H, Hs, J = 1.5 Hz and J = 8.7 Hz), 6.79 (dd, 1H, H11, J=1.7 Hzand /= 3.5
Hz), 6.74 (s, 2H, H14), 2.43 (s, 3H, H1s).

B3C.RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 160.7 (C1), 156.2 (Co), 154.7 (C2), 152.6 (Cs), 146.7 (Cs), 144.4 (C12), 126.5
(Cs), 125.1 (C4), 125.0 (C7), 115.6 (C5), 114.2 (C11), 112.8 (Ci0), 22.0 (Cy3).

LC-MS (ESI) m/z = 226.3 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 1.8 min, purity =97.4 %

Molecular formula: C13H1:N50
Molecular weight: 225.25 g/mol
Melting point: 235-237 °C
Aspect: yellow solid
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2-Amino-4-phenyl-7-methylquinazoline (50n)

Procedure:

The same procedure as described for compound 50a was used starting from 49n (1.0 eq.,200.0 mg, 0.73
mmol) in MeOH. The crude product was purified using flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to
4/6) to afford 50n (121 mg, 65%).

H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 7.76-7.69 (m, 3H), 7.47-7.44 (m, 1H), 7.27-7.22 (m, 2H), 7.09 (dd, 1H, Hs, J =
1.4 Hz and J = 8.5 Hz), 5.22 (s, 2H, Hie), 2.53 (s, 3H, Hus).

13C-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 170.2 (Cy), 159.7 (Ca), 153.5 (Cs), 145.0 (Cg), 137.4 (Co), 129.7 (C11 and Ci3),
129.5 (C12), 128.5 (C10 and Cia), 127.2 (Cs), 125.3 (C4), 125.0 (C7), 116.8 (Cs), 22.1 (Cus).

LC-MS (ESI) m/z = 236.3 [M+H]"*
UPLC: C18 column: tg = 1.8 min, purity > 99.0 %

Molecular formula: Ci5Hi3N3
Molecular weight: 235.29 g/mol
Melting point: 160-162 °C
Aspect: white solid

2-Amino-4-(4-fluorophenyl)-7-methylquinazoline (500)

Procedure:

The same procedure as described for compound 50a was used starting from 490 (1.0 eq.,200.0 mg, 0.73
mmol) in MeOH. The crude product was purified using flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to
4/6) to afford 500 (121.0 mg, 65%).
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1H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 7.76-7.69 (m, 3H), 7.47-7.44 (m, 1H), 7.27-7.22 (m, 2H), 7.09 (dd, Hs, 1H, J =
1.4 Hz and J = 8.5 Hz), 5.22 (s, 2H, His), 2.53 (s, 3H, Has).

13C-RMN (CDCls3, 6 ppm, J Hz): 169.0 (C1), 165.4 (C12 (d, J = 249.2 Hz)), 159.6 (C,), 153.5 (Cs), 145.1 (Ce),
133.5 (Co (d, J = 3.8 Hz)), 131.6 (C10 and Cua (d, J = 8.4 Hz)), 126.9 (Ca), 125.5 (Ca), 125.1 (C7), 116.7 (Ca),
115.8 (C11 and Cy3 (d, J = 21.8 Hz)), 22.1 (Cys).

LC-MS (ESI) m/z = 254.0 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.0 min, purity > 99.0 %

Molecular formula: C1sH1,FN3
Molecular weight: 253.28 g/mol
Melting point: 161 °C

Aspect: white solid

7-Chloro-4-(furan-2-yl)quinazolin-2-amine (50p)

Procedure:

The same procedure as described for compound 50c was used starting from 49p (1.0 eq., 200.0 mg, 0.75
mmol), DIPEA (2.5 eq., 0.33 mL, 1.89 mmol) and 4-methoxybenzylamine (2.0 eq., 0.20 mL, 1.51 mmol) in
dioxane. The crude product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH (9/1)) to afford 50p (45.0
mg, 46%).

1H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 8.53 (d, 1H, Ha, J = 9.1 Hz), 8.11 (dd, 1H, H1, J = 0.8 Hz and J = 1.7 Hz),
7.48 (d, 1H, Hs, J = 2.1 Hz), 7.45 (dd, 1H, Hio, /= 0.8 Hz and J = 3.6 Hz), 7.28 (dd, 1H, Hs, /= 2.2 Hzand J =
9.0 Hz), 7.03 (s, 2H, Hi3), 6.82 (dd, 1H, H11, J = 1.8 Hz and J = 3.5 Hz).

13C-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 161.2 (C1), 156.7 (Co), 155.2 (C3), 152.2 (Cs), 147.2 (Cg), 138.9 (C12), 129.0
(Ca), 124.5 (C), 123.2 (Cs), 116.3 (C3), 114.6 (C11), 113.0 (C1o).

LC-MS (ESI) m/z = 246.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 1.9 min, purity >99.0 %

Molecular formula: C;,HsCIN;O
Molecular weight: 245.67 g/mol
Melting point: 181-183 °C
Aspect: yellow solid
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6-Bromo-2-chloro-4-(1H-pyrazol-1-yl)quinazoline (51)

Procedure:

To a solution of 48a (1.0 eq., 400.0 mg, 1.44 mmol) in dioxane were added K,COs (2.0 eq., 397.8 mg, 2.88
mmol) and 1H-pyrazole (1.2 eq., 117.6 mg, 1.73 mmol). The solution was stirred and heated at 60 °C
overnight. The solution was cooled to room temperature and solid was filtered. The solution was cooled
to room temperature and hydrolyzed with water. The solid was filtered and washed with PE to afford 51
(350.0 mg, 79%).

H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 9.88 (d, 1H, Ha, J = 2.1 Hz), 8.84 (dd, 1H, H11, J = 0.4 Hz and J = 2.8 Hz), 8.08-
7.97 (m, 2H, Hg and Hs), 7.86 (d, 1H, Hy, J = 9.0 Hz), 6.62 (dd, 1H, Ho, J = 1.6 Hz and J = 2.8 Hz).

LC-MS (ESI) m/z =308.9, 310.9, 312.9 [M+H]*
Molecular formula: C11HsBrCINs

Molecular weight: 309.55 g/mol
Aspect: white solid

The synthesis of compounds 55a-u and 56a-b was carried out according to protocols described in the thesis

of Romain Duroux.®’

2-(5-Bromopentyl)-2,3-dihydro-1H-isoindole-1,3-dione (52b)

Br

Procedure:

To a round bottom flask was added potassium phthalimide (1.0 eq., 10.00 g, 53.99 mmol) in acetone. Then,
1,5-dibromopentane (5.0 eq., 36.95 mL, 269.94 mmol) was slowly added and the solution was stirred and
heated at reflux overnight. The solution was cooled to room temperature and filtrated. The filtrate was
concentrated in vacuo. The crude product was taken up in PE at 0°C and the solution was stirred overnight.
The solution was filtered to afford 52b (6.41 g, 40%).
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'H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 7.89-7.85 (m, 2H), 7.74-7.68 (m, 2H), 3.69 (t, 2H, Ho, J = 7.0 Hz), 3.38 (t, 2H,
His, J=7.2 Hz), 1.74 (m, 4H, Hio and Hi,), 1.45-1.35 (m, 2H, H11).

LC-MS (ESI) m/z = 297.2 [M+H]*

Molecular formula: C13H14BrNO,
Molecular weight: 296.16 g/mol
Melting point: 60-62 °C

Aspect: white solid

2-[5-(Piperidin-1-yl)pentyl]-2,3-dihydro-1H-isoindole-1,3-dione (53b)

Procedure:

To a round bottom flask were added 52b (1.0 eq., 1.70 g, 5.74 mmol), piperidine (1.2 eq., 0.68 mL, 6.89
mmol) and Et3N (1.2 eq., 0.96 mL, 6.89 mmol) in acetonitrile. The solution was stirred and heated at reflux
overnight. The solution was cooled to room temperature, hydrolyzed with water and acidified with a HCI
solution 1M up to pH acid. The aqueous phase was extracted with EtOAc. The aqueous layer was alkalized
with a NaOH solution 0.5M. The aqueous phase was extracted with EtOAc three times. The solution was
dried with MgSO0,, filtered and concentrated in vacuo to give a brown oil. The product was taken up in PE
and the solution was filtered to afford 53b (1.30 g, 79%).

1H-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 7.85-7.82 (m, 2H), 7.73-7.69 (m, 2H), 3.68 (t, 2H, Hs, J = 6.9 Hz), 2.38-2.27
(m, 6H), 1.69 (m, 2H), 1.64-1.51 (m, 4H), 1.44-1.31 (m, 6H).

LC-MS (ESI) m/z = 301.1 [M+H]*
Molecular formula: CisH,4N,0,
Molecular weight: 300.40 g/mol

Melting point: 72-76 °C
Aspect: white solid
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Tert-butyl 4-[5-(1,3-dioxo-2,3-dihydro-1H-isoindol-2-yl)pentyl]piperazine-1-carboxylate (53f)

Procedure:

The same procedure as described for compound 53b was used starting from 52b (1.0 eq., 4.00 g, 13.51
mmol), 1-boc piperazine (1.2 eq., 3.10 g, 16.20 mmol) and EtsN (1.5 eq., 2.82 mL, 20.26 mmol) in
acetonitrile. The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc (5/5)) to
afford 53f (3.0 g, 55%).

H-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 7.89-7.82 (m, 2H), 7.76-7.69 (m, 2H), 3.70 (t, 2H, Hs, J = 7.2 Hz), 3.45 (m, 4H),
2.39 (m, 6H), 1.76-1.66 (m, 2H), 1.60-1.55 (m, 2H), 1.47 (s, 9H, Hao, Ha1 and Hz2), 1.40-1.37 (m, 2H).

LC-MS (ESI) m/z = 402.4 [M+H]*
Molecular formula: C;;H31N304

Molecular weight: 401.51 g/mol
Aspect: white solid

5-(Piperidin-1-yl)pentan-1-amine (54b)
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Procedure:

To a round bottom flask were added 53b (1.0 eq., 1.00 g, 3.33 mmol) and hydrazine hydrate (2.5 eq., 0.26
mL, 8.32 mmol) in EtOH. The solution was stirred and heated at reflux for 3 hours. The solution was cooled
to room temperature and then phthalhydrazide was filtered off. The filtrate was concentrated in vacuo,
suspended in chloroform and phthalhydrazide was filtered again. The filtrate was washed with water, dried
over MgSQ,, filtered and concentrated in vacuo to afford 54b (459.1 mg, 81%).
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1H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 2.66 (t, 2H, He, J = 6.9 Hz), 2.34 (m, 4H), 2.25 (t, 2H, H, J = 7.1 Hz), 1.59-1.48
(m, 6H), 1.45-1.39 (m, 6H), 1.33-1.26 (m, 2H).

LC-MS (ESI) m/z = 171.3 [M+H]*

Molecular formula: C10H22N»
Molecular weight: 170.30 g/mol
Aspect: yellow oil

Tert-butyl 4-(5-aminopentyl)piperazine-1-carboxylate (54f)
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Procedure:
The same procedure as described for compound 54b was used starting from 53f (1.0 eq., 1.50 g, 3.74
mmol) and hydrazine hydrate (2.5 eq., 0.29 mL, 9.34 mmol) in EtOH to afford 54f (730.0 mg, 72%).

1H-RMN (CDCls, 6 ppm, J Hz): 3.70 (t, 4H, H7and Hio, J = 5.1 Hz), 2.71 (t, 2H, He, J = 6.6 Hz), 2.39-2.30 (m,
6H), 1.97 (m, 3H), 1.59-1.48 (m, 3H), 1.46 (s, 9H, H1s, H1s and His), 1.36-1.31 (m, 2H).

LC-MS (ESI) m/z = 272.2 [M+H]*
Molecular formula: C14H,9N30,

Molecular weight: 271.41 g/mol
Aspect: yellow oil
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Tert-butyl 4-{5-[(4-phenylquinazolin-2-yl)amino]pentyl}piperazine-1-carboxylate (55m)

16
AN 22
24@ 25 _0_26_-27
23 \[ol/ \zfzs
Procedure:
To a sealed tube were added 2-chloro-4-phenylquinazoline (1.0 eq., 100.0 mg, 0.42 mmol), 54f (1.1 eq.,
124.0 mg, 0.46 mmol) and DIPEA (3.0 eq., 0.22 mL, 1.25 mmol) in dioxane (3 mL). The solution was heated
and stirred at 90 °C overnight. The mixture was cooled to room temperature and hydrolyzed with water.
The aqueous layer was extracted three times with EtOAc. Combined organic layers were dried over MgSQ,,

filtered and concentrated in vacuo to afford a yellow oil. The crude product was purified using flash
chromatography (DCM/MeOH: 10/0 to 9.5/0.5) to afford 55m (81.0 mg, 41%).

1H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 7.79 (d, 1H, Hy, J = 8.3 Hz), 7.70-7.65 (m, 4H, Ha, He, H1o and Hua), 7.54-7.52
(m + t, 3H, Hs, Hi1 and His, J = 3.2 Hz), 7.15 (quintuplet, 1H, Hi, J = 4.1 Hz), 5.30 (m, 1H, His), 3.59
(quadruplet, 2H, Hig, J = 6.6 Hz), 3.42 (t, 4H, Ha; and Has, J = 5.0 Hz), 2.38-2.32 (m, 6H, Hao, Ha1 and Haa),
1.75-1.68 (m, 2H, Hi), 1.59-1.45 (m, 13H, Hus, H1o and Ha7-Has).

BBC.RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 170.1 (C1), 159.2 (Cz), 154.9 (Cas), 153.5 (Cs), 137.6 (Co), 133.8 (Ce), 129.8
(Cs), 129.6 (C10 and Cua), 128.6 (C11 and Cu3), 127.6 (C7), 126.2 (Ca), 122.3 (C12), 118.6 (Cs), 79.7 (Cas), 58.7
(Ca0), 53.2 (C21 and Cas), 41.5 (C16, C22 and Ca3), 29.7 (C17), 28.6 (Ca7, Cas and Cas), 26.7 (Cis), 25.0 (Cis).

LC-MS (ESI) m/z = 476.4 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.2 min, purity = 96.0 %

Molecular formula: C,sHs7NsO,

Molecular weight: 475.29 g/mol
Aspect: orange oil
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4-Phenyl-N-[5-(piperazin-1-yl)pentyl]quinazolin-2-amine (55n)

Procedure:

To a solution of 55m (1.0 eq., 330.0 mg, 0.69 mmol) in DCM was added HCI (12.0 eq., 2.21 mL, 8.83 mmol).
The solution was stirred at room temperature overnight. The mixture was concentrated in vacuo. The
crude product was purified using flash chromatography (DCM/MeOH (NHs sat.): 9.5/0.5 to 9/1) to
afford 55n (222.0 mg, 85%).

H-RMN (CDCls, 6 ppm, J Hz): 7.78 (d, 1H, Hy, J = 8.5 Hz), 7.70-7.64 (m, 4H, Ha, He, H1o and Haa), 7.52 (t, 3H,
Hs, H11, H1s, J = 3.2 Hz), 7.14 (quintuplet, 1H, H1, J = 4.1 Hz), 5.32 (t, 1H, Hus, J = 5.4 Hz), 3.58 (quadruplet,
2H, His, J = 6.6 Hz), 2.90 (t, 4H, Haa, Has, J = 4.9 Hz), 2.45-2.33 (m + t, 7H, Hao, Ha1, Has and Has, J = 7.5 Hz),
1.70 (quintuplet, 2H, Hiz, J = 7.2 Hz), 1.59-1.42 (m, 4H, H1s and Hio).

