N

N

Conception, synthese et évaluation pharmacologique
d’inhibiteurs potentiels de farnésyltransférase dans le
traitement du cancer
Nicolas Wlodarczyk

» To cite this version:

Nicolas Wlodarczyk. Conception, synthese et évaluation pharmacologique d’inhibiteurs potentiels de
farnésyltransférase dans le traitement du cancer. Médicaments. Université du Droit et de la Santé -
Lille IT, 2008. Francais. NNT: . tel-00331313

HAL Id: tel-00331313
https://theses.hal.science/tel-00331313
Submitted on 16 Oct 2008

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00331313
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE DE LILLE 2 — DROIT ET SANTE
INSTITUT DE CHIMIE PHARMACEUTIQUE ALBERT LESPAGNOL

THESE

en vue de I'obtention du

DOCTORAT DE L’'UNIVERSITE DE LILLE 2

Spécialité : Sciences du Médicament

Soutenue publiquement

Par
Nicolas Wlodarczyk
le 12 septembre 2008

CONCEPTION, SYNTHESE ET EVALUATION PHARMACOLOGIQUE
DE NOUVEAUX INHIBITEURS POTENTIELS DE
FARNESYLTRANSFERASE DANS LE TRAITEMENT DU CANCER

JURY

Directeur de thése : Jean-Pierre HENICHART Professeur, Université de Lille 2

Rapporteurs : Joélle DUBOIS Chargée de Recherche (UPR 2301 CNRS), ICSN,
Gif-sur-Yvette
Luc VAN HIJFTE Directeur de Recherches, Johnson & Johnson
Examinateurs : Benoit RIGO Professeur a HEI, Lille
Frédéric SCHMIDT Chargé de Recherche (UMR 176 CNRS), Institut
Curie, Paris

Régis MILLET Maitre de Conférences, Université de Lille 2




Remerciements

Je dédie cette these...



Remerciements

A mes parents
Votre présence, votre soutien permanent ont permis I’aboutissement de ces
longues années d’études, Merci pour tout.

A mes fréres, Guillaume et Damien

Merci pour votre compréhension et vos encouragements.

A mes amis

Votre soutien, votre compassion et la curiosité a 1’égard de mon travail
m’ont encouragés dans les moments les plus difficiles. Je vous en remercie
sincerement.



Remerciements

J’adresse mes plus vifs remerciements a :
A mon directeur de thése

Monsieur le Professeur Jean-Pierre Hénichart

Professeur émérite, Université de Lille 2

Si, au cours de mes études, j’ai pu éprouver un profond respect pour certaines personnes, vous
étes de celles-la. Je tiens a vous exprimer toute ma gratitude pour la confiance que vous
m’avez témoignée en m’acceptant dans votre équipe d’abord en stage de DU Sciences du
médicament et sciences biologiques et en me proposant ce sujet passionnant. Durant ces six
années, vous avez su m’inculquer le gott de la recherche et votre sens du " Drug Design”.
Veuillez trouver ici I’expression de toute ma reconnaissance.

A mes rapporteurs

Madame la docteur Joélle Dubois

Chargée de recherche (CNRS), Institut de Chimie des Substances Naturelles, Gif-sur-Yvette
Je vous adresse mes remerciements les plus sincéres pour m’avoir accueilli au sein de votre
laboratoire afin d’y effectuer la mesure de I’inhibition de la farnésyltransférase. Je suis
¢galement trés honoré que vous ayez accepté de juger mon travail. Votre expérience et votre
compétence sur ce sujet apporteront un regard avisé sur ce travail.

Monsieur le Docteur Luc Van Hijfte

Directeur de recherche, Johnson & Johnson, Val de Reuil

Je suis trés honoré que vous acceptiez de juger ce travail. Je voudrais vous remercier de nous
faire partager vos connaissances et d’apporter a ce travail un regard critique. Qu’il me soit
permis de vous remercier sincerement et de vous assurer de ma profonde gratitude.

Aux autres membres du jury

Monsieur le Docteur Frédéric Schmidt

Chargé de recherche (CNRS), Institut Curie, Paris

C’est un trés grand honneur de vous compter parmi les membres de ce Jury. De par votre
expérience et votre compétence dans le domaine du cancer, je vous remercie du regard
critique et avisé que vous apportez sur ce travail.

Monsieur le professeur Benoit Rigo

Professeur, Ecole des Hautes Etudes d’Ingénieur, Lille

C’est un grand plaisir de vous compter parmi les membres du jury. Je vous en remercie
sincerement.

Monsieur le docteur Régis Millet

Maitre de Conférence, ICPAL, Université de Lille 2

Nos discussions autour de ce sujet ont permis de faire progresser ce travail. Je tiens a te
remercier pour ta disponibilité et pour avoir suivi le déroulement de ma these.



Remerciements

Enfin, Je tiens également a remercier toutes celles et ceux qui ont contribué de loin ou de pres
a ce travail :

Monsieur le Docteur Raymond Houssin. Vous avez pu suivre ’avancement de ce travail et
I’avez toujours fait avec beaucoup de patience et de gentillesse. Je tiens particuliérement a
vous témoigner toute ma reconnaissance pour votre disponibilité permanente, votre rigueur et
vos conseils avisés. Votre aide fut trés précieuse lors des moments fastidieux de rédaction.

Madame le Docteur Pauline Gilleron. J’ai suivi puis participé a ton sujet pendant tes trois
années de thése pour ensuite avoir eu le privilege de le continuer. Tu m’as beaucoup appris
aussi bien au niveau pratique que théorique. Ta bonne humeur quotidienne est un rayon de
soleil dans le laboratoire.

Messieurs les Docteurs Guillaume Laconde et le Mathieu Desroses. Malgré tout ce que
vous m’avez fait subir (qui aime bien chatie bien), vous avez toujours été disponible et
aimable a mon égard. Je suis reconnaissant pour votre aide, votre soutien et vos conseils.

Sabrina Chétitah, Nancy Bitsy, Perrine Six et Virginie Nicole. Ce fut un plaisir de vous
avoir encadré lors de vos stages respectifs. Votre participation aux synthéses décrites dans ce
mémoire a contribu¢ de mani¢re non négligeable a I’avancement de ce travail.