3C.RMN (CDCls, 6 ppm, J Hz): 170.1 (C1), 159.2 (Cs), 153.5 (Cs), 137.6 (Cs), 133.8 (Cs), 129.7 (Cs), 129.6 (C1o
and Cis), 128.6 (C11 and Cu3), 127.6 (C7), 126.2 (C4), 122.3 (C12), 118.6 (Cs), 59.3 (Ca0), 54.5 (C21 and Cas), 46.1
(C22 and Caa), 41.5 (Csg), 29.7 (C17), 26.5 (Cao), 25.1 (Cia).

LC-MS (ESI) m/z = 376.4 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.1 min, purity > 99.0 %

Molecular formula: Co3H9Ns

Molecular weight: 375.24 g/mol
Aspect: orange oil
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6-bromo-4-(furan-2-yl)-N-[5-(piperidin-1-yl)pentyl]quinazolin-2-amine (55v)

Procedure:

The same procedure as described for compound 55m was used starting from 6-bromo-2-chloro-4-(furan-
2-yl)quinazoline (1.0 eq., 152.0 mg, 0.49 mmol), 54b (1.2 eq., 100.0 mg, 0.59 mmol) and DIPEA (3.0 eq.,
0.26 mL, 1.47 mmol) in DMF (3 mL). The crude product was purified using flash chromatography
(DCM/MeOH: 10/0 to 9.5/0.5) to afford 55v (85.0 mg, 39%).

1H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 8.77 (d, 1H, Ha, J = 2.2 Hz), 7.79 (dd, 1H, H1, J = 0.8 Hz and J = 1.7 Hz),
7.72(dd, 1H, He, J = 2.2 Hz and J = 9.0 Hz), 7.48 (d, 1H, H7, J = 9.0 Hz), 7.44 (d, 1H, H1o, J = 3.3 Hz), 6.67 (dd,
1H, H11, J= 1.7 Hzand J = 3.4 Hz), 5.37 (t, 1H, His, J = 5.6 Hz), 5.37 (t, 2H, Hus, J = 6.2 Hz), 2.90-2.84 (m, 3H),
1.99-1.94 (m, 5H), 1.77-1.70 (m, 4H), 1.55-1.44 (m, 4H), 1.27-1.22 (m, 2H).

13C-RMN (DMSO-ds, 6§ ppm, J Hz): 159.1 (C4), 155.8 (Cs), 152.8 (C2), 145.8 (Cs), 136.9 (C12), 129.1 (Ce), 128.0
(C4), 117.7 (Cy), 115.8 (Cs), 115.5 (Cs and Ca1), 112.3 (Cyo), 57.5 (C1s and Cas), 53.3 (Cis), 41.0 (Caa), 29.1 (C1s),
24.3 (Cy17), 23.5 (C16), 22.8 (C21), 22.4 (Cx0 and Cya2).

LC-MS (ESI) m/z = 443.3, 445.3 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.2 min, purity = 96.4 %

Molecular formula: C,,H,7BrN4O

Molecular weight: 443.39 g/mol
Aspect: yellow oil

206



Partie expérimentale

4-(furan-2-yl)-6-methyl-N-[5-(piperidin-1-yl)pentyl]quinazolin-2-amine (55w)

Procedure:

The same procedure as described for compound 55m was used starting from 49c¢ (1.0 eq., 70.0 mg, 0.29
mmol), 54b (1.5 eq., 73.0 mg, 0.43 mmol) and DIPEA (3.0 eq., 0.15 mL, 0.86 mmol) in DMF (3 mL). The
crude product was purified using flash chromatography (acetone, 100%) to afford 55w (80.0 mg, 74%).

'H-RMN ((CD;).CO, 6 ppm, J Hz): 8.40 (s, 1H, H1o), 7.94 (dd, 1H, H1,, J = 0.8 Hz and J = 1.7 Hz), 7.55-7.39
(multiplet, 3H, Ha, He and H5), 6.72 (dd, 1H, H11, J= 1.7 Hzand J = 3.5 Hz), 6.31 (s, 1H, Hi3), 3.54 (td, 2H, Ha,
J=6.1HzandJ=6.8 Hz), 2.44 (d, 3H, H2s,J=0.8 Hz), 2.31-2.23 (m + t, 6H, His, His and Hy3, /= 7.0 Hz), 1.71
(quintuplet, 2H, His, J = 7.0 Hz), 1.56-1.38 (m, 10H, Hi¢, H17, H20-H22).

13C-RMN ((CD3).CO, 6 ppm, J Hz): 160.1 (C1), 156.5 (Cs), 153.9 (C; and Cs), 146.4 (C12), 136.2 (Cg), 132.5 (Cs),
127.0 (C4), 126.2 (C7), 117.1 (C3), 115.5 (C11), 112.8 (Ci0), 59.9 (Cis), 55.4 (C19 and Czs), 41.9 (C14), 27.5 (C1s
and Ci7), 26.9 (Cy0 and Cy;), 25.6 (Cie), 25.4 (Ca1), 21.5 (Caa).

LC-MS (ESI) m/z = 379.4 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.4 min, purity >99.0 %

Molecular formula: C,3H3oN4O

Molecular weight: 378.52 g/mol
Aspect: yellow oil

4-(furan-2-yl)-7-methyl-N-[5-(piperidin-1-yl)pentyl]quinazolin-2-amine (55x)

Procedure:
The same procedure as described for compound 55m was used starting from 49m (1.0 eq., 95.0 mg, 0.39
mmol), 54b (1.2 eq., 79.3 mg, 0.47 mmol) and DIPEA (3.0 eq., 0.20 mL, 1.16 mmol) in DMF (3 mL). The
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crude product was purified using flash chromatography (DCM/MeOH: 10/0 to 9.5/0.5) to afford 55x (20.0
mg, 14%).

H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 8.43 (d, 1H, Ha, J = 8.6 Hz), 7.73 (d, 1H, H7, J = 1.5 Hz), 7.42 (m, 1H, H1), 7.34
(d, 1H, Hao, J = 3.4 Hz), 7.07 (dd, 1H, Hs, J = 1.7 Hz and J = 8.7 Hz), 6.36 (dd, 1H, Hyy, J = 1.8 Hz and J = 3.4
Hz), 5.26 (t, 1H, His, J = 5.8 Hz), 3.55 (q, 2H, H1s, J = 6.8 Hz), 2.40 (m, 9H), 1.65 (m, 9H), 1.44 (m, 5H).
B3C.RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 159.2 (C1), 156.4 (Cs), 154.2 (C2), 145.2 (C and Cs), 144.5 (C2), 126.5 (Cs),
125.3 (Ca), 124.9 (C7), 115.2 (Cs), 114.9 (C11), 112.1 (Cio), 58.0 (Cis), 53.6 (C19 and Cy3), 41.1 (C1a), 29.3 (C1s),
24.5 (C17), 24.3 (Ca0 and C22), 23.6 (Cie), 22.9 (C21), 22.0 (Caa).

LC-MS (ESI) m/z = 379.4 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.4 min, purity =95.1 %

Molecular formula: C3H3oN4O
Molecular weight: 378.52 g/mol

Aspect: yellow oil

4-(furan-2-yl)-6-methyl-N-{4-[(piperidin-1-yl)methyl]phenyl}quinazolin-2-amine (56c)

Procedure:

To a sealed tube were added 49c (1.0 eq., 80.0 mg, 0.33 mmol), 4-(piperidylmethyl)aniline (1.0 eq., 62.2
mg, 0.33 mmol), BINAP (0.05 eq., 10.2 mg, 0.02 mmol) and Cs,COs (3.0 eq., 135.6 mg, 0.98 mmol) in
dioxane (3 mL). The solution was degassed for 5 minutes with nitrogen and palladium acetate (0.05 eq.,
3.67 mg, 0.02 mmol) was added. The solution was stirred and heated at 80 °C overnight. The mixture was
cooled to room temperature and hydrolyzed with water. The aqueous layer was extracted three times
with EtOAc. Combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered and concentrated in vacuo. The
crude product was purified using flash chromatography (cyclohexane/acetone (1/9)) to afford 56¢ (25.0
mg, 19%).

'H-RMN ((CDs),CO, & ppm, J Hz): 8.71 (s, 1H, H13), 8.52 (m, 1H, H1,), 8.03 (m, 3H, H4, He and H5), 7.66 (m,
2H, His and Hys), 7.50 (dd, 1H, Hio, J = 0.8 Hz and J = 3.5 Hz), 7.30 (m, 2H, Hic and Hig), 6.79 (dd, 1H, Hiy, J
=1.8 Hzand J = 3.5 Hz), 3.43 (s, 2H, Hy), 2.51 (s, 3H, Hz), 2.38 (M, 4H, Hz1 and Hys), 1.56 (m, 4H, Hz; and
H24), 1.43 (m, 2H, Hy3).
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13C.RMN ((CDs)-CO, 6 ppm, J Hz): 157.3 (C1), 156.5 (Co), 154.1 (C,), 153.1 (Cs), 146.9 (C12), 140.7 (C14), 136.7
(Ce), 134.3 (Cs), 132.9 (C4), 129.9 (C16 and Cis), 127.5 (C17), 126.3 (C5), 119.3 (C1s), 119.2 (C1e), 117.8 (Cs),
116.2 (C11), 113.1 (C10), 63.9 (Ca0), 55.1 (Ca1 and Cas), 26.9 (C22 and Cas), 25.3 (Cas), 21.6 (Cae).

LC-MS (ESI) m/z = 399.4 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.3 min, purity >99.0 %

Molecular formula: CosH26N4O
Molecular weight: 398.51 g/mol

Aspect: yellow oil

4-(furan-2-yl)-7-methyl-N-{4-[(piperidin-1-yl)methyl]phenyl}quinazolin-2-amine (56d)

Procedure:

The same procedure as described for compound 56¢ was used starting from 49m (1.0 eq., 150.0 mg, 0.61
mmol), 4-(piperidylmethyl)aniline (0.9 eq., 105.0 mg, 0.55 mmol), BINAP (0.05 eq., 19.1 mg, 0.03 mmol)
and Cs,COs (3.0 eq., 254.2 mg, 1.84 mmol) in dioxane (3 mL). The solution was degassed for 5 minutes with
nitrogen and palladium acetate (0.05 eq., 6.9 mg, 0.03 mmol) was added. The crude product was purified
using flash chromatography (water/ACN/formic acid (0.01%)) to afford 56d (30.0 mg, 12%).

'H-RMN (CD3OD, & ppm, J Hz): 8.56 (d, 1H, Hs, J = 8.8 Hz), 8.44 (s, 1H, Hi3), 8.00 (m, 2H), 7.90 (d, 1H, H7, J
= 1.2 Hz), 7.51 (d, 1H, Hio, J = 3.6 Hz), 7.45 (m, 3H), 7.20 (dd, 1H, Hs, J = 1.5 Hz and J = 8.8 Hz), 6.73 (dd, 1H,
Hio,J=1.8 Hz and J = 3.6 Hz), 4.24 (s, 2H, Hy), 3.20 (m, 4H, H21 and Has), 2.48 (s, 3H, Hag), 1.80 (m, 6H, Has-
Haa).

13C-RMN (CD30D, & ppm, J Hz): 156.3 (C1), 155.9 (Cs), 153.3 (Cz), 153.1 (Cs), 145.9 (Ce), 144.9 (C12), 142.4
(C14), 131.5 (Ci6 and Cis), 126.3 (Cy17), 126.1 (Cs), 125.2 (C4), 121.4 (C7), 118.7 (C1s and Cyo), 115.6 (C3), 115.0
(C11), 111.9 (Ca0), 60.1 (C20), 52.2 (C21 and Cys), 22.7 (Cy2 and Caa), 21.4 (Cz3), 20.7 (Cs).

LC-MS (ESI) m/z = 399.4 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.2 min, purity >99.0 %

Molecular formula: CsH,6N4O

Molecular weight: 398.51 g/mol
Aspect: yellow oil
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N-[2-(2-hydroxyethoxy)ethyl]-[1,1'-biphenyl]-2-carboxamide (57)

16 17 19

Procedure:

To a round bottom flask was added 2-biphenylcarboxylic acid (1.0 eq., 1.00 g, 5.05 mmol) in DCM. The
solution was cooled to 0 °C and then EtsN (2.2 eq., 1.54 mL, 11.01 mmol) was added dropwise. The mixture
was stirred at room temperature for 30 min. HOBt (1.2 eq., 0.82 g, 6.05 mmol) and EDCI (1.2 eq., 0.94 g,
6.05 mmol) were added at 0 °C and the solution was stirred at 0°C for 30 min. Then, 2-(2-
aminoethoxy)ethanol (1.0 eq., 0.51 mL, 5.05 mmol) was added and the solution was stirred at 0 °C for 1h
and at room temperature overnight. The solution was hydrolyzed with a HCl solution 1M and the aqueous
layer was extracted three times with DCM. The organic layer was washed with NaHCOs solution 1M, dried
over MgSO,, filtered and concentrated in vacuo to afford 57 (930.0 mg, 65%).

H-RMN (CDCls, 6 ppm, J Hz): 7.71 (dd, 1H, J = 7.4 Hz and J = 9.1 Hz), 7.50-7.37 (m, 8H), 5.71 (s, 1H, Hua),
3.58 (m, 2H, Hig), 3.40-3.26 (m, 6H, His, Hi7 and Hus).

3C.RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 169.6 (C13), 140.3 (C7), 139.4 (Ca), 135.6 (C1 and Ce), 130.2 (Co and Cy3), 128.8
(C10), 128.6 (C; and Cs), 127.7 (Cs and Ci2), 127.6 (Cs), 71.9 (C16), 69.3 (C17), 61.6 (C1s), 39.5 (Cys).

LC-MS (ESI) m/z = 286.3 [M+H]*
Molecular formula: C;7H19NO3

Molecular weight: 285.34 g/mol
Aspect: yellow oil

N-(2-{2-[2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy]ethoxy}ethyl)-[1,1'-biphenyl]-2-carboxamide (58)

15 18 19 22
(0}
13 N/\/O\/\o/\/ \/\OH
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Procedure:
The same procedure as described for compound 57 was used starting from 2-biphenylcarboxylic acid (1.0
eq., 1.00 g, 5.05 mmol), EtsN (2.2 eq., 1.54 mL, 11.01 mmol), HOBt (1.2 eq., 0.82 g, 6.05 mmol), EDCI (1.2
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eq., 0.94 g, 6.05 mmol) and 2-{2-[2-(2-aminoethoxy)ethoxy]ethoxy}ethanol (1.0 eq., 0.89 mL, 5.05 mmol)
to afford 58 (1.10 g, 56%).

H-RMN (CDCls,  ppm, J Hz): 7.64-7.61 (m, 1H), 7.50-7.35 (m, 8H), 6.75 (s, 1H, Hua), 3.63-3.61 (m, 2H),
3.59-3.53 (m, 4H), 3.52-3.48 (m, 2H), 3.43-3.38 (m, 6H), 3.29 (m, 2H, Has).

13C-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 170.0 (C13), 140.5 (C7), 139.6 (C4), 136.5 (C1 and Cs), 130.0 (Co and Cy3), 129.7
(CH), 128.8 (CH), 128.4 (Cs and C1,), 127.5 (CH), 127.3 (Cs), 72.4 (Ca0), 70.5 (C15 and Cys), 70.0 (C16 and Ca1),
69.8 (C17), 61.3 (C22), 39.5 (Cis).