Mademoiselle Amélie Lemoine. Je te remercie pour avoir réalis¢é [’évaluation
pharmacologique cellulaire décrite dans ce mémoire.

Madame la docteur Nicole Pommery. Vos conseils scientifiques et professionnels m’ont
toujours été précieux.

Mademoiselle Delphine Ryckewaert et Monsieur le docteur Christophe Furman. Vos
travaux d’étude immunocytochimique ont permis d’aborder un autre aspect a ce sujet.

Monsieur le docteur Amaury Farce. Tes études de modélisation moléculaire ont été tres
utiles pour illustrer la conception de mes composés, en permettant de déterminer avec
précision leur mode de fixation.

Tous les membres du laboratoire d’application de RMN, vos conseils et votre patience ont été
appréciables pour la bonne identification de mes molécules.

Madame Frédérique Klupsch. Ta disponibilité, tes conseils et ta bonne humeur ont
largement participé au bon déroulement de ma thése. Merci pour tous les petits services
rendus au quotidien.

Madame Frédérique Lebégue. Ta joie de vivre et ta grande disponibilit¢ ont grandement
contribu¢ au bon déroulement de ma these.

Madame la docteur Sylvia Brignoux. Je te remercie pour m’avoir supporté durant ces deux
années dans la méme piece.

Mes remerciements vont ¢galement a tous les membres de I’ICPAL qui, de prés ou de loin,
ont apport¢ un maillon a ce travail : Laurence, Nicolas B., Antonio, Jamal, Sébastien,
Virginie, Céline, Aurélie D. et Aurélie T. Merci pour votre sympathie.



Sommaire

REMEICIEMENES . oo 2
Liste des abreviations. .....oooooooi 9
81 o Yo 11T (oY o T 12

1° Partie : Du cancer aux inhibiteurs de farnésyltransférase :

Quelle perspectives thérapeutiques ?.........cccecviiviinnnnnnn. 14
. Généralités Surle CanCer.........ccoeiiiiiiii i e s r e e enas 15
A. Description de la pathologie...........ooiiiiii 15
B. Lestraitements. ... 15
Il. La farnésyltransférase (FTase).......cccviiiiiiiiiiiiiiicirer v v e v e e 18
A. Les enzymes de prénylation et d’autres modifications post-traductionnelles
................................................................................................... 19
B. Présentation de la farnésyltransférase...............cooooiii . 22
C. Mécanisme réactionnel de la farnésylation.....................ooon. 23
D. Spécificité de substrat des enzymes de prénylation...................c.coeeeie 26
lll. Mécanisme d’action des inhibiteurs de farnésyltransférase........................ 30
A. Les petites protéines G impliquées dans le mécanisme d’action des
I 31
B. Les centromeéres protéines CENP-E et CENP-F................ooooiiiil. 38
C. La Rab-géranylgéranyltransférase (Rab-GGTase)..............ccooiiiiiiiani. 39
D. Perspectives sur le mécanisme d’actiondes FTis.............coooiiiiiiiiint, 40
IV. Perspectives thérapeutiques des FTiS.......ccccviiiiiiiiiiiii e 41
A. Ultilisation dans le traitement du cancer................ccooiiiiiiiii i 41
B. Perspectives thérapeutiques des FTis dans d’autres pathologies.............. 44

2° Partie : Les différentes stratégies utilisés pour le drug

design des inhibiteurs de FTase..........c.cccviiiiiiiiiinnecnnn. 46
. Découverte de FTis par conception rationnelle.............cc.coioiiiiiiiiiiiiinnnn. 47
A. Les mimétiques de la « boite CA1ALX M.ovieiiii i 48
B. Les mimétiques du farnésylpyrophosphate (FPP)...............ccociiiiiiii. 58

-6 -



C. Les mimétiques de l'état de transition.................coooiiiiiiii i, 59

Il. Découverte de FTis par criblage de chimiothéques.............ccccccvieiiiiiiannnn.. 60
A. Les compoSEs NatUrelS. ... ..o 60
B. Les composés synthétiques.........c.oiiriiiiiii i 62

3° Partie : Conception et évaluation pharmacologique de

nouveaux inhibiteurs de farnésyltransférase.................... 68

. Conception d’un nouvel espaceur de type 4-aminopipéri-dine-2-carboxylate

de MEtRYIe. ... ..o e 70
A. Présentation des premiers FTis préparés au laboratoire......................... 70
B. Conception de nouveaux inhibiteurs...............coooiiiiiiii i 72
C. Résultats pharmacologiqQUES...........coeiiiiiiii e 73

Il. Conception d’inhibiteurs avec un espaceur 1,4-diazépanique (séries J, K et

) T 76
A. Découverte de « hits » a partir d’'une librairie focalisée de 64 composés
prépareés par synthése paralléle............ccooiiiiiii i, 76
B. Conception de I'espaceur 1,4-diazépanique a partir de « hits »................. 78
1. Evaluation pharmacologique des composés possédant le 1,4-
diazépane (SErie J).....ooeiiii i 79
2. Evaluation pharmacologique des composés possédant le 5-phényl-
1,4-diazépane (séries K et L).....ooooiiiiiiii 83
ll. Etude des effets des inhibiteurs de farnésyltransférase sur le cycle
CellUIAIT. ... e e 89
A. Effets des FTls sur 'organisation des microtubules............................... 90
B. Implication de la protéine CENP-E dans I'organisation de la
TUDUIIN . L 92
4° Partie : Stratégie de synthése..........ccovviiiiiiiiiiciinnnnn. 95
I.Synthése du 5-chlorométhyl-1-(4-cyanobenzyl)imidazole...............c.ccecvvunnn.. 96
Il. Synthése des composés a espaceur 4-aminopipéridinyl-2-carboxylate de
MEéthyle (SErie B)......c.oeiuiiiiiii i 99
A. Synthése des pPIperidinONes.........c.ooeiiiii i 99
B. Substitution des dérivés 4-aminopipéridiniques..............cccooiiiiiiiiiiiiiinnn. 104
lll.Synthése des dérivés du 1,4-diazépane (séries J, KetL)......c.ccvvvivininnnnnnn. 106
A. Préparation des composés 1,4-diazépaniques (S€rie J)........ccevvviiiininnnnn. 107