LC-MS (ESI) m/z = 374.3 [M+H]*
Molecular formula: C;;H,7NOs
Molecular weight: 373.45 g/mol

Aspect: yellow oil

2-[2-({[1,1'-biphenyl]-2-yl}formamido)ethoxy]ethyl 4-methylbenzene-1-sulfonate (59)

23

Procedure:

To a round bottom flask were added 57 (1.0 eq., 0.93 g, 3.26 mmol) and EtsN (3.0 eq., 1.36 mL, 9.78 mmol)
in DCM. Then, tosyl chloride (1.5 eq., 0.93 g, 4.89 mmol) dissolved in DCM was added dropwise. The
solution was stirred at room temperature overnight. The solution was hydrolyzed with a HCl solution 1M
and the aqueous layer was extracted with DCM. The organic layer was washed with NaHCOj; solution 1M
and brine. Combined organic layers were dried over MgSQ,, filtered and concentrated in vacuo to give an
orange oil. The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/acetone (8/2)) to
afford 59 (1.3 g, 91%).

'H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 7.75-7.68 (m, 3H), 7.54-7.43 (m, 8H), 7.29-7.26 (m, 2H), 5.58 (s, 1H, Hua),
4.02 (m, 2H, Hyy), 3.37-3.28 (m, 4H, His and His), 3.15 (t, 2H, His, J = 5.2 Hz), 2.41 (s, 3H, Has).

13C-RMN (CDCl;, & ppm, J Hz): 169.5 (Ci3), 144.9 (C19), 140.3 (Cy2), 139.5 (C7), 135.7 (C4), 132.3 (C), 130.2
(C), 130.1 (Czs and Cy7), 129.8 (C24 and Cys), 128.8 (Cy and Ci1), 128.7 (C; and Cs), 128.5 (Cs and Ci2), 127.9
(C10), 127.6 (Cs), 69.4 (Ci6), 68.9 (C17), 68.1 (Cig), 39.2 (C1s), 21.6 (Cas).

LC-MS (ESI) m/z = 440.3 [M+H]*

Molecular formula: Cy4H;sNOsS
Molecular weight: 439.53 g/mol
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Aspect: orange oil

2-(2-{2-[2-({[1,1'-biphenyl]-2-yI}formamido)ethoxy]ethoxy}ethoxy)ethyl 4-methylbenzene-1-sulfonate
(60)

o
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Procedure:

The same procedure as described for compound 59 was used starting from 58 (1.0 eq., 1.06 g, 2.84 mmol),
EtsN (3.0 eq., 1.18 mL, 8.52 mmol) and tosyl chloride (1.5 eq., 0.81 g, 4.26 mmol) in DCM. The crude
product was purified by flash chromatography (cyclohexane/acetone (8/2)) to afford 60 (1.3 g, 87%).

1H-RMN (CDCls, 6 ppm, J Hz): 7.80 (m, 2H), 7.65 (m, 1H), 7.51-7.36 (m, 10H), 5.87 (s, 1H, Hua), 4.12 (m, 2H),
3.65-3.61 (m, 2H), 3.50-3.47 (m, 2H), 3.41-3.33 (m, 4H), 3.28-3.25 (m, 2H), 2.46 (s, 3H, Has), 1.81 (m, 2H,
Has).

3C-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 169.7 (C13), 144.8 (Cz3), 140.3 (Cas), 139.5 (C7), 135.9 (C4), 132.3 (C), 130.2
(C), 130.0 (Cas and Cy7), 129.8 (Cas and Cas), 128.8 (Co and C11), 128.6 (C, and Cs), 128.0 (Cs and C1a), 127.7
(C0), 127.5 (Cs), 70.7 (Ca0), 70.4 (C15 and Cis), 70.1 (Cas), 69.4 (C17), 69.2 (C21), 68.7 (C22), 39.5 (Cus), 21.7
(Cao).

LC-MS (ESI) m/z = 528.3 [M+H]"
Molecular formula: C,sH33sNO-S

Molecular weight: 527.63 g/mol
Aspect: orange oil
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N-{2-[2-(4-{5-[(4-phenylquinazolin-2-yl)Jamino]pentyl}piperazin-1-yl)ethoxy]ethyl}-[1,1'-biphenyl]-2-
carboxamide (61)

Procedure:

To a solution of 55n (1.0 eq., 50.0 mg, 0.13 mmol) and DIPEA (3.0 eq., 0.07 mL, 0.40 mmol) in toluene was
added 59 (1.4 eq., 81.9 mg, 0.19 mmol). The solution was stirred at 110 °C in a sealed tube for 6 hours. 59
(0.5 eq., 29.3 mg, 0.07 mmol) was added afterwards to push the reaction to completion. The reaction was
stirred at reflux for 2 hours. The mixture was cooled to room temperature and concentrated in vacuo. The
crude product was solubilized in saturated K,COjs solution and extracted three times with DCM. The organic
layers were combined, dried over MgSQO,4 and concentrated in vacuo. The crude product was purified by
flash chromatography (DCM/MeOH (NH; sat.): 10/0 to 9.5/0.5) to afford 61 (35.0 mg, 29%).

H-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 7.78 (d, 1H, H7, J = 8.3 Hz), 7.70-7.64 (m, 5H, Ha, He, H1o, H1s, and Hs2), 7.53
(t, 3H, Hs, H11, His, J = 3.2 Hz), 7.48-7.33 (m, 8H, Hs3-H3s and Hzg-Hay), 7.14 (quintuplet, 1H, Hiy, J = 4.1 Hz),
5.88 (m, 1H, Hys), 5.30 (m, 1H, His), 3.58 (quadruplet, 2H, Hig, J = 6.6 Hz), 3.40-3.29 (m, 4H, Has and Hy),
3.22 (t, 2H, Hag, J = 4.9 Hz), 2.52-2.25 (m, 12H, Hye-H3s), 1.70 (quintuplet, 2H, Hy7, J = 7.3 Hz), 1.58-1.39 (m,
4H, His and Hys).

13C-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 170.1 (C1), 169.7 (Cs0), 159.2 (C2), 153.6 (Cs), 140.4 (Cs7), 139.5 (Cas), 137.6
(Co), 136.2 (C31), 133.8 (Cg), 130.3 (C36), 130.1 (C32), 129.8 (Cs), 129.6 (Cyo and Cia), 128.8 (C39 and Ca1), 128.7
(Css), 128.6 (C11 and Ci3), 128.6 (Css and Ciay), 127.8 (Css), 127.7 (Cao), 127.6 (C7), 126.2 (C4), 122.3 (C12),
118.6 (Cs), 69.1 (Cy7), 68.3 (Cz6), 58.7 (Ca0), 57.8 (C5), 53.7 (C21 and Caa), 53.1 (Cy2 and Cy3), 41.6 (Cie), 39.5
(Cas8), 29.7 (C17), 26.7 (C1o), 25.1 (Cas).

LC-MS (ESI) m/z = 643.5 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.4 min, purity >99.0 %

Molecular formula: C4H4sN6O-

Molecular weight: 642.85 g/mol
Aspect: yellow oil
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N-(2-(2-(2-(2-(4-{5-[(4-phenylquinazolin-2-yl)amino]pentyl}piperazin-1-yl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl}-
[1,1'-biphenyl]-2-carboxamide (62)
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Procedure:

The same procedure as described for compound 61 was used starting from 55n (1.0 eq., 50.0 mg, 0.13
mmol), DIPEA (3.0 eq., 0.07 mL, 0.40 mmol) and 60 (2.0 eq., 140.5 mg, 0.27 mmol) in toluene. The crude
product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH (NHs sat.): 10/0 to 9.5/0.5) to afford 62 (53.0
mg, 54%).

H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 7.78 (d, 1H, H7, J = 8.3 Hz), 7.70-7.64 (m, 6H, Ha, He, H1o, H14, and Ha1), 7.53-
7.52 (m +t, 3H, Hs, Hi; and His), 7.48-7.34 (m, 8H, Hss-Hsg and Hay-Has), 7.14 (quintuplet, 1H, Hi,, J = 4.1
Hz), 5.99 (m, 1H, Ha3), 5.29 (t, 1H, His, J = 5.4 Hz), 3.61-3.46 (m, 10H, His, H27-Hao), 3.41-3.32 (m, 4H, Has
and Hs1), 3.26 (t, 2H, Hsg, J = 5.1 Hz), 2.56-2.31 (m, 12H, H-H3s), 1.69 (quintuplet, 2H, Has, J = 7.3 Hz), 1.60-
1.41 (m, 4H, Hig and Hio).

13C-RMN (CDCls, 6 ppm, J Hz): 170.1 (C1), 169.7 (Cs4), 159.2 (C2), 153.5 (Cs), 140.5 (Ca1), 139.6 (Css), 137.6
(Co), 136.2 (Css), 132.3-132.0 (imp), 130.3 (Ce), 130.1 (Cs6), 129.7 (Cs), 129.6 (C10 and Cia), 128.9 (C43 and
Cus), 128.7 (Cs9), 128.6 (C11 and Ci3), 128.5 (Caz and Cag), 127.7 (Cs7), 127.6 (Cas), 127.6 (C7), 126.2 (C4), 122.3
(C12), 118.6 (Cs), 70.6-70.2 (Cy7, Cas, Ca9 and Csg), 69.5 (Cs1), 68.9 (Cz6), 58.7 (C20), 57.8 (Czs), 53.6 (C21 and
Ca4), 53.2 (C22 and Cz3), 41.5 (Ci6), 39.6 (Cs2), 29.7 (C17), 26.7 (C1o), 25.1 (Cas).

LC-MS (ESI) m/z = 731.6 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.2 min, purity =95.4 %

Molecular formula: C44Hs4sNgO4

Molecular weight: 730.95 g/mol
Aspect: yellow oil
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Tert-butyl N-(2-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamate (63)
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Procedure:

To a solution of 2-(2-(2-(2-aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-ol (1.0 eq, 500.0 mg, 2.59 mmol) in DCM
were added EtsN (3.0 eq., 1.08 mL, 7.76 mmol) and Boc,0 (1.1 eq., 0.65 mL, 2.85 mmol). The solution was
stirred at room temperature overnight. Then, the mixture was concentrated in vacuo. The crude product
was dissolved in NaOH 2.5M solution and extracted three times with DCM. The organic layers were
combined, dried over MgS0O, and concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash
chromatography (DCM/MeOH: 10/0 to 9.5/0.5) to afford 63 (560.0 mg, 74%).

'H-RMN (CDCl3, 8 ppm, J Hz): 5.62 (s, 1H, Hs), 3.75-3.60 (m, 12H, Hi-He), 3.53 (t, 2H, H7, J = 5.0 Hz), 3.32 (q,
2H, Hs, J =5.0 Hz), 3.03 (s, 1H, His), 1.43 (s, 9H, Hi2-H1a4).

13C-RMN (CDCls, 6 ppm, J Hz): 156.3 (Co), 79.1 (C11), 72.7 (C2), 70.7-70.2 (C5-C5), 61.8 (Ca), 40.5 (Cs), 28.5
(C12, Ciz and Ci4)

LC-MS (ESI) m/z = 294.3 [M+H]*

Molecular formula: C13H,7NOg
Molecular weight: 293.36 g/mol
Aspect: yellow oil

Tert-butyl N-(2-(2-(2-(2-[(4-methylbenzenesulfonyl)oxy]ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)carbamate (64)
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Procedure:

To a solution of 63 (1.0 eq, 560.0 mg, 1.91 mmol) in DCM were added EtsN (3.0 eq., 0.80 mL, 5.73 mmol)
and DMAP (0.2 eq., 46.6 mg, 0.38 mmol). Then, tosyl chloride (1.5 eq., 545.9 mg, 2.86 mmol) was added.
The solution was stirred at room temperature overnight. Then, the mixture was concentrated in
vacuo. The crude product was dissolved in NaHCOs aqg. 5% solution and extracted three times with DCM.
The organic layers were combined, dried over MgS0O,4 and concentrated in vacuo. The crude product was
purified by flash chromatography (DCM/MeOH: 10/0 to 9.8/0.2) to afford 64 (609.0 mg, 71%).

H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 7.80 (d, 2H, Hus, Hao, J = 8.3 Hz), 7.34 (d, 2H, H17, His, J = 8.0 Hz), 4.16 (t, 2H,
Ha, J = 4.9 Hz), 3.69 (t, 2H, Ha, J = 4.9 Hz), 3.61-3.57 (m, 8H, Ha-He), 3.52 (t, 2H, Hy, J = 5.2 Hz), 3.29 (q, 2H,
Hs, J = 5.2 Hz), 2.44 (s, 3H, H21), 1.44 (s, OH, H1z-Hua).
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13C-RMN (CDCls, § ppm, J Hz): 156.0 (C1o), 144.8 (C1s), 133.0 (C1s), 129.8 (C17 and Cis), 128.0 (C16 and Cao),
79.1 (C11), 70.8 (Ce), 70.6 - 70.5 (Cs, C4 and Cs), 70.2 (C7), 69.2 (C2), 68.7 (C1), 40.4 (Cs), 28.4 (C12, C13 and
Cu4), 21.7 (Ca).

LC-MS (ESI) m/z = 448.3 [M+H]"*
Molecular formula: C;oH33NOgS
Molecular weight: 447.19 g/mol

Aspect: yellow oil

Tert-butyl N-[2-(2-{2-[2-(4-{5-[(4-phenylquinazolin-2-yl)amino]pentyl}piperazin-1-
yl)ethoxy]ethoxy}ethoxy)ethyl]carbamate (65)
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Procedure:

To a solution of 55n (1.0 eq, 420.0 mg, 1.12 mmol) and EtsN (3.0 eq., 0.47 mL, 3.36 mmol) in DMF were
added 64 (1.2 eq., 600.7 mg, 1.34 mmol) and K,CO5 (3.0 eq., 463.7 mg, 3.36 mmol). The solution was stirred
at 90 °C overnight. Then, the mixture was concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash
chromatography (DCM/MeOH: 9.8/0.2 to 9/1) to afford 65 (311.0 mg, 43%).

1H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 7.78 (dt, 1H, H7, J = 1.0, 8.4 Hz), 7.70-7.64 (m, 4H, Ha, Hs, H1o and Ha4), 7.55-
7.51 (m, 3H, Hs, Hi; and Hi3), 7.14 (quintuplet, 1H, Hia, J = 4.0 Hz), 5.29 (t, 1H, His, J = 5.8 Hz), 5.14 (s, 1H,
Hss), 3.65-3.51 (m + t, 14H, Hig and Hi6-Hs1), 3.30 (quadruplet, 2H, Hs,, J = 5.0 Hz), 2.63-2.34 (m + t, 12H,
Ha0-H3s), 1.70 (quintuplet, 2H, Hi7, J = 7.0 Hz), 1.63-1.52 (m, 2H, Hig), 1.49-1.44 (m, 11H, His and Hse-Hss).

B3C.RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 170.1 (Cy), 159.2 (C2), 156.1 (Csa), 153.6 (Cs), 137.6 (Cs), 133.8 (Ce), 129.8
(Cs), 129.6 (C10 and Cia), 128.6 (C11 and Ci3), 127.6 (C7), 126.2 (Ca), 122.3 (C12), 118.6 (C3), 79.2 (Css), 70.7-
70.4 (Ca7, Cas, Ca9 and Cso), 69.0 (Ca1), 58.7 (Czo), 57.8 (Cas), 53.6 (Ca1 and Caa), 53.2 (Ca2 and Ca3), 41.5 (Cie),
40.5 (Cs2), 29.7 (C17), 28.6 (Cz6, Cs7 and Cag), 26.6 (Cis), 25.1 (C1s).

LC-MS (ESI) m/z = 651.5 [M+H]*

Molecular formula: C3gHssNgOs
Molecular weight: 650.87 g/mol
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Aspect: yellow oil

N-(5-[4-[2-(2-{2-[2-aminoethoxy]ethoxy}ethoxy)ethyl]piperazin-1-yl]pentyl)-4-phenylquinazolin-2-

amine (66)
16 18 20 21
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Procedure:

To a solution of 65 (1.0 eq, 310.0 mg, 0.48 mmol) in DCM was added HCl (12.0 eq., 1.43 mL, 5.72 mmol).
The solution was stirred at room temperature for 4 hours. Then, the mixture was concentrated in
vacuo. The crude product was solubilized in DCM and washed with saturated K,COs solution. The aqueous
layer was extracted three times with DCM. The organic layers were combined, dried over MgSO, and
concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH (NHjs sat.):
9.5/0.5 to 9/1) to afford 66 (200.0 mg, 76%).

1H-RMN (CDCls, & ppm, J Hz): 7.78 (d, 1H, Hy, J = 8.2 Hz), 7.70-7.63 (m, 4H, Ha, He, H1o and Hus), 7.54-7.51
(m, 3H, Hs, Hi; and His), 7.14 (quintuplet, 1H, Hiz, J = 4.0 Hz), 5.30 (t, 1H, His, J = 5.7 Hz), 3.67-3.51 (m, 14H,
His and Has-Hs1), 2.87 (t, 2H, Hss, J = 5.2 Hz), 2.60-2.30 (2t + m, 12H, Hao-Has), 2.07 (s, 2H, Hs3), 1.69
(quintuplet, 2H, Hi7, J = 7.2 Hz), 1.58-1.41 (m, 4H, His and Hys).

13C-RMN (CDCls, 6§ ppm, J Hz): 170.0 (C4), 159.2 (C3), 153.5 (Cs), 137.6 (Co), 133.7 (Cs), 129.7 (Cs), 129.6 (Cio
and Cu4), 128.5 (C11 and Cy3), 127.6 (C7), 126.2 (Cs), 122.3 (C12), 118.5 (Cs), 73.4 (Cae), 70.7-70.4 (C27, Cas, Cao
and Cso), 68.9 (Cs1), 58.7 (Cx0), 57.9 (Czs), 53.7 (C21 and Cas), 53.2 (Ca2 and Cas), 41.9 (Csy), 41.5 (Cie), 29.6
(C17), 26.7 (C19), 25.1 (Css).

LC-MS (ESI) m/z = 551.5 [M+H]*
Molecular formula: C31HisN6O3

Molecular weight: 550.75 g/mol
Aspect: yellow oil
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Tert-butyl 4-(5-([4-(furan-2-yl)-7-methylquinazolin-2-yl]pentyl)piperazine-1-carboxylate (68)
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Procedure:

The same procedure as described for compound 55m was used starting from 49m (1.0 eq., 490.0 mg, 2.00
mmol), 54f (1.2 eq., 652.2 mg, 2.4 mmol) and DIPEA (3.0 eq., 1.05 mL, 2.40 mmol) in dioxane (3 mL). The
crude product was purified using flash chromatography (cyclohexane/acetone (8.5/1.5)) to afford 68
(450.0 mg, 47%).

'H-RMN ((CD3),CO, 6 ppm, J Hz): 8.50 (d, 1H, H1,, J = 8.6 Hz), 7.94 (q, 1H, H7, J = 0.8 Hz), 7.39-7.34 (m, 2H,
Hs and Hs), 7.09 (dd, 1H, Hio, J=1.6 Hz and J = 8.7 Hz), 6.72 (dd, 1H, H13, J = 1.7 Hz and J = 3.4 Hz), 6.36 (s,
1H, His), 3.55 (q, 2H, Hi4, J = 6.5 Hz), 3.34 (m, 4H, Hao and Ha1), 2.45 (s, 3H, Has), 2.34-2.29 (m, 6H, His, Hig
and Hy,), 1.72 (quintuplet, 2H, His, J = 7.1 Hz), 1.59-1.40 (m + s, 13H, Hie, H17 and Has-Ha7).

13C-RMN ((CD3),CO, 6 ppm, J Hz): 160.5 (C1), 156.6 (Cs), 155.0 (C, and Cz3), 146.5 (Cs and Cg), 144.8 (C12),
127.3 (Gs), 126.2 (Ca), 125.2 (C7), 115.4 (C3), 115.3 (C11), 112.8 (C10), 79.4 (Ca4), 59.1 (Ca0 and Ca1), 53.9 (Cio
and Cy), 41.8 (C14), 28.6 (C1s, Cys, Ca6 and Cy7), 27.2 (C17), 25.4 (C16), 21.9 (Cas).

LC-MS (ESI) m/z = 480.4 [M+H]*
Molecular formula: C;7Hs7NsO3

Molecular weight: 479.63 g/mol
Aspect: yellow oil
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4-(5-((4-furan-2-yl)-7-methylquinazolin-2-yl)amino)pentyl)piperazin-1-ium chloride (69)

Procedure:

To a solution of 68 (1.0 eq., 450.0 mg, 0.94 mmol) in diethyl ether was added diethyl ether saturated with
HCI. The mixture was stirred at room temperature for 2 hours. The surnageant was then removed and
filtered, and the resulting solid was dried under reduced pressure to afford 69 (400.0 mg, 100%).

H-RMN ((CDs).CO, & ppm, J Hz): 8.50 (d, 1H, Hay, J = 8.7 Hz), 7.93 (q, 1H, Hy, J = 0.8 Hz), 7.43-7.31 (m, 2H,
Hs and Hs), 7.08 (dd, 1H, Hy, J = 1.7 Hz and J = 8.7 Hz), 6.72 (dd, 1H, H11, J = 1.74 Hz and J = 3.5 Hz), 3.53 (t,
2H, Hi4, J = 7.0 Hz), 2.86-2.69 (m +t, 4H, His and Has), 2.44 (s, 3H, Has), 2.40-2.23 (m, 6H, His, Hao and Ha2),
1.71 (quintuplet, 2H, His, J = 7.0 Hz), 1.58-1.39 (m, 4H, H1s and Hiy).

3C.RMN ((CDs).CO, & ppm, J Hz): 160.5 (C1), 156.6 (Co), 155.6 (C,), 146.5 (C and Cs), 144.8 (C12), 127.3 (Cs),
126.2 (C4), 125.2 (C5), 115.4 (C3), 115.3 (C11), 112.8 (Cao), 59.9 (Cis), 55.6 (C20 and Ca2), 46.8 (C19 and Cas),
41.8 (C4), 27.3 (C17), 25.5 (C1s), 21.9 (Cas).

LC-MS (ESI) m/z = 380.4 [M+H]*
Molecular formula: C,,H30CINsO

Molecular weight: 415.96 g/mol
Aspect: yellow powder
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N-(2-(2-(2-(2-(4-{5-[((4-furan-2-yl)-7-methylquinazolin-2-yl)amino]pentyl}piperazin-1-
yl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl}-[1,1'-biphenyl]-2-carboxamide (70)

Procedure:

The same procedure as described for compound 61 was used starting from 69 (1.0 eq., 50.0 mg, 0.12
mmol), DIPEA (3.0 eq., 0.06 mL, 0.36 mmol) and 60 (2.0 eq., 126.8 mg, 0.24 mmol) in toluene. The crude
product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH (NHs sat.): 10/0 to 9.5/0.5) to afford 70 (26.0
mg, 29%).

H-RMN ((CD3).CO, & ppm, J Hz): 8.51 (d, 1H, Hu, J = 8.6 Hz), 7.94 (quadruplet, 1H, H7, J = 0.8 Hz), 7.53-
7.32 (m, 11H, Ha, Hs, H3s-H37 and Hao-Ha4), 7.09 (dd, 1H, Hio, J = 1.6 Hz and J = 8.6 Hz), 6.96 (s, 1H, H31), 6.72
(dd, 1H, Hi1, J = 1.8 Hz and J = 3.5 Hz), 6.34 (s, 1H, Hi3), 3.57-3.41 (m, 12H, Hus, Has-Has), 3.38-3.30 (m, 4H,
H.4 and Hsg), 2.44-2.26 (m, 15H, His-Has and Has), 1.71 (quintuplet, 2H, His, J = 7.1 Hz), 1.57-1.42 (m, 4H,
His and Hy7).

13C-RMN (CDCl3, 6 ppm, J Hz): 169.9 (Cs;), 160.6 (C1), 156.7 (Cs), 155.7 (C,), 154.6 (Cs), 146.5 (Cq), 144.9
(C12), 141.6 (Cs9), 140.5 (Cs6), 138.3 (Cs3), 130.8 (Csg), 130.3 (Css), 129.5 (Ca1 and Caz), 129.1 (Cao and Caa),
128.9 (Css), 128.2 (Caz), 127.9 (Cs7), 127.3 (Cs), 126.3 (Ca), 125.2 (Cy), 115.5 (C5), 115.3 (Ca1), 112.8 (Cio),
71.3-70.9 (Cz6, Ca7, C2s and Cz9), 70.0 (Cys), 69.9 (Caa), 59.1 (Cy0 and Cz1), 58.6 (C19 and Cy;), 54.6 (Cis), 54.1
(Cso0), 41.9 (CHy), 40.1 (CH>), 27.4 (C1s), 25.9 (C17), 25.5 (C16), 21.9 (Cas).

LC-MS (ESI) m/z = 735.6 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.0 min, purity >99.0 %

Molecular formula: C43HssNeOs

Molecular weight: 734.94 g/mol
Aspect: yellow oil
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Tert-butyl N-[2-(2-{2-[2-(4-{5-[(4-(furan-2-yl)-7-methylquinazolin-2-yl)amino]pentyl}piperazin-1-
yl)ethoxy]ethoxy}ethoxy)ethyl]carbamate (71)
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Procedure:

The same procedure as described for compound 65 starting from 69 (1.0 eq, 150.0 mg, 0.36 mmol) and
EtsN (3.0 eq., 0.15 mL, 1.08 mmol) in DMF were added 64 (1.2 eq., 193.7 mg, 0.43 mmol) and K,COs (3.0
eq., 149.5 mg, 1.08 mmol). The crude product was purified by flash chromatography (acetone/MeOH
(9/1)) to afford 71 (120.0 mg, 51%).

'H-RMN ((CD3),CO, 6 ppm, J Hz): 8.50 (d, 1H, H1,, J = 8.5 Hz), 7.94 (q, 1H, H7, J = 0.8 Hz), 7.45-7.30 (m, 2H,
Hs and Hs), 7.09 (dd, 1H, Hio, J = 1.6 Hz and J = 8.6 Hz), 6.72 (dd, 1H, H13, /= 1.8 Hz and J = 3.5 Hz), 6.38 (s,
1H, H13), 5.98 (s, 1H, Ha1), 3.61-3.48 (m, 14H, Hi and Has-Has), 3.22 (quadruplet, 2H, Hao, J = 5.7 Hz), 2.64-
2.38 (m +s, 15H, His, Hi9-H2;, Ha3 and Hs;), 1.72 (quintuplet, 2H, His, J = 7.2 Hz), 1.61 (quintuplet, 2H, Hys,
J=7.5Hz),1.50-1.36 (m + s, 11H, Hi7 and Hs4-Hsg).

13C-RMN ((CDs).CO, & ppm, J Hz): 160.5 (C1), 156.6 (Cs), 155.6 (C;), 154.6 (C32), 146.5 (Cs and Cg), 144.8
(C12), 127.3 (Cs), 126.3 (C4), 125.2 (C5), 115.5 (Cs), 115.2 (Ca1), 112.8 (C10), 78.6 (Ca3), 71.2-70.9 (Css, Ca6, Ca7
and Czg), 70.7 (Cy), 69.7 (Caa), 58.7 (C20 and Cy1), 58.3 (Ci9 and Cy2), 53.8 (Cis), 53.6 (Cz3), 41.6 (Cia), 40.9
(C30), 28.7 (C34, C35 and Csg), 26.8 (C15 and Cy7), 25.4 (Ci6), 21.9 (C37).

LC-MS (ESI) m/z = 655.6 [M+H]*
Molecular formula: C3sHs4NgOe

Molecular weight: 654.85 g/mol
Aspect: yellow oil
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N-(5-[4-[2-(2-{2-[2-aminoethoxy]ethoxy}ethoxy)ethyl]piperazin-1-yl]pentyl)-4-(furan-2-yl)-7-
methylquinazolin-2-amine (72)
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Procedure:

To a solution of 71 (1.0 eq, 115.0 mg, 0.18 mmol) in diethyl ether was added diethyl ether saturated with
HCI. The mixture was stirred at room temperature for 4 hours. The solution was concentrated in vacuo.
The crude product was washed three times with diethyl ether saturated with HCI, then dried. The solid
was then solubilized in a HCI 1 M solution then washed three times with EtOAc. The aqueous layer was
basified with a NaOH 2.5 M solution and the aqueous layer was extracted three times with EtOAc. The
organic layers were combined, dried over MgS0O, and concentrated in vacuo to afford 72 (80.0 mg, 82%).

'H-RMN ((CD3).CO, & ppm, J Hz): 8.50 (d, 1H, Hiy, J = 8.6 Hz), 7.94 (quadruplet, 1H, Hs, J = 0.8 Hz), 7.40-
7.33 (m, 2H, Hs and Hs), 7.89 (dd, 1H, Hio, J = 1.6 Hz and J = 8.6 Hz), 6.72 (quadruplet, 1H, Hi, J = 1.7 Hz),
6.35 (s, 1H, His), 3.65-3.48 (m +t, 14H, H1s and Haa-Has), 3.34 (t, 2H, Hso, J = 6.2 Hz), 2.50-2.28 (m + t, 15H,
His-H23 and Hs;), 1.92-1.90 (m, 2H, Hs1), 1.72 (quintuplet, 2H, His, J=7.1 Hz), 1.58-1.40 (m, 4H, His and H17).
13C-RMN ((CD3),CO, & ppm, J Hz): 160.1 (C1), 156.6 (Cs), 155.6 (C;), 146.5 (Cs and Cs), 144.8 (C12), 127.2 (Cs),
126.3 (Cs), 125.2 (C;), 115.4 (C3), 115.3 (C11), 112.8 (Cio), 72.2 (Cae), 71.2-71.1 (Cs, Co6, Ca7, and Cas), 69.9
(Ca4), 59.1 (C30 and Cy1), 58.6 (C19 and Cz3), 54.5 (Cis), 54.1 (C23), 52.0 (Cs0), 41.7 (C1a), 27.3 (C15 and Cy7), 25.5
(C16), 21.9 (C32).

LC-MS (ESI) m/z = 555.4 [M+H]*
Molecular formula: CagHssNeO4

Molecular weight: 554.74 g/mol
Aspect: yellow oil
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N-(5-[4-[2-(2-{2-[2-aminoethoxy]ethoxy}ethoxy)ethyl]piperazin-1-yl]pentyl)-4-(furan-2-yl)-7-
methylquinazolin-2-amine (73)

,TFA

Procedure:

To a solution of 72 (1.0 eq, 70.0 mg, 0.13 mmol) in DMF was added FITC (1.0 eq., 49.1 mg, 0.13 mmol). The
mixture was stirred at room temperature overnight. The solution was concentrated in vacuo. The crude
product was purified by flash chromatography (water/ACN/TFA (0.1%)) to afford 73 (47.0 mg, 35%).

'H-RMN (DMF-d>), 6§ ppm, J Hz): 10.67 (s, 1H, Hs3), 10.09 (s, 1H), 8.79 (s, 1H), 8.66-8.59 (m, 2H), 8.38 (s,
1H), 8.03-7.94 (m, 2H), 7.62-7.27 (m, 4H), 6.98 (s, 1H, H11), 6.79-6.76 (m, 2H, Hss and Hs), 6.72-6.64 (m,
4H), 3.85-3.43 (m, 25H), 3.31 (s, 2H, Has3), 3.20 (t, 2H, His, J = 7.6 Hz), 2.56 (s, 3H, Hs), 1.86-1.76 (m, 4H),
1.56-1.54 (m, 2H, His).