B. Préparation des composés a espaceur 5-phényl-1,4-diazépane (série K et
PP 108
1. Synthése de I'hétérocycle 1,4-diazépane substitué en position 5........ 109



2. Substitution des deux fonctions amines........cooeeeeeiiiiiiiii i 115

Conclusion-perspectives........ccccccvviiiiiiiiiiiecriernn e 118
Références bibliographiques............ccoiiiiiiiiiiniinnn 123
Partie expérimentale...........ccceieiii i 142
Partie A : Synthése chimique...........ccoooiiiiiiiiii e 142
l. Appareillage et techniques d’analyse.............ccooiiiiiiii i 143
Il. Protocoles eXperimentauX...........ouvuiririniii e 145
Synthése du 5-chlorométhyl-1-(4-cyanobenzyl)imidazole.................. 145
Synthése des composés a espaceur 4-aminopipéridinyl-2-carboxylate de
METNYIE (SEIE B)..uo e s 147
Synthése des dérivés du 1,4-diazépane (séries J, KetL).................. 166
Partie B : Evaluation pharmacologique.............c.ccociiiiiiiiiiiiiinnnnes 215



Liste des abréviations utilisées

LISTE DES ABREVIATIONS UTILISEES

Abréviations biologiques :

Apppi
CDK
CENP
DTT
EGF
EGFR
ERKs
FDA
FPP
FTase
FTi
GAPs
GDP
GEFs
GGPP
GGTase
Grb2
GTP
HDACs
HMG CoA
H-Ras
hRCE
ICMT
ICso
IKK
IPP
IRS
kDa
K-Ras
MAP Kinases
MEK
MMP
MMTV
mSOS
mTOR
MTT
n.d.
NF-kB
N-Ras
n.s.
OGP

(5’-[3-(3-méthylbut-3-eényl)triphosphate] de 1-adénosine)
cyclin-dependent kinase

Centromere protein

dithiothréitol

epidermal growth factor

epidermal growth factor receptor
extracellular-signal regulated kinases
food and drug administration
farnésylpyrophosphate
farnésyltransférase

farnesyl transferase inhibitor

GTPase activating proteins

guanosine diphosphate

guanosine nucleotide exchange factors
géranylgéranylpyrophosphate
géranylgéranyltransférase

growth factor receptor binding protein-2
guanosine triphosphate

histones deacetylases
hydroxymeéthylglutaryl CoA

Harvey Ras

Ras and a-factor converting enzyme
Isoprénylvytéine Carboxyl Méthyl Transférase
concentration inhibitrice 50 %

I-kB kinase

isoprénoide pyrophosphate

Insulin Receptor Substrate

kilo-Dalton

Kirsten Ras

mitogen activated protein kinases
mitogen / extracellular-signal regulated kinase kinase
matrice métalloprotéinase

mouse mammary tumor virus
mammalian-son of sevenless
mammalian target of rapamycin
bromure de 3-(4,5-diméthylthiazolyl)-2,5-diphényltétrazolium
non déterminé

Nuclear Factor kB

Neuroblastoma Ras

non significatif

n-Octyl B-D-glucopyranoside

-9-



PBS
pcCMT
PDGF
PDK
PH
PKB
PIP3
P13-K
PLD
PRL
PTEN
REP
Rheb
ROS
RTK
SAB
SH-2
SH-3
siRNA
SSase
SVF
WB

Liste des abréviations utilisées

Phosphate Buffering Saline
prénylcystéine carboxyl méthyl transférase
platelet derived growth factor
phosphoinositide dependent Kinase
pleckstrin homology

protéine kinase B
phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphate
phosphatidylinositol 3-kinase
phospholipase D

Phosphatase of Regenerating Liver
phosphatase and tensin homolog

Rab Escort Protein

Ras homolog enriched in brain

Reactive Oxygen Species

Récepteur Tyrosine Kinase

Sérum Albumine Bovine

src homology 2

src homology 3

small interference RNA (RiboNucleic Acid)
squaléne synthétase

Sérum de Veau Foetal

Western Blot

Abréviations chimiques :

AE
APCI*
BOC
CCE
CCM
DCM
DIEA
DMF
DMSO
€q

F
Fmoc
HOBt
HPLC
Hz

IR
LC-MS
PyBOP

acétate d’éthyle

ionisation chimique a pression atmosphérique
tert-butoxycarbonyle

chromatographie sur couche épaisse
chromatographie sur couche mince
dichlorométhane

diisopropyléthylamine

diméthylformamide

diméthylsulfoxyde

équivalent

point de fusion

9-fluorénylméthyloxycarbonyle
N-hydroxybenzotriazole

chromatographie liquide haute performance

hertz

infra-rouge

chromatographie liquide couplée a une spectrométrie de masse
hexafluorophosphate de benzotriazol-1-yloxy-tris-

pyrrolidinophosphonium

PyBrOP
Rdt

Rf

RMN

hexafluorophosphate de bromo-tris-pyrrolidinophosphonium
rendement

facteur de rétention

résonance magnetique nucléaire

-10 -



SM

TA.
TEA
TFA
THF

S singulet

d doublet

D

t triplet

q quadruplet
m

J

massif ou multiplet
constante de couplage

spectrométrie de masse

El impact électronique
IC ionisation chimique

température ambiante

triethylamine

acide trifluoracétique

tétrahydrofuranne
temps de rétention

-11 -

Liste des abréviations utilisées

doublet avec couplage en ortho pour les aromatiques



INTRODUCTION



Introduction

Les travaux présentés dans ce mémoire ont été réalisés a I'Institut de Chimie
Pharmaceutique Albert Lespagnol a Lille, sous la direction scientifique de Monsieur
le Professeur Jean-Pierre Hénichart. Mon sujet de thése a pour objet la conception,
la synthése et I'évaluation pharmacologique d’inhibiteurs potentiels de I'enzyme
farnésyltransférase et s’inscrit dans le cadre général de recherches de molécules a
visée anticancéreuse menées au sein de I'équipe.