13C.RMN (DMF-d>), 6 ppm, J Hz): 182.6 (C3;), 169.9 (Cao), 161.2 (CO (TFA)), 160.8 (C1), 154.9 (Cq), 153.5,
153.4 (Cy), 151.2, 150.3, 148.6, 144.2, 143.3, 130.2, 129.3, 128.2, 125.2, 122.6, 119.6, 117.8 (CFs (TFA)),
117.4, 115.7, 114.7, 113.7, 111.5 (Cy0), 103.5, 84.5 (C41), 71.2-71.1 (Css, Cz6, C27 and Casg), 69.8 (Ca9), 67.1
(Caa), 57.2 (Ca0 and Cz1), 56.9 (C1g and Cy3), 50.9 (C32), 50.6 (Ci), 45.1 (Cao), 42.1 (C14), 28.8 (C1s and Cy7), 24.7
(C16), 22.5 (Css).

LC-MS (ESI) m/z = 944.4 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 1.9 min, purity >99.0 %

Molecular formula: Cs1Hs7N;09S

Molecular weight: 944.12 g/mol
Aspect: yellow oil
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4. Synthesis of 2-aminopyrimidines A;aR/mGIuRs

The synthesis of compounds 8, 77, 78 and 79 was carried out according to protocols from the thesis of
Raphaél Bolteau.®®

4-Chloro-6-(1H-pyrazol-1-yl)pyrimidin-2-amine (74)

Procedure:

To a solution of commercial 2-amino-4,6-dichloropyrimidine (1.0 eq., 5.00 g, 30.49 mmol) in DMF (20 mL)
were added K>CO5 (2.0 eq., 8.43 g, 60.98 mmol) and 1H-pyrazole (1.5 eq., 3.11 g, 45.73 mmol). The solution
was stirred and heated at 80 °C overnight. The mixture was cooled to room temperature, hydrolyzed with
water and acidified with a 6 M HCl solution up to acid pH. The solid was filtered and washed with PE to
afford 74 (2.50 g, 42%).

1H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 7.47-7.44 (d, 1H, Hy, J = 2.6 Hz), 7.92-7.87 (m, 1H), 7.41 (s, 2H, Hs), 7.02
(s, 1H, Hs), 6.64-6.60 (m, 1H).

LC-MS (ESI) m/z = 196.1, 198.1 [M+H]*
Molecular formula: C;HsCINs
Molecular weight: 195.03 g/mol

Melting point: 212-215 °C
Aspect: yellow solid

4-Chloro-6-(4-fluorophenyl)pyrimidin-2-amine (75)

Procedure:
To a round bottom flask were added 2-amino-4,6-dichloropyrimidine (1.0 eq., 3.00 g, 18.29 mmol), K,COs;
(2.0 eq., 5.05 g, 36.59 mmol), 4-fluorophenylboronic acid (1.1 eq., 2.82 g, 20.12 mmol) and
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triphenylphosphine (0.1 eq., 0.48 g, 1.83 mmol) in dioxane (16 mL) and water (4 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 0.41 g, 1.83 mmol) was added.
The solution was stirred and heated at 90 °C for 1 hour. The solution was cooled to room temperature and
hydrolyzed with water. The aqueous layer was extracted 3 times with EtOAc. The organic layer was dried
over MgSQ,, discolored with chacoal and filtered. The solution was concentrated in vacuo to give a yellow
powder. The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc (7.5/2.5)) to
afford 75 (1.30 g, 32%).

1H-RMN (DMSO-ds, 8 ppm, J Hz): 8.20-8.13 (m, 2H, Hs and Hao), 7.41-7.30 (m, 2H, H7 and Hs), 7.27 (s, 1H,
Hg), 7.19 (S, 2H, H11).

LC-MS (ESI) m/z =224.1, 225.1 [M+H]*
Molecular formula: C;oH;CIFN3

Molecular weight: 223.64 g/mol
Aspect: white solid

4-(2-Fluorophenyl)-6-(1H-pyrazol-1-yl)pyrimidin-2-amine (76a)

Procedure:

To a sealed tube were added 74 (1.0 eq., 300.0 mg, 1.53 mmol), K,COs5 (2.0 eq., 423.9 mg, 3.06 mmol), 2-
fluorophenylboronic acid (1.1 eq., 236.1 mg, 1.69 mmol) and triphenylphosphine (0.1 eq., 40.2 mg, 0.15
mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution was degassed with nitrogen during 5 minutes and
palladium acetate (0.1 eq., 34.4 mg, 0.15 mmol) was added. The solution was stirred and heated in an oil
bath at 90 °C overnight. The mixture was cooled to room temperature and hydrolyzed with water. The
aqueous layer was extracted three times with EtOAc. Combined organic layers were dried over MgSQ,,
discolored with charcoal, filtered and concentrated in vacuo. The crude product was purified by flash
chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to afford 76a (65.0 mg, 17%).

H-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 8.55-8.53 (m, 1H), 7.90-7.88 (m, 1H), 7.63-7.53 (m, 1H), 7.51-7.49 (d, 2H,
J=2.0Hz), 7.42-7.34 (m, 2H), 7.08 (s, 2H, H14), 6.65-6.62 (dd, 1H, He, J = 1.7 Hz and J = 2.6 Hz).
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3C.RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 165.4 (Ca), 164.6 (C13 (d, J = 252.3 Hz)), 163.9 (Cy), 159.1 (C1), 143.6 (Cs),
139.9 (Cy1 (d, J = 7.3 Hz)), 131.4 (Co (d, J = 7.5 Hz)), 127.7 (C7), 123.4 (C1o (d, J = 2.3 Hz)), 118.2 (Cs (d, J =
21.1 Hz)), 114.0 (C12 (d, J = 22.5 Hz)), 109.3 (Cs), 93.2 (C3).

LC-MS (ESI) m/z = 256.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 1.9 min, purity >99.0 %

Molecular formula: C13H10FNs
Molecular weight: 255.26 g/mol
Melting point: 132-134 °C
Aspect: white solid

4-(3-Fluorophenyl)-6-(1H-pyrazol-1-yl)pyrimidin-2-amine (76b)

Procedure:

The same procedure as described for compound 76a was used starting from 74 (1.0 eq., 300.0 mg, 1.53
mmol), K,COs (2.0 eq., 423.9 mg, 3.06 mmol), 3-fluorophenylboronic acid (1.1 eq., 236.1 mg, 1.69 mmol)
and triphenylphosphine (0.1 eq., 40.2 mg, 0.15 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 34.43 mg, 0.15 mmol) was added.
The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to afford 76b
(90.0 mg, 26%).

1H-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 8.55-8.53 (m, 1H), 7.98-7.91 (m, 3H), 7.57 (m, 2H), 7.42-7.34 (m, 1H),
7.08 (s, 2H, Hi4), 6.65-6.62 (dd, 1H, He, J = 1.6 Hz and J = 2.6 Hz).

13C-.RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 165.4 (C4), 164.6 (C1, (d, J = 249.8 Hz)), 163.9 (Cy), 159.1 (Cy1), 143.6 (Cs),
139.9 (Cs (d, J = 7.5 Hz)), 131.4 (C1o (d, J = 7.7 Hz)), 127.7 (C7), 123.4 (Co (d, J = 2.2 Hz)), 118.2 (Cy13 (d, J =
20.8 Hz)), 114.0 (C11 (d, J = 22.1 Hz)), 109.3 (Cs), 93.2 (C3).

LC-MS (ESI) m/z = 256.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.0 min, purity = 95.6 %

Molecular formula: C13H10FNs
Molecular weight: 255.26 g/mol
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Partie expérimentale

Aspect: white solid

4-(4-Fluorophenyl)-6-(1H-pyrazol-1-yl)pyrimidin-2-amine (76c)

Procedure:

The same procedure as described for compound 76a was used starting from 74 (1.0 eq., 300.0 mg, 1.53
mmol), K,COs (2.0 eq., 423.9 mg, 3.06 mmol), 4-fluorophenylboronic acid (1.1 eq., 236.1 mg, 1.69 mmol)
and triphenylphosphine (0.1 eq., 40.2 mg, 0.15 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 34.43 mg, 0.15 mmol) was added.
The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to afford 76¢
(50.0 mg, 13%).

1H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.55-8.53 (dd, 1H, H7, J = 0.6 Hz and J = 2.7 Hz), 8.22-8.15 (m, 2H), 7.91-
7.89 (dd, 1H, Hs, J = 0.6 Hz and J = 1.6 Hz), 7.53 (s, 1H, Hs), 7.40-7.31 (m, 2H), 7.02 (s, 2H, H14), 6.64-6.61
(dd, 1H, Hs, J=1.7 Hz and J = 2.7 Hz).

3C-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 165.7 (Ca), 163.9 (C2), 162.6 (C11 (d, J = 234.8 Hz)), 159.0 (Cy), 143.5 (Cs),
133.8 (Cs (d, J = 2.8 Hz)), 129.8 (Cs and Ci3 (d, J = 9.0 Hz), 127.6 (C7), 116.3 (C10 and Ci2 (d, J = 21.4 Hz)),
109.2 (Cs), 92.7 (C3).

LC-MS (ESI) m/z = 256.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.0 min, purity > 99.0 %

Molecular formula: C13H10FNs
Molecular weight: 255.26 g/mol
Melting point: 180-182 °C
Aspect: white solid
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Partie expérimentale

4-(3-Chlorophenyl)-6-(1H-pyrazol-1-yl)pyrimidin-2-amine (76d)

1

12_CI

Procedure:

The same procedure as described for compound 76a was used starting from 74 (1.0 eq., 300.0 mg, 1.53
mmol), K,COs (2.0 eq., 423.9 mg, 3.06 mmol), 3-chlorophenylboronic acid (1.1 eq., 263.8 mg, 1.69 mmol)
and triphenylphosphine (0.1 eq., 40.2 mg, 0.15 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 34.4 mg, 0.15 mmol) was added.
The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to afford 76d
(90.0 mg, 22%).

IH-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.56-8.54 (dd, 1H, H7, J = 0.7 Hz and J = 2.7 Hz), 8.19-8.17 (m, 1H), 8.10-
8.05 (td, 1H, Hio, J = 1.6 Hz and J = 7.6 Hz), 7.92-7.90 (dd, 1H, Hs, J = 0.7 Hz and J = 1.6 Hz), 7.64-7.52 (m,
3H), 7.10 (s, 2H, Hua), 6.65-6.63 (dd, 1H, Hs, / = 1.6 Hz and J = 2.7 Hz).

13C-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 165.2 (C4), 163.9 (C;), 159.1 (C1), 143.7 (Cs), 139.4 (C1), 134.2 (Cs), 131.2
(CH), 131.0 (CH), 127.7 (CH), 127.0 (CH), 126.0 (CH), 109.3 (C¢), 93.2 (C3).

LC-MS (ESI) m/z =272.2, 274.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.2 min, purity >99.0 %

Molecular formula: Ci3H10CINs
Molecular weight: 271.06 g/mol
Melting point: 172-174 °C
Aspect: white solid
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Partie expérimentale

4-(4-Chlorophenyl)-6-(1H-pyrazol-1-yl)pyrimidin-2-amine (76e)

Procedure:

The same procedure as described for compound 76a was used starting from 74 (1.0 eq., 300.0 mg, 1.53
mmol), K,COs (2.0 eq., 423.9 mg, 3.06 mmol), 4-chlorophenylboronic acid (1.5 eq., 359.7 mg, 1.69 mmol)
and triphenylphosphine (0.1 eq., 40.2 mg, 0.15 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 34.4 mg, 0.15 mmol) was added.
The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to afford 76e
(65.0 mg, 14%).

H-RMN (DMSO-ds, 5 ppm, J Hz): 8.56-8.54 (d, 1H, H7, J = 2.4 Hz), 8.18-8.12 (m, 2H), 7.92-7.89 (m, 1H),
7.63-7.56 (m, 2H), 7.55 (s, 1H, Hs), 7.04 (s, 2H, Hua), 6.64-6.61 (dd, 1H, H, J = 1.6 Hz and J = 2.6 Hz).
3C.RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 165.5 (C4), 163.9 (Cy), 159.1 (Cy), 143.6 (Cs), 136.1 (Cs and Ci1), 129.3 (Cs,
Cio, C12 and Cy3), 127.7 (C), 109.3 (Cs), 92.9 (Ca).

LC-MS (ESI) m/z = 272.4, 274.4 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.2 min, purity =97.1 %

Molecular formula: Ci13H10CINs
Molecular weight: 271.06 g/mol
Melting point: 191-193 °C
Aspect: white solid
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Partie expérimentale

4-(3,4-Dichlorophenyl)-6-(1H-pyrazol-1-yl)pyrimidin-2-amine (76f)

Procedure:

The same procedure as described for compound 76a was used starting from 74 (1.0 eq., 300.0 mg, 1.53
mmol), K,COs (2.0 eq., 423.9 mg, 3.06 mmol), 3,4-dichlorophenylboronic acid (1.1 eq., 321.9 mg, 1.69
mmol) and triphenylphosphine (0.1 eq., 40.2 mg, 0.15 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution
was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 34.4 mg, 0.15 mmol) was
added. The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to
afford 76f (52.0 mg, 11%).

H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.56-8.54 (dd, 1H, H7, J = 0.6 Hz and J = 2.6 Hz), 8.38-8.36 (d, 1H, His, J =
2.1 Hz), 8.14-8.09 (dd, 1H, Hio, J = 2.1 Hz and J = 8.5 Hz), 7.93-7.90 (m, 1H, Hs), 7.81-7.76 (d, 1H, Hs, J = 8.5
Hz), 7.60 (s, 1H, H3), 7.12 (s, 2H, Hua), 6.65-6.62 (dd, 1H, He, J = 1.6 Hz and J = 2.6 Hz).

13C.RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 164.2 (Cs), 163.9 (C2), 159.2 (C1), 143.7 (Cs), 137.8 (C11), 133.8 (C2), 132.2
(Cs), 131.5 (CH), 129.1 (CH), 127.7 (CH), 127.5 (CH), 109.3 (Cs), 93.2 (Cs).

LC-MS (ESI) m/z = 306.1, 308.1 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.3 min, purity = 98.4 %

Molecular formula: C13HoCl;Ns
Molecular weight: 305.02 g/mol
Melting point: 204-206 °C
Aspect: white solid
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Partie expérimentale

4-(3-Methoxyphenyl)-6-(1H-pyrazol-1-yl)pyrimidin-2-amine (76g)

Procedure:

The same procedure as described for compound 76a was used starting from 74 (1.0 eq., 300.0 mg, 1.53
mmol), K2COs (2.0 eq., 423.9 mg, 3.06 mmol), 3-methoxyphenylboronic acid (1.1 eq., 256.4 mg, 1.69 mmol)
and triphenylphosphine (0.1 eq., 40.2 mg, 0.15 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 34.4 mg, 0.15 mmol) was added.
The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to afford 76g
(65.0 mg, 16%).

1H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 8.55-8.53 (dd, 1H, H7, J=0.7 Hz and J = 2.7 Hz), 7.91-7.89 (dd, 1H, Hs, J =
0.7 Hz and J = 1.6 Hz), 7.70-7.62 (m, 2H), 7.53 (s, 1H, Hs), 7.48-7.40 (t, 1H, Hio, J = 8.1 Hz), 7.14-7.09 (m,
1H), 7.02 (s, 2H, Hi4), 6.64-6.62 (dd, 1H, He, J = 1.7 Hz and J = 2.69 Hz), 3.9 (s, 3H, Has).

13C-RMN (DMSO-d¢, 6 ppm, J Hz): 166.64 (C4), 163.85 (C,), 160.05 (C1), 158.93 (C12), 143.55 (Cs), 138.83
(Cs), 130.35 (Ci0), 127.63 (C7), 119.68 (Cs), 117.09 (C11), 112.26 (C13), 109.18 (Cs), 93.08 (Cs), 55.72 (Cys).

LC-MS (ESI) m/z = 268.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.0 min, purity >99.0 %

Molecular formula: C14H13NsO
Molecular weight: 267.11 g/mol
Melting point: 131-133 °C
Aspect: white solid
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Partie expérimentale

4-(4-Methoxyphenyl)-6-(1H-pyrazol-1-yl)pyrimidin-2-amine (76h)

15
o

Procedure:

The same procedure as described for compound 76a was used starting from 74 (1.0 eq., 300.0 mg, 1.53
mmol), K2COs (2.0 eq., 423.9 mg, 3.06 mmol), 4-methoxyphenylboronic acid (1.1 eq., 256.4 mg, 1.69 mmol)
and triphenylphosphine (0.1 eq., 40.2 mg, 0.15 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 34.4 mg, 0.15 mmol) was added.
The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to afford 76h
(105.0 mg, 26%).

H-RMN (DMSO-ds, 5 ppm, J Hz): 8.54-8.52 (dd, 1H, H7, J = 0.6 Hz and J = 2.9 Hz), 8.13-8.07 (m, 2H), 7.90-
7.88 (dd, 1H, Hs, J = 0.7 Hz and J = 1.6 Hz), 7.49 (s, 1H, Hs), 7.11-7.04 (m, 2H), 6.92 (s, 2H, H4), 6.63-6.60
(dd, 1H, He, J = 1.7 Hz and J = 2.6 Hz), 3.84 (s, 3H, H1s).

3C-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 166.4 (Cs), 163.2 (C2), 161.9 (C1), 158.8 (C11), 143.4 (Cs), 129.5 (Cs), 128.9
(Cs and Cy3), 127.6 (C7), 114.6 (C10 and C12), 109.0 (Ce), 91.9 (C3), 55.8 (C1s).

LC-MS (ESI) m/z = 268.3 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 1.9 min, purity >99.0 %

Molecular formula: C14H13NsO
Molecular weight: 267.11 g/mol
Melting point: 182-185 °C
Aspect: white solid
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Partie expérimentale

3-[2-Amino-6-(1H-pyrazol-1-yl)pyrimidin-4-yl]-5-chlorobenzonitrile (76i)

1

12 _CN
15

13

Procedure:

The same procedure as described for compound 76a was used starting from 74 (1.0 eq., 300.0 mg, 1.53
mmol), K2CO5 (2.0 eq., 423.9 mg, 3.06 mmol), 3-chloro-5-cyanophenylboronic acid (1.1 eq., 306.0 mg, 1.69
mmol) and triphenylphosphine (0.1 eq., 40.2 mg, 0.15 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution
was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 34.4 mg, 0.15 mmol) was
added. The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to
afford 76i (65.0 mg, 14%).

IH-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.61-8.59 (m, 1H), 8.57-8.54 (dd, 1H, H7, /= 0.6 Hz and J = 2.7 Hz), 8.53-
8.50 (m, 1H), 8.23-8.20 (m, 1H), 7.94-7.92 (dd, 1H, Hs, J = 0.6 Hz and J = 1.6 Hz), 7.72 (s, 1H, Hs), 7.18 (s,
2H, Hi4), 6.66-6.64 (dd, 1H, He, J = 1.6 Hz and J = 2.7 Hz).

13C-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 163.8 (C4), 163.2 (C;), 159.4 (C1), 143.8 (Cs), 140.3 (C10), 135.1 (Cs), 134.0
(Co), 131.8 (C11), 130.0 (C13), 127.8 (C7), 117.7 (C1s), 114.2 (C12), 109.5 (Cs), 93.8 (C3).

LC-MS (ESI) m/z = 297.2, 299.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.1 min, purity >99.0 %

Molecular formula: C14HsCINg
Molecular weight: 296.06 g/mol
Melting point: 169-172 °C
Aspect: white solid
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Partie expérimentale

4-(1H-pyrazol-1-yl)-6-(2,3,5-trifluorophenyl)pyrimidin-2-amine (76j)

Procedure:

The same procedure as described for compound 76a was used starting from 74 (1.0 eq., 200.0 mg, 1.02
mmol), K2COs (2.0 eq., 282.6 mg, 2.04 mmol), 2,3,5-trifluorophenylboronic acid (1.2 eq., 215.8 mg, 1.23
mmol) and triphenylphosphine (0.1 eq., 26.8 mg, 0.10 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution
was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 22.9 mg, 0.10 mmol) was
added. The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to
afford 76j (55.0 mg, 18%).

1H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 8.55-8.53 (dd, 1H, H7, J= 0.6 Hz and J = 2.7 Hz), 7.92-7.90 (dd, 1H, Hs, J =
0.6 Hz and J = 1.5 Hz), 7.80-7.63 (m, 2H), 7.53-7.51 (d, 1H, J = 2.0 Hz), 7.18 (s, 2H, Hi4), 6.65-6.63 (dd, 1H,
He, J=1.6 Hz and J = 2.7 Hz).

13C-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 163.7 (C4), 160.8 (C;), 158.9 (C4), 143.9,127.7,112.0,111.6, 109.5, 108.2,
107.8 (CH), 97.1 (G3).

LC-MS (ESI) m/z =292.1 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.1 min, purity >99.0 %

Molecular formula: C13HsF3Ns
Molecular weight: 291.07 g/mol
Melting point: 168-170 °C
Aspect: white solid
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Partie expérimentale

4-(2,3-Difluorophenyl)-6-(1H-pyrazol-1-yl)pyrimidin-2-amine (76k)

Procedure:

The same procedure as described for compound 76a was used starting from 74 (1.0 eq., 200.0 mg, 1.02
mmol), K2COs (2.0 eq., 282.6 mg, 2.04 mmol), 3,4-difluorophenylboronic acid (1.2 eq., 193.7 mg, 1.23
mmol) and triphenylphosphine (0.1 eq., 26.8 mg, 0.10 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution
was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 22.9 mg, 0.10 mmol) was
added. The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to
afford 76k (65.0 mg, 16%).

1H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 7.91-7.89 (m, 1H), 7.85-7.79 (m, 1H), 7.66-7.55 (m, 1H), 7.49-7.47 (d, 2H,
Hy, J = 2.2 Hz), 7.41-7.32 (m, 2H), 7.14 (s, 2H, Hua), 6.64-6.61 (dd, 1H, He, J = 1.6 Hz and J = 2.6 Hz).
13C.RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 163.8 (Cs), 162.1 (C2(d, J = 1.5 Hz)), 158.7 (C1), 152.4 (C12 (dd, J = 244.5
Hz)), 150.8 (Cu3 (dd, J = 251.3 Hz)), 143.8 (Cs), 127.9, 127.7, 125.8, 125.3, 119.4 (C11 (d, J = 17.3 Hz)), 109.4
(Cs), 96.9 (Cs (d, J = 9.8 Hz)).

LC-MS (ESI) m/z = 274.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.0 min, purity > 99.0 %

Molecular formula: C13HsF2Ns
Molecular weight: 273.08 g/mol
Melting point: 150-152 °C
Aspect: white solid
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Partie expérimentale

4-(3,4-Difluorophenyl)-6-(1H-pyrazol-1-yl)pyrimidin-2-amine (76l)

Procedure:

The same procedure as described for compound 76a was used starting from 74 (1.0 eq., 200.0 mg, 1.02
mmol), K,CO5 (2.0 eq., 282.61 mg, 2.04 mmol), 3,4-difluorophenylboronic acid (1.2 eq., 193.7 mg, 1.23
mmol) and triphenylphosphine (0.1 eq., 26.8 mg, 0.10 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution
was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 22.9 mg, 0.10 mmol) was
added. The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to
afford 761 (50.0 mg, 18%).

1H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.55-8.53 (dd, 1H, H7, J = 0.6 Hz and J = 2.6 Hz), 8.20-8.11 (ddd, 1H, Hio,
J=2.2Hz,J=8.0 Hzand J = 12.2 Hz), 8.05-7.98 (m, 1H), 7.92-7.89 (m, 1H), 7.63-7.52 (m, 2H), 7.07 (s, 2H,
Hi4), 6.64-6.61 (dd, 1H, Hs, /= 1.7 Hz and J = 2.7 Hz).

13C-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 164.5 (C4), 163.8 (C2), 159.2 (C4), 153.3 (C12 (dd, J = 248.3 Hz)), 149.9 (C11
(dd, J = 243.8 Hz)), 143.6 (Cs), 134.9 (Cs (dd, J = 3.8 Hz and J = 6.0 Hz), 127.7 (C;), 124.5 (Cs (dd, J = 3.0 Hz
and J = 6.8 Hz)), 118.4 (C13 (d, J = 17.3 Hz)), 116.5 (Cyo (d, J = 18.8 Hz)), 109.3 (Cg), 93.0 (C3).

LC-MS (ESI) m/z = 274.3 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.1 min, purity >99.0 %

Molecular formula: C13HgF2Ns
Molecular weight: 273.08 g/mol
Melting point: 189-191 °C
Aspect: white solid
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Partie expérimentale

4-(3-Chloro-5-fluorophenyl)-6-(1H-pyrazol-1-yl)pyrimidin-2-amine (76m)

Procedure:

The same procedure as described for compound 76a was used starting from 74 (1.0 eq., 200.0 mg, 1.02
mmol), K,CO3 (2.0 eq., 282.6 mg, 2.1 mmol), 3-chloro-5-fluorophenylboronic acid (1.1 eq., 196.1 mg, 1.12
mmol) and triphenylphosphine (0.1 eq., 26.8 mg, 0.10 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution
was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 22.9 mg, 0.10 mmol) was
added. The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to
afford 76m (47.0 mg, 15%).

IH-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.56-8.54 (dd, 1H, H7, J = 0.6 Hz and J = 2.6 Hz), 8.07-8.05 (m, 1H), 7.98-
7.88 (m, 2H), 7.65-7.59 (m, 1H), 7.61 (s, 1H, Hs), 7.13 (s, 2H, H14), 6.65-6.63 (dd, 1H, Hs, J = 1.6 Hz and J =
2.7 Hz).

3C-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 164.6 (C1, (d, J = 245.3 Hz)), 163.9 (C4), 163.8 (C2), 159.3 (C1), 143.7 (Cs),
141.0 (Cyo (d, J =9.0 Hz)), 134.9 (Cs (d, J = 11.3 Hz)), 127.8 (C7), 123.5 (Co (d, J = 3.0 Hz)), 118.3 (C11 (d, J =
24.8 Hz), 113.0 (C13 (d, J = 23.3 Hz)), 109.4 (C¢), 93.6 (C3).

LC-MS (ESI) m/z =290.2, 292.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.3 min, purity =95.7 %

Molecular formula: C;3HsCIFNs
Molecular weight: 289.05 g/mol
Melting point: 195-197 °C
Aspect: white solid
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Partie expérimentale

4-(3,5-Difluorophenyl)-6-(1H-pyrazol-1-yl)pyrimidin-2-amine (76n)

Procedure:

The same procedure as described for compound 76a was used starting from 74 (1.0 eq., 200.0 mg, 1.02
mmol), K»COs (2.0 eq., 282.6 mg, 2.04 mmol), 3,5-difluorophenylboronic acid (1.2 eq., 193.7 mg, 1.23
mmol) and triphenylphosphine (0.1 eq., 26.8 mg, 0.10 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution
was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 22.9 mg, 0.10 mmol) was
added. The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc: 10/0 to 7/3) to
afford 76n (45.0 mg, 16%).

1H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.20-8.11 (dd, 1H, Hs, J = 0.7 Hz and J = 2.7 Hz), 7.92-7.91 (m, 1H), 7.89-
7.80 (m, 2H), 7.61 (s, 1H, Hs), 7.48-7.38 (m, 1H), 7.12 (s, 2H, H14), 6.65-6.62 (dd, 1H, Hs, J = 1.6 Hz and J =
2.7 Hz).

BC-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 163.9 (C1o and Cy, (d, J = 244.5 Hz)), 164.1 (C, (t, J = 3.0 Hz)), 163.8 (Ca),
159.3 (C4), 143.7 (Cs), 141.1 (Cs (t, J = 3.4 Hz)), 127.8 (C7), 110.5 (Cs and Ci3 (d, J =9.0 Hz)), 109.4 (Cg), 106.5
(C11 (t, J=25.5 Hz)), 93.5 (C3).

LC-MS (ESI) m/z = 274.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.1 min, purity >99.0 %

Molecular formula: C13HsF2Ns
Molecular weight: 273.08 g/mol
Melting point: 202-204 °C
Aspect: white solid
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4,6-Bis(4-fluorophenyl)pyrimidin-2-amine (760)

Procedure:

To a round bottom flask were added 2-amino-4,6-dichloropyrimidine (1.0 eq., 3.00 g, 18.29 mmol), K,CO3
(2.0 eq., 5.05 g, 36.59 mmol), 4-fluorophenylboronic acid (1.1 eq., 2.82 g, 20.12 mmol) and
triphenylphosphine (0.1 eq., 0.48 g, 1.83 mmol) in dioxane (16 mL) and water (4 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 0.41 g, 1.83 mmol) was added.
The solution was stirred and heated at 90 °C for 1 hour. The solution was cooled to room temperature and
hydrolyzed with water. The aqueous layer was extracted three times with EtOAc. The organic layer was
dried over MgSQ,, discolored with chacoal and filtered. The solution was concentrated in vacuo to give a
yellow powder. The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc (7.5/2.5)) to
afford 760.

H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.32-8.28 (m, 4H), 7.73 (s, 1H, Hs), 7.39-7.33 (m, 4H), 6.79 (s, 2H, H17).
13C.RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 165.7 (C4), 163.8 (Csand Cus), 162.0 (C2), 159.1 (C1), 133.4 (Cs), 132.6
(C11), 129.8 (Ce, C10, Clz and C15 (d, J=7.5 HZ)), 115.7 (C7, Cg, C13 and C15 (d, J=21.1 HZ)), 99.2 (C3)

LC-MS (ESI) m/z = 284.3 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.2 min, purity > 99.0 %

Molecular formula: Ci6H11F2N3
Molecular weight: 283.28 g/mol
Melting point: 183-185°C
Aspect: white solid
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4-(3-Fluorophenyl)-6-(4-fluorophenyl)pyrimidin-2-amine (76p)

Procedure:

To a round bottom flask were added 75 (1.0 eq.,250.0 mg, 1.12 mmol), K,CO3 (2.0 eq., 309.0 mg, 2.24
mmol), 3-fluorophenylboronic acid (1.1 eq., 172.1 mg, 1.23 mmol) and triphenylphosphine (0.1 eq., 29.3
mg, 0.11 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution was degassed with nitrogen during 5 minutes
and palladium acetate (0.1 eq., 25.1 mg, 0.11 mmol) was added. The solution was stirred and heated at 80
°C overnight. The solution was cooled to room temperature and hydrolyzed with water. The aqueous layer
was extracted three times with EtOAc. The organic layer was dried over MgSQ,, discolored with chacoal
and filtered. The solution was concentrated in vacuo to give a yellow powder. The crude product was
purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc (7/3)) to afford 76p (125.0 mg, 39%).

H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.34-8.30 (m, 2H), 8.12-8.03 (m, 2H), 7.79 (s, 1H, Hs), 7.61-7.54 (m, 1H),
7.40-7.34 (m, 3H), 6.84 (s, 2H, H1).

13C_.RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 165.8 (Cs (d, J = 246.8 Hz)), 164.6 (Cis (d, J = 241.5 Hz)), 164.5 (C,), 164.4
(C1), 163.9 (C4), 140.3 (Cy1 (d, J = 7.5 Hz)), 134.1 (Cs (d, J = 3.1 Hz)), 131.1 (Ceand Cuo (d, J = 8.3 Hz)), 129.8
(C13 (d, J = 8.3 Hz)), 123.5 (C1, (d, J = 3.0 Hz)), 117.6 (C16 (d, J = 21.0 Hz)), 116.8 (C;and Cs (d, J = 21.8 Hz)),
114.1 (C14 (d, J = 22.5 Hz)), 102.2 (Cs).