Le cancer reste une maladie encore trés fréquente. Malgré les grands progres
de la médecine, les traitements actuels sont peu sélectifs des cellules cancéreuses,
entrainant de nombreux effets indésirables, assez sévéres. De plus, certaines
cellules cancéreuses développent une chimiorésistance, les rendant hautement
invasives et immortelles. Les avancées dans le domaine de la biologie moléculaire
ont permis d’identifier de nouvelles cibles pour traiter le cancer, ouvrant de nouvelles
perspectives thérapeutiques.

Une des stratégies consiste a cibler une métalloenzyme a zinc, la
farnésyltransférase (FTase). Celle-ci catalyse I'addition du groupement isoprénoide a
quinze atomes de carbone appelé farnésyle. Cette réaction permet alors la
maturation d’environ 60 protéines impliquées dans la prolifération cellulaire (Ras,
Rheb, RhoB, CENP-E, -F, etc...). Une nouvelle classe d’agents anticancéreux, les
inhibiteurs de farnésyltransférase (FTis), a ainsi été développée pour inhiber
spécifiquement cette enzyme, dans le cas d’'un dysfonctionnement amenant a une
prolifération cellulaire anarchique.

Aprés avoir présenté quelques généralités sur le cancer et ses traitements, je
décrirai la cible thérapeutique choisie, I'enzyme farnésyltransférase. Une fois le
mécanisme d’action de la FTase présenté, jexposerai les différentes cibles des
inhibiteurs de FTase pour évoquer les différentes perspectives thérapeutiques de ces
inhibiteurs. Ensuite, je listerai les différentes stratégies de drug design utilisées pour
concevoir des FTis. Puis jexposerai, a partir d’études de modélisation moléculaire, la
conception de nouveaux FTis ainsi que leur évaluation pharmacologique. Enfin, je
présenterai les diverses voies de synthése élaborées et mises en ceuvre pour obtenir
ces composés. Je concluerai en évoquant les diverses perspectives.
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DU CANCER AUX INHIBITEURS DE
FARNESYLTRANSFERASE :
QUEL POTENTIEL THERAPEUTIQUE ?



http://en.wikipedia.org/wiki/Trastuzumab

Du cancer aux inhibiteurs de farnésyltransférase :
quel potentiel thérapeutique ?

I. Généralités sur le cancer
A. Description de la pathologie

Le cancer se caractérise par une prolifération cellulaire qui n’est plus inhibée
par le contact, induisant une croissance en amas et conduisant a la formation de
tumeurs. Toutes les tumeurs n'ont pas un caractére cancéreux. La plupart du temps,
elles sont dites «bénignesy, leur croissance cessant spontanément.

Le cancer est une maladie génétique acquise, non héréditaire, qui témoigne
d'un double caractére : c'est a la fois une pathologie multigénique et somatique. Les
altérations génétiques dans les cellules cancéreuses sont acquises au cours de la
vie. Ces mutations peuvent étre dues a divers agents extérieurs, dits mutagénes ou
canceérogenes : substances chimiques, radiations ionisantes, virus...

Il existe deux types de genes participant a la régulation du cycle cellulaire et
impliquées dans la maladie cancéreuse :

o Les proto-oncogénes: ce sont des régulateurs positifs de la
prolifération cellulaire. Leur modification est dite dominante : il faut qu’une des deux
copies de ces genes soit modifiée pour qu'un cancer se manifeste. Une oncoprotéine
est soit un facteur de croissance muté ou surexprimé, soit un récepteur membranaire
muté et activé en permanence, soit une protéine relais mutée, soit un facteur de
transcription nucléaire dérégulé. Les plus connus sont : ras, myc ou abl.

o Les génes suppresseurs de tumeurs : appelés aussi anti-oncogénes,
leur altération est dite récessive : les deux copies du géne doivent étre modifiées
pour inactiver leur fonction. Les protéines codées par les génes suppresseurs de
tumeurs veillent sur le bon fonctionnement des cellules et déclenchent I'apoptose
des cellules porteuses de mutations néfastes. Les plus connus sont: Rb, p53 ou
APC.

Dans les deux cas, les cellules regoivent un signal mitotique incontrélé et
exagéré qui se traduit par une prolifération anarchique (Murray et al., 7995). Il est
généralement admis que plusieurs génes doivent étre altérés pour qu'une cellule
passe a I'état cancéreux. Ce sont ces combinaisons qui sont a la base de la diversité
geéneétique des cancers.

Les cellules tumorales forment d'abord une tumeur «primaire». Aprés une
période de croissance lente, les divisions cellulaires s'accélérent et la tumeur croit
rapidement; pendant cette phase, la tumeur grossit. Les éléments nécessaires a la
synthése de nouvelles cellules deviennent insuffisants, ralentissant la croissance
tumorale et entrainant sa vascularisation. Ensuite, la tumeur se disperse en formant
des métastases. Ce mode de propagation a distance est l'une des difficultés
majeures posées par la maladie cancéreuse, car méme aprés I'ablation de la tumeur
initiale, un cancer peut réapparaitre a partir de métastases.

-15 -



Du cancer aux inhibiteurs de farnésyltransférase :
quel potentiel thérapeutique ?

B. Les traitements

“Le cancer” (ou plutét les cancers) correspondant a une classe de maladies, il
n’existe donc pas un seul traitement pour le combattre. Le choix de la thérapie se fait
alors en fonction de sa nature et de son I'évolution.

1. La chirurgie

La chirurgie consiste en I'ablation, soit de la tumeur sous forme solide, soit de
'organe entier. En théorie, ces cancers pourraient étre totalement soignés par cette
méthode, mais elle n’est applicable que pour des tumeurs bien accessibles et
isolées. Lorsque des métastases commencent a se développer, la chirurgie n’est
plus utilisable. Cependant, la chirurgie reste un moyen pour diminuer de fagon rapide
la progression de tumeurs solides. La croissance des cancers hormono-dépendants
(prostate et sein) peut étre inhibée par I'ablation des glandes libérant les hormones
induisant leur développement (testostérone et oestrogenes).

2. L’immunothérapie

L'immunothérapie active les défenses immunitaires de I'organisme contre les
tumeurs. Les agents utilisés sont, soit des anticorps monoclonaux dirigés contre des
protéines caractéristiques des cellules cancéreuses, soit des cytokines modulant la
réponse du systéme immunitaire. lls sont utilisés dans différentes formes de cancer.
Le trastuzumab/Herceptin, un anticorps monoclonal du récepteur HER2/neu (erbB2)
est utilisé dans le cancer du sein (Littlejohns et al., 2006) et le gemtuzumab
(ozogamicin/Mylotarg), un anticorps monoclonal ciblé contre le CD33 combiné a un
agent cytotoxique (la calichéamicine) est utilisé dans le traitement de la leucémie
(Bross et al., 2007). Des recherches ont été menées pour développer des “vaccins
anticancéreux” afin de prévenir des infections et promouvoir une réponse
immunitaire. En octobre 2005, un vaccin a été proposé contre les infections au HPV
(Human Papillomavirus) de type 16 et 18, pouvant ainsi prévenir les lésions
précancéreuses et les cancers non invasifs du col de l'utérus induits par ce virus
(Harper et al., 2004).

3. La radiothérapie

La radiothérapie consiste a attaquer les cellules cancéreuses par irradiation,
soit externe (EBRT : External Beam Radiotherapy), soit interne (brachythérapie,
curiethérapie). Les cellules sont endommagées ou détruites par détérioration de leur
matériel génétique, rendant impossible la croissance et la division cellulaire,
déclenchant ainsi leur apoptose. Les radiations touchent aussi bien les cellules
cancéreuses que normales. Les cellules normales étant plus aptes a se réparer et
récupérer leur fonction, une sélectivité relative existe donc envers les cellules
cancéreuses. La nature et l'intensité des radiations doivent donc étre choisies de
facon judicieuse afin doptimiser cette sélectivitte. Des phénoménes de
radiorésistance existent mais peuvent étre résolus par l'utilisation de composés
appelés adjuvants a la radiothérapie.

4. La chimiothérapie
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La chimiothérapie consiste a traiter les cancers, métastasés ou non, par des
agents chimiques : les anticancéreux. La chimiothérapie « classique » a plus de cent
ans. Elle agit le plus souvent pendant la mitose et cible la duplication de ’'ADN ou la
séparation de chromosomes nouvellement formés. La majorité des chimiothérapies
cible les cellules se divisant rapidement, donc avec une préférence relative pour les
cellules cancéreuses. Cependant, leur sélectivité insuffisante, vis-a-vis des cellules
cancéreuses, induit des effets indésirables parfois séveres.

Depuis une quarantaine d’années, les recherches sur de nouvelles molécules
anti-cancéreuses ont montré leur efficacité mais certains cancers, comme le cancer
de la prostate hormono-indépendant restent encore sans traitement. Le combat
contre le cancer n’est pas terminé et de nouvelles stratégies thérapeutiques ont donc
été explorées. Les progrés de la recherche en biologie moléculaire ont permis de
découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques entrainant le développement de
nouveaux anticancéreux.

a) Les traitements en chimiothérapie « classique »

Les composés utilisés en chimiothérapie classique sont divisés en différentes
classes qui sont les suivantes :

> Les antimétabolites : cette classe de médicaments interfére avec la
synthése de bases puriques et pyrimidiques. lls nuisent donc a I'assemblage de
I’ADN et de 'ARN. Les antimétabolites utilisés comme anticancéreux les plus connus
sont : le 5-fluorouracile, la 6-mercaptopurine, le méthotrexate, la gemcitabine, la
cytarabine et la fludarabine.

» Les agents altérant 'ADN : Ces composés peuvent se diviser en plusieurs
grands groupes :

v’ Les alkylants : ils endommagent directement '’ADN par alkylation
des bases de ’ADN, modifiant la conformation de la double hélice d’ADN et nuisant a
la réplication cellulaire. Les alkylants les plus utilisés sont : le cisplatine, les
carboplatines, le cyclophosphamide, I'ifosfamide, la dacarbazine, la méchloréthamine
(moutarde a 'azote) et le témozolomide.

v La bléomycine : Elle chélate le fer et, en présence d’'un réducteur
tel qu’un thiol, des radicaux libres sont libérés, altérant 'ADN.

v Les inhibiteurs de topoisomérases : ils interféerent avec les
topoisomérases (TOPO), qui ont un réle important dans la réplication de 'ADN et
dans de nombreuses étapes de la vie cellulaire (réplication, transcription, séparation
des chromosomes, etc...). Ces enzymes contrdlent la topologie de 'ADN en le
coupant de fagon transitoire, entrainant le passage de segments d’ADN a travers ces
coupures avant de les refermer. Des inhibiteurs de TOPO | (Topotécan et Irinotécan)
et TOPO Il (Etoposide et Téniposide) sont utilisés dans le traitement de certains
cancers, comme les cancers du poumon, du cblon ou encore du testicule.

v' Les intercalants (anthracyclines et dérivés) : ce sont des molécules
planes qui s’intercalent entre les paires de bases, interférant avec la réplication de
I’ADN et la synthése de ’'ADN et 'ARN. lls empéchent ainsi la réplication des cellules
cancéreuses. La plupart de ces composés libérent des espéces réactives de
'oxygéne, permettant d’accroitre leur efficacité. Les anthracyclines (Daunorubicine,
Doxorubicine, Epirubicine, Indarubicine) inhibent également la TOPO II.