LC-MS (ESI) m/z = 284.3 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.0 min, purity =97.6 %

Molecular formula: Ci6H11F2N3
Molecular weight: 283.28 g/mol
Melting point: 203-205°C
Aspect: white solid
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4-(3,5-difluorophenyl)-6-(4-fluorophenyl)pyrimidin-2-amine (76q)

Procedure:

The same procedure as described for compound 76p was used starting from 75 (1.0 eq.,250.0 mg, 1.12
mmol), K2COs (2.0 eq., 309.0 mg, 2.24 mmol), 3,5-difluorophenylboronic acid (1.2 eq., 211.8 mg, 1.34
mmol) and triphenylphosphine (0.1 eq., 29.3 mg, 0.11 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution
was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 25.1 mg, 0.11 mmol) was
added. The crude product was purified using flash chromatography (cyclohexane/EtOAc (7.0/3.0)) to
afford 76q (65.0 mg, 19%).

H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.36-8.31 (m, 2H), 8.01-7.97 (m, 2H), 7.84 (s, 1H, Hs), 7.46-7.35 (m, 3H),
6.89 (s, 2H, H17).

3C.RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 165.9 (C13 and Cis (d, J = 246.8 Hz)), 164.9 (Cs (d, J = 244.5 Hz)), 164.8-
164.3 (3 C), 141.6 (C11), 133.9 (Cs (d, J = 3.7 Hz)), 129.9 (Cs and Cyo (d, J = 9.0 Hz)), 116.1 (C; and Cs(d, J =
21.0 Hz)), 110.6 (C12 and Ci6(d, J = 26.3 Hz), 106.2 (Cu4 (t, J = 18.4 Hz)), 102.3 (Cs).

LC-MS (ESI) m/z = 302.1 [M+H]"
UPLC: C18 column: tg = 2.3 min, purity >99.0 %

Molecular formula: Ci6H10F3N3
Molecular weight: 301.27 g/mol
Melting point: 187-189°C
Aspect: white solid
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3-[2-Amino-6-(4-fluorophenyl)pyrimidin-4-yl]benzonitrile (76r)

Procedure:

The same procedure as described for compound 76p was used starting from 75 (1.0 eq.,250.0 mg, 1.12
mmol), K2COs (2.0 eq., 309.0 mg, 2.24 mmol), 3-cyanophenylboronic acid (1.1 eq., 180.7 mg, 1.23 mmol)
and triphenylphosphine (0.1 eq., 29.3 mg, 0.11 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 25.1 mg, 0.11 mmol) was added.
The crude product was purified using flash chromatography (cyclohexane/EtOAc (7.0/3.0)) to afford 76r
(73.0 mg, 22%).

H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.35-8.25 (m, 2H), 7.84-7.61 (m, 2H), 7.48-7.26 (m, 2H), 7.18 (s, 1H, H3),
7.09 (m, 2H), 6.77 (s, 2H, H17).

13C.RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 165.2 (Cs(d, J = 242.8 Hz)), 163.6-162.1 (3 C), 133.7, 132.2, 131.8, 131.4,
130.6 (Cs and Cyo(d, J = 8.5 Hz)), 130.5, 129.9, 118.8 (C1s), 116.0 (C; and Co (d, J = 24.2 Hz)), 113.2 (Cys),
101.3 (C3).

LC-MS (ESI) m/z = 292.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.2 min, purity > 99.0 %

Molecular formula: C;17H11FN4
Molecular weight: 290.3 g/mol
Melting point: 196-197°C
Aspect: white solid
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3-[2-Amino-6-(4-fluorophenyl)pyrimidin-4-yl]-5-chlorobenzonitrile (76s)

Procedure:

The same procedure as described for compound 76p was used starting from 75 (1.0 eq., 300.0 mg, 1.34
mmol), K,COs5 (2.0 eq., 370.8 mg, 2.68 mmol), 3-chloro-5-cyanophenylboronic acid (1.1 eq., 267.6 mg, 1.48
mmol) and triphenylphosphine (0.1 eq., 35.2 mg, 0.13 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution
was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 30.1 mg, 0.13 mmol) was
added. The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc (7.5/2.5)) to
afford 76s (72.0 mg, 18%).

1H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.32-8.28 (m, 4H), 7.73 (s, 1H, Hs), 7.39-7.33 (m, 4H), 6.79 (s, 2H, Hu).
13C.RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 166.6 (Cs (d, J = 249.1 Hz)), 165.9-162.3 (3 C), 135.7, 135.2, 134.8, 131.5,
131.0 (Cgsand Ci0 d, /= 8.2 Hz)), 127.2 (Cs6), 118.3 (C1s), 115.8 (C7 and Co (d, J = 21.6 Hz)), 114.5 (Cs5), 101.3
(Gs).

LC-MS (ESI) m/z =325.1, 326.1 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.2 min, purity > 99.0 %

Molecular formula: Ci6H11F2N3
Molecular weight: 324.74 g/mol
Melting point: 209-211°C
Aspect: white solid
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4-(4-Fluorophenyl)-6-(3-methoxyphenyl)pyrimidin-2-amine (76t)

Procedure:

The same procedure as described for compound 76p was used starting from 75 (1.0 eq.,250.0 mg, 1.12
mmol), K2COs3 (2.0 eq., 309.0 mg, 2.24 mmol), 3-methoxyphenylboronic acid (1.1 eq., 186.8 mg, 1.23 mmol)
and triphenylphosphine (0.1 eq., 29.3 mg, 0.11 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.1 eq., 25.1 mg, 0.11 mmol) was added.
The crude product was purified using flash chromatography (cyclohexane/EtOAc (7.0/3.0)) to afford 76t
(92.0 mg, 28%).

1H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.35-8.25 (m, 2H), 7.84-7.61 (m, 2H), 7.48-7.26 (m, 2H), 7.18 (s, 1H, H3),
7.09 (m, 2H), 6.77 (s, 2H, Hi7), 3.77 (s, 3H, Hus).

13C-.RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 165.7 (Cs (d, J = 242.9 Hz)), 163.6 (C2), 162.9 (C1), 162.7 (Ca), 161.1 (Cis),
139.7 (Cs(d, J = 2.9 Hz)), 131.4 (C11), 130.6 (Cs and Cio (d, J = 8.7 Hz)), 130.2 (CH), 119.8 (CH), 116.2 (C; and
Co (d, J = 23.1 Hz)), 114.3 (CH), 113.6 (CH), 101.3 (Cs), 55.8 (C1s).

LC-MS (ESI) m/z = 296.4 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.0 min, purity =95.2 %

Molecular formula: C17H14FN30
Molecular weight: 295.32 g/mol
Melting point: 231-232°C
Aspect: white solid
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5. Synthesis of quinazolines A2aR/mGIuRs

2-Chloro-4,7-diphenylquinazoline (80a)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49a was used starting from 48f (1.0 eq., 300.0 mg, 1.08
mmol), phenylboronic acid (2.1 eq., 276.4 mg, 2.27 mmol), K,COs3 (2.0 eq., 298.4 mg, 2.16 mmol),
triphenylphosphine (0.04 eq., 11.3 mg, 0.04 mmol) in dioxane (10 mL) and water (2.5 mL). The solution
was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.02 eq., 4.9 mg, 0.02 mmol) was
added. The crude product was taken up in diethyl ether and solid was filtered to afford 80a (215.0 mg,
63%).

1H-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 8.35 (m, 2H), 8.21 (m, 1H), 7.89-7.86 (m, 2H), 7.69-7.66 (m, 3H), 7.61-
7.58 (m, 2H), 7.51-7.42 (m, 4H).

LC-MS (ESI) m/z = 317.2, 319.2 [M+H]*

Molecular formula: C3H13CIN>
Molecular weight: 316.79 g/mol
Melting point: 201-203 °C
Aspect: white solid

2-Chloro-4,7-bis(2-fluorophenyl)quinazoline (80b)

Procedure:
The same procedure as described for compound 49a was used starting from 48f (1.0 eq., 300 mg, 1.08
mmol), 2-fluorophenylboronic acid (2.1 eq., 317.1 mg, 2.27 mmol), K2COs (2.0 eq., 298.4 mg, 2.16 mmol),
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triphenylphosphine (0.04 eq., 11.3 mg, 0.04 mmol) in dioxane (10 mL) and water (2.5 mL). The solution
was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.02 eq., 4.9 mg, 0.02 mmol) was
added. The crude product was taken up in diethyl ether and solid was filtered to afford 80b (186.0 mg,
49%).

1H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.30 (d, 1H, H7, J = 8.7 Hz), 8.16 (d, 1 H, Hs, J = 1.4 Hz), 7.98 (m, 1H), 7.81-
7.76 (m, 4H), 7.52-7.49 (m, 2H), 7.30-7.28 (m, 2H).

LC-MS (ESI) m/z = 353.1, 355.1 [M+H]"
Molecular formula: CyoH1:CIF2N>
Molecular weight: 352.77 g/mol
Melting point: 151-153 °C

Aspect: white solid

2-Chloro-4,7-bis(3-fluorophenyl)quinazoline (80c)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49a was used starting from 48f (1.0 eq., 300 mg, 1.08
mmol), 3-fluorophenylboronic acid (2.1 eq., 317.1 mg, 2.27 mmol), K,CO3 (2.0 eq., 298.4 mg, 2.16 mmol),
triphenylphosphine (0.04 eq., 11.3 mg, 0.04 mmol) in dioxane (10 mL) and water (2.5 mL). The solution
was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.02 eq., 4.9 mg, 0.02 mmol) was
added. The crude product was taken up in diethyl ether and solid was filtered to afford 80c (170.0 mg,
45%).

H-RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 8.35 (m, 1H), 8.12 (d, 1 H, H, J = 8.8 Hz), 7.89-7.85 (m, 3H), 7.80-7.71
(m, 2H), 7.28-7.19 (m, 4H).

LC-MS (ESI) m/z = 353.1, 355.1 [M+H]*
Molecular formula: CyoH11CIF;N;
Molecular weight: 352.77 g/mol
Melting point: 163-165 °C

Aspect: white solid
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2-Chloro-4,7-bis(4-fluorophenyl)quinazoline (80d)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49a was used starting from 48f (1.0 eq., 2.00 g, 7.20
mmol), 4-fluorophenylboronic acid (1.0 eq., 1.11 g, 7.92 mmol), K,CO; (2.0 eq., 1.99 g, 14.39 mmol),
triphenylphosphine (0.04 eq., 75.0 mg, 0.29 mmol) in dioxane (10 mL) and water (2.5 mL). The solution
was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.02 eq., 32.0 mg, 0.14 mmol) was
added. The crude product was purified by flash chromatography (cyclohexane/EtOAc (7/3)) to afford 80d
(851.0 mg, 35%).

1H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 8.21 (d, 1H, Hs, J = 1.7 Hz), 8.17 (d, 1 H, Hg, J = 8.8 Hz), 7.89-7.85 (m, 3H),
7.76-7.72 (m, 2H), 7.35-7.22 (m, 4H).

LC-MS (ESI) m/z = 353.2, 355.2 [M+H]*
Molecular formula: CyoH11CIF;N;
Molecular weight: 352.77 g/mol

Melting point: 187-189 °C
Aspect: white solid

2-Chloro-7-(3-chlorophenyl)-4-(4-fluorophenyl)quinazoline (80e)

Procedure:
The same procedure as described for compound 49a was used starting from 48f (1.0 eq., 350.0 mg, 1.04
mmol), K,COs (2.0 eq., 286.6 mg, 2.07 mmol), 3-chlorophenylboronic acid (1.2 eq., 195.5 mg, 1.24 mmol)
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and triphenylphosphine (0.04 eq., 10.9 mg, 0.04 mmol) in THF (4 mL) and water (1 mL). The solution was
degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.04 eq., 9.3 mg, 0.04 mmol) was added.
The crude product was taken up in diethyl ether and solid was filtered to afford 80e (270.0 mg, 71%).

1H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 8.39 (m, 1H), 8.16 (m, 2H), 8.01 (m, 1H), 7.92 (m, 3H), 7.59-7.49 (m, 4H).
LC-MS (ESI) m/z = 369.0, 371.0 [M+H]*

Molecular formula: C3oH11CloFN,

Molecular weight: 369.22 g/mol

Melting point: 157-159 °C
Aspect: white solid

2-Chloro-4,7-bis(3,5-difluorophenyl)quinazoline (80f)

Procedure:

The same procedure as described for compound 49a was used starting from 48f (1.0 eq., 300 mg, 1.08
mmol), 3,5-difluorophenylboronic acid (2.1 eq., 357.9 mg, 2.27 mmol), K,CO; (2.0 eq., 298.4 mg, 2.16
mmol), triphenylphosphine (0.04 eq., 11.3 mg, 0.04 mmol) in dioxane (10 mL) and water (2.5 mL). The
solution was degassed with nitrogen during 5 minutes and palladium acetate (0.02 eq., 4.9 mg, 0.02 mmol)
was added. The crude product was taken up in diethyl ether and solid was filtered to afford 80f (214.0 mg,
51%).

!H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.37 (m, 1H), 8.03 (m, 1H), 7.89-7.73 (m, 5H), 7.31-7.22 (m, 4H).
LC-MS (ESI) m/z = 389.2, 391.2 [M+H]*

Molecular formula: C;oHsCIF4N,

Molecular weight: 388.75 g/mol

Melting point: 172-174 °C
Aspect: white solid

248



Partie expérimentale

4,7-Diphenylquinazolin-2-amine (81a)

Procedure:

The same procedure as described for compound 50c was used starting from 80a (1.0 eq., 150.0 mg, 0.47
mmol), DIPEA (2.5 eq., 0.20 mL, 1.18 mmol) and 4-methoxybenzylamine (2.0 eq., 0.12 mL, 0.95 mmol) in
dioxane. The crude product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH (9/1)) to afford afford 81a
(24.0 mg, 26%).

H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 8.32-8.14 (m, 2H), 8.08-8.02 (m, 1H), 7.96-7.83 (m, 2H), 7.77-7.61 (m,
4H), 7.59-7.40 (m, 4H).

3C.RMN (DMSO-ds, § ppm, J Hz): 160.0 (C1), 155.6 (C,), 148.4 (Cs), 141.5 (Ce), 134.8 (C1s), 134.2 (Cy), 132.1
(2 CH), 130.2 (CH), 129.7 (2 CH), 129.2 (2 CH), 128.5 (2 CH), 127.8 (CH), 126.7 (Cs), 124.5 (C7), 122.3 (Cs),
118.6 (C).

LC-MS (ESI) m/z = 298.1 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.5 min, purity =95.1 %

Molecular formula: CyoH1sN3
Molecular weight: 297.36 g/mol
Melting point: 217-218 °C
Aspect: yellow solid
4,7-Di(2-fluorophenyl)quinazolin-2-amine (81b)

Procedure:
The same procedure as described for compound 50c was used starting from 80b (1.0 eq., 10.0 mg, 0.28
mmol) DIPEA (2.5 eq., 0.12 mL, 0.71 mmol) and 4-methoxybenzylamine (2.0 eq., 0.07 mL, 0.57 mmol) in
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dioxane. The crude product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH (9/1)) to afford 81b (40.0
mg, 38%).

H-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 7.88-7.75 (m, 5H), 7.72 (d, 1H, H7, J = 1.7 Hz), 7.50 (dd, 1H, Hs, J = 1.9 Hz
and J = 8.8 Hz), 7.46-7.33 (m, 4H), 6.95 (s, 2H, Ha1).