» Les poisons du fuseau (ou antimitotiques) : ce sont pour la plupart des
alcaloides, provenant de plantes ou d’autres produits naturels. lls empéchent la
formation du fuseau mitotique, vital pour la division cellulaire. Les principaux poisons
du fuseau sont les taxanes (taxol ou paclitaxel, docetaxel) et les vinca alcaloides
(vinblastine, vincristine et vinorelbine).
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b) Les nouvelles stratégies en chimiothérapie

Les progrés technologiques ont permis I'émergence de nouvelles cibles
thérapeutiques, conduisant ainsi au développement de stratégies thérapeutiques
plus efficaces et plus sélectives des cellules cancéreuses (Nam et al., 2003) :

» L’inhibition de I'angiogénése : le processus d’angiogénése est constitué de
différentes étapes allant de la croissance lente en I'absence de vaisseaux, passant
par la vascularisation de la tumeur, jusqu’a la formation de métastases. Les
principales stratégies anti-angiogéniques sont : le blocage du récepteur a I'Intégrine
par des antagonistes peptidiques (EMD121974, Arg-Gly-Asp-D-Phe cyclique)
(Posey, 2001) ou par des anticorps monoclonaux (Vitaxin®) (Taga, 2002) et
linhibition d’'une famille d’enzymes impliquées dans la dégradation de la matrice
extra-cellulaire, les MétalloProtéinases Matricielles (MMP) par des inhibiteurs de
MMP-2 et -9 (Marimastat, Tanomastat...) (Bramhall, 2002).

» L’inhibition des Tyrosine Kinases (TK): les TK sont une famille de
protéines incluant les récepteurs mono-transmembranaires tyrosine kinases (EGFR,
VEGFR) et les tyrosine kinases cytoplasmiques sans récepteur (Src kinase, Bcr-abl
kinase) (Tremonts-Lukats, 2003 ; Atalay, 2003). Aprés fixation du ligand, le récepteur
active la TK (phosphorylation), induisant différents événements cellulaires tels que la
prolifération, la division ou I'angiogénése. Deux familles de composés ont été mises
au point pour bloquer les TK: les inhibiteurs de la partie intracellulaire (Iressa©,
Tarceva®, Glivec®) et les anticorps monoclonaux (Herceptin®, Rituxan®, Erbitux®).

» La régulation du cycle cellulaire : les CDKs (Cyclin-Dependent Kinases)
appartiennent a un groupe de protéine kinases impliquées dans la régulation du
cycle cellulaire. S’il était possible d’'interrompre sélectivement la régulation du cycle
cellulaire dans les cellules cancéreuses en interagissant avec l'action des CDKs, les
cellules mourraient. Actuellement, des inhibiteurs de CDK tels que le Seliciclib sont
en essais cliniques (Fischer, 2005).

» Llinhibition d'enzymes impliquées dans le cancer: les histone
désacétylases (HDAC) (Kelly, 2003), la télomérase (Rowley et al., 2000) ou la
farnésyltransférase (FTase) sont des enzymes impliquées directement ou
indirectement dans la prolifération cellulaire normale ou cancéreuse : des inhibiteurs
de ces enzymes ont donc été développés.

Il. La farnésyltransférase (FTase)

De trés nombreuses protéines jouant un réle essentiel dans de nombreux
processus cellulaires (croissance, différenciation, morphologie), requierent, pour étre
activées, une, voire plusieurs modifications post-traductionnelles. |l existe une
centaine de modifications post-traductionnelles, toutes catalysées par des enzymes.
L’inhibition de I'une de ces enzymes permettrait d’'inactiver leurs protéines substrats,
induisant un effet anti-prolifératif.

Dans le milieu des années 1980, Gelb et Glomset ont mis en évidence le
phénomeéne de prénylation dans les cellules de mammiféere (Glomset et al., 7990).
Cette modification post-traductionnelle consiste a I'ajout d’'un groupement farnésyle
(15 atomes de carbone) ou géranylgéranyle (20 atomes de carbone) a des protéines
par I'intermédiaire de la farnésyltransférase (FTase) ou la géranylgéranyltransférase
(GGTase). La prénylation permet la reconnaissance protéine-protéine et la fixation
de protéines dans la membrane. Ces protéines peuvent étre des protéines G
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hétérotrimériques et les lamines nucléaires. La famille la plus importante et la plus
étudiée pour leur role dans la prolifération cellulaire, est la famille des petites
protéines G (Ras, Rheb, CENP-E, -F, RhoB...). Les inhibiteurs de FTase (FTis) ont
été initialement congus pour bloquer I'oncoprotéine Ras (mutée dans 30% des
cancers), mais leur mode d’action est plus complexe.

A. Les enzymes de prénylation et d’autres modifications post-
traductionnelles

1. Généralités

L’ajout d’'une chaine grasse apporte I'hydrophobie nécessaire a la protéine
substrat pour qu’elle puisse interagir correctement dans son site fonctionnel. Il existe
quatre grands types de modification post-traductionnelle de nature lipidique (figure

1):

» La myristoylation est I'acylation de la glycine N-terminale par I'acide
myristique (ou C-15 tétradécanoique) formant une liaison amide. La myristoylation se
produit juste apres l'excision de la méthionine d’initiation et il s’agit donc d’'un
processus quasiment co-traductionnel et irréversible.

» La palmitoylation est I'acylation d’'une cystéine interne de la protéine par
l'acide palmitique (C-16) formant une liaison thioester. Contrairement a la
myristoylation, cette réaction est largement post-traductionnelle et réversible.

» La prénylation est I'addition d’'une chaine isoprénoide au niveau d’une
cystéine. |l existe deux types de prénylation (Maurer-Stroh et al., 2003) :

v' La farnésylation est I'ajout d’'un groupement farnésyle (en C15) par
lintermédiaire d'une farnésyltransférase (FTase) et de son substrat le
farnésylpyrophosphate (FPP). La FTase a été la premiére prényltransférase
identifiée et isolée de cerveaux de rat (Reiss et al., 7990).

v’ La géranylgéranylation est I'ajout d’'un groupement géranylgéranyle (en
C20) par lintermédiaire d'une géranylgéranyltransférase (GGTase) et de son
substrat le géranylgéranylpyrophosphate (GGPP). Il existe une autre enzyme de
géranylgéranylation, la GGTase-ll, qui ajoute deus groupement géranylgéranyle.

Myristoylation

Palmytoylation /\/\/\/\/\/\/\)kaCYS

Farnésylation { NS A NS

motif isoprénoide

Géranylgéranylation . X X S

Figure 1 : Exemples de chaines grasses

La GGTase-l et la FTase reconnaissent et modifient spécifiquement la
séquence consensus C-terminale des protéines substrats, appelées « boite
CA1AX » (figure 2), ou :
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e C est une cystéine ;

e A4A; sont des acides aminés, le plus souvent aliphatiques ;

e X est un acide aminé responsable de la sélectivité¢ FTase/GGTase-l. La
méthionine permet d’avoir une sélectivité pour la FTase tandis que la leucine ou
l'isoleucine sont plus favorables pour la GGTase-l. La phénylalanine est reconnue
aussi bien par la FTase que par la GGTase-l. Ces premiéres observations ne
permettent pas de prédire de fagon stricte la nature de la prénylation des protéines

(Maziéres et al., 2003).

La GGTase-ll, aussi appelée Rab géranylgéranyltransférase, reconnait les
enchainements caractéristiques XCXC, CCXX ou XXCC (X, acide aminé
quelconque). Les deux résidus cystéine sont ainsi géranylgéranylés. La Rab-
GGTase a uniquement pour substrat les protéines Rab. L’inhibition de cette enzyme
induit un effet pro-apoptotique. De plus, la diminution de la sur-expression de la Rab-
GGTase dans de nombreuses tumeurs induit I'apoptose. Ces élément suggérent que
cette enzyme pourrait étre une nouvelle cible anticancéreuse (Lackner et al., 2005).

Figure 2 : « Boite CA;AX »

Les inhibiteurs de FTase ont initialement été congus pour inactiver les
protéines Ras, mais I'avancée des études sur les FTis et la FTase ainsi que les
progrés en biologie moléculaire ont montré que la FTase reconnait d’autres protéines
(environ 250 protéines peuvent étre farnésylées et/ou géranylgéranylées). Quelques
dizaines de ces protéines sont bien connues, quelques-unes sont étudiées dans le
mécanisme d’action de FTis: Rheb (croissance), CENP-E et F (mitose), RhoB
(morphologie du cytosquelette et trafic des vésicules). La connaissance du
mécanisme de prénylation permet de mieux déterminer les protéines prénylées ainsi
que la nature de leur prénylation.

L’utilisation d’'un modéle de souris knockout FTase a montré que la
farnésylation ne serait pas requise pour la transformation maligne de la cellule mais
jouerait un réle prépondérant pour la progression et I'entretien de la tumeur (Mijmolle
et al., 2005). L'inhibition de la farnésylation ne serait donc pas Iétale pour les cellules
saines. Le mécanisme d’action des FTis est complexe et pourrait mettre en doute
l'intérét d’inhiber la FTase, mais la faible toxicité de ces composés et les résultats
des inhibiteurs en essais cliniques ont conduit a continuer les recherches sur les
FTis.

Biosynthese des chaines isoprénoides :

Les isoprénoides (également appelés terpénoides) ont diverses tailles et
fonctions ; ils dérivent tous du motif a cinqg atomes de carbone isopentényle et son
isomére diméthylallyle. Ce motif basique a cinq atomes de carbone pyrophosphatés
est a la base de dizaine de milliers de structures terpéniques, telles que les stéroides
(Rodriguez-Concepcion et al., 2002). Les deux substrats isoprénoide des enzymes
de prénylation (FPP et GGPP) sont synthétisés dans la voie du mévalonate a partir
de l'acétyl-CoA (figure 3). L’acétyl CoA est transformé en mévalonate (MVA) pour
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ensuite donner l'isopenténylpyrophosphate (IPP) via plusieurs enzymes clés. Le FPP
a pour précurseur I'IPP. Le GGPP, qui dispose d’une unité isoprénoide
supplémentaire, dérive directement du FPP.

En plus de son réle dans la production du FPP et du GGPP, le MVA est
également un précurseur d’autres groupements isoprénoides qui sont incorporés
dans de nombreux produits tels que le cholestérol. Ainsi, la synthése du MVA est
régulée par l'organisme afin d’empécher la surproduction de cholestérol. La
conversion du 3-hydroxy-3-méthylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) en MVA par
'HMG CoA réductase est I'étape limitante de cette voie. La baisse en MVA
provoquée par les statines (ex : Compactine et Lovastatine), des inhibiteurs de HMG-
CoA réductase, utilisés comme hypocholestérolémiant, provoquent généralement
une accumulation de protéines non prénylées (Holstein et al., 2002). De tels
composés pourraient donc avoir un intérét dans le traitement ou la prévention du
cancer ; des études cliniques approfondies sont cependant encore nécessaires.

Les biphosphonates sont des médicaments qui inhibent la farnésyl
diphosphate synthétase, donc la prénylation de protéines (Holstein et al., 7998). En
plus des effets antiprolifératifs via l'inhibition de prénylation, ils exercent un réle
proapoptotique important qui serait d0 a l'accumulation d’IPP, pouvant étre
métabolisé en Apppi (5’-[3-(3-méthylbut-3-ényl)triphosphate] de 1-adénosine). Cet
analogue intracellulaire de 'ATP peut induire directement I'apoptose (Green, 2004).

Mevaonate Mitochondrial

v FOthway

¥ Con 1 Geonyigerandated
.~ GGPP — > > small G proteins
: eg. Rho, Roc, Cocd2

- T IRab small G proteins

Figure 3 : Voie du mévalonate
2. La localisation intracellulaire

La simple réaction de farnésylation ne suffit pas a la localisation adéquate de
la protéine substrat: d’autres réactions enzymatiques sont nécessaires. Ces
derniéres varient en fonction de la protéine substrat.