13C.RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 165.2 (C1), 158.7 (C1s and Cao (d, J = 247.5 Hz)), 155.2 (Ca), 149.0 (Cs),
141.8 (Cs), 139.6, 133.7, 131.5, 129.2, 129.0, 126.2, 124.4 (C1; and C17 (d, J = 2.6 Hz)), 123.9 (Cs), 123.1 (Cy),
120.7 (Cs), 116.9 (Cs), 114.7 (C13 and Cys (d, J = 21.1 Hz)).

LC-MS (ESI) m/z = 334.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tgr = 2.4 min, purity > 99.0 %

Molecular formula: CxH13F;N3
Molecular weight: 333.34 g/mol
Melting point: 167-169 °C
Aspect: white solid

4,7-Di(3-fluorophenyl)quinazolin-2-amine (81c)

Procedure:

The same procedure as described for compound 50c¢ was used starting from 80c (1.0 eq., 150.0 mg, 0.43
mmol) DIPEA (2.5 eq., 0.19 mL, 1.06 mmol) and 4-methoxybenzylamine (2.0 eq., 0.11 mL, 0.85 mmol) in
dioxane. The crude product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH (9/1)) to afford 81c (34.0
mg, 36%).

H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 7.88-7.75 (m, 5H), 7.72 (d, 1H, H7, J = 1.7 Hz), 7.50 (dd, 1H, Hs, J = 1.9 Hz
and J = 8.8 Hz), 7.46-7.33 (m, 4H), 6.95 (s, 2H, Ha1).

13C.RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 168.3 (C1), 164.8 (C13 and Cis (d, J = 245.5 Hz)), 156.4 (C,), 149.5 (Cs),
143.2 (C1s), 141.4 (Ce), 139.6, 131.5, 130.9, 127.9, 126.0, 123.7, 117.1, 116.7, 116.4, 115.8, 114.3.

LC-MS (ESI) m/z = 334.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.4 min, purity = 96.0 %

Molecular formula: CyoH13F2N3
Molecular weight: 333.34 g/mol
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Melting point: 187-188 °C
Aspect: white solid

4,7-Di(4-fluorophenyl)quinazolin-2-amine (81d)

Procedure:

The same procedure as described for compound 50c was used starting from 80d (1.0 eq., 150.0 mg, 0.43
mmol) DIPEA (2.5 eq., 0.19 mL, 1.06 mmol) and 4-methoxybenzylamine (2.0 eq., 0.11 mL, 0.85 mmol) in
dioxane. The crude product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH (9/1)) to afford 81d (34.0
mg, 36%).

1H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 7.88-7.75 (m, 5H), 7.72 (d, 1H, H7, J= 1.7 Hz), 7.50 (dd, 1H, Hs, J = 1.9 Hz
and J = 8.8 Hz), 7.46-7.33 (m, 4H), 6.95 (s, 2H, Ha1).

BC-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 169.4 (C1), 165.5 (C12(d, J = 243.5 Hz)), 163.8 (Cis(d, J = 237.4 Hz)), 160.6
(Cy), 152.8 (Cs), 136.6 (C1s (d, J = 3.0 Hz)), 134.1 (Co (d, J = 3.5 Hz)), 133.3 (C4 and Cs), 132.6 (C16 and Cyo (d,
J=8.3 Hz),130.5 (Cioand Cia (d, J = 7.5 Hz)), 125.3 (C7), 123.1 (Cs), 117.4 (Cs5), 116.2 (Ci1, Ci3, C17 and Cio(d,
J=22.4Hzandd, J=21.6 Hz)).

LC-MS (ESI) m/z = 334.1 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.4 min, purity =97.2 %

Molecular formula: CyoH13F2N3
Molecular weight: 333.34 g/mol
Melting point: 265-271 °C
Aspect: white solid
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7-(3-chlorophenyl)-4-(4-fluorophenyl)quinazolin-2-amine (81e)

Procedure:

The same procedure as described for compound 50c was used starting from 80e (1.0 eq., 100.0 mg, 0.27
mmol) DIPEA (2.5 eq., 0.12 mL, 0.68 mmol) and 4-methoxybenzylamine (2.0 eq., 0.07 mL, 0.54 mmol) in
dioxane. The crude product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH (9/1)) to afford 81e (20.0
mg, 21%).

'H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 7.84 (m, 1H), 7.79-7.76 (m, 5H), 7.56-7.52 (m, 3H), 7.47-7.41 (m, 2H),
6.99 (s, 2H, NH,).

13C-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 168.6 (C1), 165.0 (C (d, J = 242.8 Hz)), 161.8 (C2), 154.1 (Cs), 144.0 (C1s),
141.8 (C¢), 134.4, 133.8,132.3,131.4 (Cioand Ci4 (d, J = 8.3 Hz)), 128.8, 127.3, 126.4, 123.3 (C7), 121.6 (Cs),
117.2 (C3), 116.0 (C11 and Cys (d, J = 21.2 Hz)).

LC-MS (ESI) m/z = 350.1 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.4 min, purity >99.0 %

Molecular formula: CxH13CIFN;
Molecular weight: 349.78 g/mol
Melting point: 229-231 °C
Aspect: white solid
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4,7-Bis(3,5-difluorophenyl)quinazolin-2-amine (81f)

Procedure:

The same procedure as described for compound 50c was used starting from 80f (1.0 eq., 150.0 mg, 0.39
mmol) DIPEA (2.5 eq., 0.17 mL, 0.96 mmol) and 4-methoxybenzylamine (2.0 eq., 0.10 mL, 0.77 mmol) in
dioxane. The crude product was purified by flash chromatography (DCM/MeOH (9/1)) to afford 81f (29.0
mg, 33%).

1H-RMN (DMSO-ds, 6 ppm, J Hz): 7.88-7.75 (m, 5H), 7.72 (d, 1H, H7, J= 1.7 Hz), 7.50 (dd, 1H, Hs, J = 1.9 Hz
and J = 8.8 Hz), 7.46-7.33 (m, 4H), 6.95 (s, 2H, Ha:).

13C-RMN (DMSO-ds, & ppm, J Hz): 165.0 (C), 160.1 (C), 155.6 (C), 149.7 (C), 141.6 (C), 139.7 (CH), 136.2 (C),
144.3 (C), 142.1 (C), 139.6 (CH), 131.5 (CH), 130.9 (CH), 127.9 (C), 126.0 (CH), 123.7 (CH), 117.1 (CH), 126.3
(CH), 124.0 (CH), 122.0 (CH), 117.4 (C), 111.9 (2 CH), 111.5 (2 CH), 104.7 (CH), 103.6 (CH).

LC-MS (ESI) m/z =370.2 [M+H]*
UPLC: C18 column: tg = 2.2 min, purity >98.1 %

Molecular formula: CxH11FaN3
Molecular weight: 369.32 g/mol
Melting point: 251-253°C
Aspect: white solid

Il. Biology

1. Materials
Adenosine deaminase was purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) (Ref: 10102105001). ZM-
241385 and CGS-21680 were purchased from MedChem Express (Sollentuna, Sweden, Ref: HY-19532 and
HY-13201A). The synthesis of MRS7416 is described in the article by Duroux et al.

2. Cell culture and membrane preparation
For cell culture and membrane preparation, we were inspired by the protocol described in the article by
Kecskes et al.1”® HEK293T cells were cultured in DMEM supplemented with 10% FBS, penicillin (100 pg/mL),
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and streptomycin (100 U/mL) and incubated at 5% CO2 and 37 °C. Cells were transfected with ADORA2A
plasmid using LipoD293 transfection reagent (SigmaGen, Frederick, MD, USA). Then, 48 h after
transfection, cells were lysed with 500 pL of lysis buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM MgCl,
supplemented with protease inhibitors) per 10 cm dish, transferred to a 15 mL conical tube, and incubated
for 30 min on ice. The suspension was homogenized with a Branson sonifier with an output of 2 and duty
cycle of 50% for 20 s and then was subcellular fractionated to recover the membrane-rich fraction. First,
centrifugation at 750 RCF was performed to pellet the nuclei and cell debris, the resultant supernatant
was centrifuged at 10,000 RCF for 10 min to pellet the microsomes, and finally the supernatant was
centrifuged at 100,000 RCF for 1 h to precipitate the membranes. All the centrifugation steps were
performed at 4 °C. The resultant pellet was resuspended in lysis buffer supplemented with 3 U/mL
adenosine deaminase and homogenized by brief sonication. The suspension was divided into small
aliquots to prevent several freeze—thaw cycles and stored at —80 °C until the binding experiments. The
protein concentration was measured using the Bradford assay and adjusted to 9 mg/mL.

3. FP binding assay

Assays were performed in Greiner 384-well black clear-bottom plates. The binding buffer used contained
50 mM Tris-HCl, pH 7.5, and 10 mM MgCl,. Competition assays were performed with 2 uL of MRS7416
(final concentration was 10 nM), 2 uL of competitor (final concentration 10 uM—0.1 nM), and 16 uL of A;aR
membranes, diluted in buffer solution (final concentration 0.8 mg/mL) in the binding buffer for a total
volume of 20 pL. The plate was incubated at 30 °C for 10 min. Fluorescence polarization was read on
Clariostar Plus microplate reader (BMG Labtech, Offenburg, Germany) at Aex = 480 nm and Aem =520 nm.
Data analysis was performed with GraphPad Prism Software, version 8.3.0 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, USA), and K; values were calculated using the Cheng—Prusoff equation. The Kp (Kp = 2 nM) for
A2aR membrane preparation was obtained by a kinetic on/off experiment. Displacement reference curves
were performed with ZM-241385 in accordance with the literature. All compounds were tested in three
independent experiments, in duplicate.

4. cAMP assay
cAMP assays were conducted using the Lance Ultra cAMP Detection kit (Perkin EImer, Waltham, MA, USA)
in 384-well plates. Stimulation buffer containing 1X Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS), 5 mM HEPES (pH
7.4), 0.1% BSA stabilizer, and 0.5 mM IBMX was prepared. A cAMP standard curve was prepared at 4x the
desired final concentration in stimulation buffer, and 10 uL was added to the assay plate. Serial dilutions
of compounds were also prepared at 4x the desired final concentration (30 uM-10 nM) in stimulation
buffer, and 2.5 pL was added to the assay plate. Following the instructions in the Lance Ultra cAMP
Detection kit, a single concentration of the agonist CGS21680, corresponding to the EC80, was prepared
at 4x the desired final concentration (4.5 uM) in stimulation buffer. Then, 2.5 uL of this solution was added
to the assay plate. The cells were detached by versene action, prepared at a concentration of 5.105 cells
per mL in stimulation buffer, and 5 pL was added to each well, except wells containing the cAMP standard
curve. After incubating for 30 min at room temperature, Eu-cAMP tracer and uLIGHT-anticAMP working
solutions were added per the manufacturer’s instructions. After 1 h of incubation at room temperature,
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the TR-FRET signal (ex 337 nm) was read on a Varioskan Lux multimode plate reader (Thermo Fisher
Scientific, Asnieres-sur-Seine, France). The TR-FRET signal (665 nm) was converted to fmol cAMP by
interpolating from the standard cAMP curve. Fmol cAMP was plotted against the log of compound
concentration, and data were fit to a three-parameter logistic curve to generate ICso values (GraphPad
Prism, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). All compounds were tested in three independent
experiments, in duplicate.

[l Molecular docking

Molecular modelling studies were performed using AutoDock Vina software, using Aa receptor co-
crystallized structure of compound 6 (PDB: 8DU3) as described in R. Bolteau et al.'’? Data analysis was
performed with the UCSF ChimeraX software, version 1.6.1.

V. Solubility assay

For each product, 2 solutions were prepared. The first is a solution in DMSO at a concentration of 4 mg/mL.
This solution is the reference solution (100% concentration). The second is an aqueous solution buffered
to pH 7.4 (PBS: Phosphate Buffer Saline) at 4 mg/mL. These two solutions were stirred for 2 hours, then
filtered with a 0.45 um pore size filter. 10 uL of these solutions were diluted in 190 pL of methanol and
analyzed by HPLC. Chromatographic analysis was performed using a Shimadzu CBM-20A high-performance
liguid chromatography (HPLC) system (Shimadzu Corporation, Canby, Oregon, USA). The separation was
carried out on a Kinetex C18 column (100 A, 250 mm x 4.6 mm, 5 pum particle size). The mobile phase
consisted of the following components: Phase A: Water with 1% trifluoroacetic acid (TFA), and Phase B:
Acetonitrile with 1% TFA. A linear gradient was employed, starting with 100% Phase A and progressing to
0% Phase A over 30 minutes.
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Conception, synthése et évaluation pharmacologique d'antagonistes des récepteurs Aza et de

ligands duaux ciblant les récepteurs A;a et mGlus.

Les récepteurs couplés aux protéines G suscitent un intérét thérapeutique en raison de leur implication
dans une grande variété de processus physiologiques, ce qui en fait des cibles majeures pour de nombreux
médicaments. Parmi eux, le récepteur a I'adénosine A,a (A2aR) a fait I'objet de nombreuses études ces
dernieres années. Une étude épidémiologique sur la caféine, un antagoniste du récepteur Aza, a révélé ses
effets bénéfiques sur les fonctions cognitives chez des patients atteints de la maladie d’Alzheimer. D'autres
antagonistes du récepteur A,a ont démontré des effets positifs sur la motricité dans la maladie de
Parkinson, grace a leurs propriétés neuroprotectrices. Plus récemment, des antagonistes A;aR ont
également montré des effets antitumoraux. Bien que de nombreux antagonistes aient été développés, ces
derniers manquent d’efficacité et ont de faibles propriétés pharmacocinétiques. Par ailleurs, le récepteur
métabotropique du glutamate mGlus (mGIluRs) et ses modulateurs allostériques négatifs jouent un réle
crucial dans le développement des maladies neurodégénératives. L’hétérodimérisation de ce récepteur
avec A2aR a montré un effet synergique : l'inhibition de mGIuRs renforce le blocage de AaR. Grace a des
études de modélisation moléculaire, deux familles d’antagonistes AR, les benzofuranes et les
guinazolines, ont été développées. Les relations structure-affinité autour des quinazolines nous ont permis
d’identifier de nouveaux composés solubles, affins pour A;aR et ayant un pouvoir antagoniste. De

nouveaux ligands duaux A,aR/mGIluRs de type quinazolines et 2-aminopyrimidines ont été développés.

Design, synthesis and pharmacological evaluation of Aza receptor antagonists and dual ligands

targeting A2a and mGlus receptors

G protein-coupled receptors are of therapeutic interest due to their involvement in a wide variety of
physiological processes, making them major targets for many drugs. Among them, the A,x adenosine
receptor (A2aR) has been the subject of numerous studies in recent years. An epidemiological study of
caffeine, an AaR antagonist, revealed its beneficial effects on cognitive function in Alzheimer's patients.
Other AzaR antagonists have also demonstrated positive effects on motor function in Parkinson's disease,
thanks to their neuroprotective properties. More recently, A;aR antagonists have also shown anti-tumor
effects. Although numerous antagonists have been developed, these lack efficacies and have poor
pharmacokinetic properties. The metabotropic glutamate receptor mGlus (mGluRs) and its negative
allosteric modulators play a crucial role in the development of neurodegenerative diseases.
Heterodimerization of this receptor with A;aR has shown a synergistic effect: inhibition of mGIuRs
enhances blockade of A;aR. Thanks to molecular modeling studies, two families of A;aR antagonists,
benzofurans and quinazolines, have been developed. Structure-affinity relationships around quinazolines
enabled us to identify new soluble compounds with A,sR affinity and antagonistic potency. New dual

A2aR/mGIuRs ligands such as quinazolines and 2-aminopyrimidines were developed.