Aprés prénylation, la protéine est transportée dans le réticulum
endoplasmique ou le tripeptide A1A2X est clivé par des endoprotéases spécifiques
des protéines prénylées, hRCE1p (Ras-Converting Enzyme) ou Ste24p (désignée
Zmpste24 dans les cellules de mammiféres) (Tam et al., 1998 ; Boyartchuk et al.,
1997 ; Kim et al., 1999 ; Schmidt et al., 7998). Ces deux enzymes reconnaissent des
séquences A1AxX différentes (Trueblood et al., 2000). Le résidu cystéinyle devenu
terminal est estérifié par 'ICMT (Isoprénylcystéine Carboxyl Méthyl Transférase) en
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présence de son co-facteur, la SAM (S-Adénosyl Méthionine). Cette derniére étape
va permettre d’augmenter le caractére lipophile de la protéine (Dai et al., 71998 ;
Strickland et al., 71998). Mais dans le cas des protéines doublement
géranylgéranylées, ou les deux cystéines vicinales (CC et non pas CXC) sont suivies
ou non de deux acides aminés, il n'y a pas de carboxyméthylation (donnant
C(GG)C(GG)-COOH ou C(GG)C(GG)XY-COOH) (Smeland et al., 1994).

Certaines protéines prénylées, telles que les isoformes H- et N-Ras, peuvent
encore étre palmitoylées ou myristoylées sur les résidus cystéine adjacents a la
« boite CA1A2X ». Cette palmitoylation permet de stabiliser I'association de la
protéine farnésylée avec la membrane (Sinensky, 2000) et joue un rble essentiel
dans la localisation membranaire, donc dans son fonctionnement. Les liaisons
covalentes par un thioéther ou un thioester sont, respectivement, permanentes pour
la farnésylation ou la géranylgéranylation, et réversibles pour la palmitoylation
(Tucker et al., 2002). Les protéines K-Ras 4A et 4B n'ont pas de sites de
palmitoylation ; leur ancrage est renforcé par des interactions électrostatiques entre
le fragment riche en lysine situé juste en amont de la boite C-terminale et les
phospholipides de la membrane plasmique.

I a également été démontré que les étapes suivant la farnésylation
(palmitoylation, méthylation...) sont indispensables au positionnement adéquat de
certaines protéines (figure 4) (Magee et al., 2005). En effet, la suppression d’'une de
ces modifications post-traductionnelles n’entraine pas la localisation de la protéine
dans son site actif.
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Figure 4 : Modifications post-traductionnelles suivant la prénylation des protéines (cas de la FTase).

B. Présentation de la farnésyltransférase

La farnésyltransférase est une métalloenzyme hétérodimérique (Long et al.,
2001) (figure 5) nécessitant, pour étre activée, un atome de zinc et de magnésium,
alors que GGTase-l a seulement besoin de zinc (Long et al., 2002). Cette enzyme
est constituée de deux sous-unités : a (49 kDa) et B (46 kDa) (Reis et al., 1990). La
sous-unité o est identique a celle de la géranylgéranyltransférase-Il. Elle catalyse la
réaction de prénylation. La sous-unité  a seulement 30 % de séquence commune
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avec la GGTase-l. Elle contient les sites de fixation du substrat peptidique et de la
chaine isoprénoide, lui conférant la spécificité FTase vs. GGTase-| (Sinensky, 2000).

&=
SousS-unité p gk*

Figure 5 : Représentation de la FTase avec le FPP et 'inhibiteur L-739,750 (d’apres Long et al., 2000)

La Rab-GGTase est un hétérodimére composé de deux sous-unités
étroitement associées a (68 kDa, 22% d’homologie de séquence avec celles de la
FTase et de la GGTase-l) et B (45 kDa, 30% d’homologie avec celles de la FTase et
de la GGTase-l). Contrairement aux autres enzymes de prénylation, la Rab-GGTase
ne reconnait pas directement ses protéines substrats, mais fonctionne en
concertation avec une protéine de 75 kDa appelée REP (Rab Escort Protein)
(Andres et al., 1993). La sous-unité a reconnait ce complexe et s’y fixe. La sous-
unité B de la Rab-GGTase apporte I'activité catalytique en géranylgéranylant Rab.

C. Mécanisme réactionnel de la farnésylation

L’équipe de Long (2002) a découvert deux nouvelles structures cristallines du
complexe enzymatique : 'une contenant un peptide mimant Ras farnésylé seul (3) et
I'autre avec une molécule de FPP supplémentaire (4) (figure 6).

En ajoutant a ces deux structures les trois structures déja connues (I'enzyme
seule (0) (Park et al., 1997), 'enzyme contenant une molécule de FPP (1) (Long et
al., 1998) et un analogue non réactif du FPP avec un peptide non farnésylé (2)
(Sinensky et al., 2000; Long et al., 2000)), il a été possible de déterminer les
différentes étapes du mécanisme de la farnésylation.

Le peptide substrat, mimant la boite CA1A2X, est reconnu et vient se fixer
dans I'enzyme pour former le complexe ternaire réactif (2) constitué d’'une molécule
de FPP, d’'un atome de zinc et du peptide substrat. Ensuite, la cystéine du peptide
substrat réagit avec le FPP; un peptide farnésylé (3) est formé, libérant une
molécule de pyrophosphate PPi. La production du complexe (3) n’est pas I'étape
finale de la réaction qui est représentée par le complexe (4), dans laquelle une
nouvelle molécule de FPP vient se fixer, déplagant le groupement farnésyle du
peptide farnésylé vers un nouveau site d’ancrage : '« exit groove » (Long et al.,
2002). Ce mouvement est accompagné du passage d’'une conformation étendue du
segment CA1A,X vers une conformation en B-turn. Enfin, le peptide farnésylé quitte
l'enzyme et régénére le complexe (1). Dans le complexe (4), les deux résidus
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terminaux AX de la boite CA1A2X gardent les mémes sites de fixation que dans les

complexes (2) et (3).
‘ﬂ* :’L & &
3 (
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Figure 6: Farnésylation : 0 : structure de la FTase sans ligand ; 1 : I'atome de zinc (en violet) et le FPP
(en bleu) liés a la FTase ; 2 : le peptide substrat mimant la « boite CA;A.X » (en jaune) avec le FFP
formant le complexe ternaire réactif ; 3 : le produit farnésylé lié dans le site catalytique ; 4 : le produit

de la farnésylation avec une nouvelle molécule de FPP (d’aprés Long et al., 2002)

Au cours des différentes étapes de cette réaction, le peptide CA1A2X adopte
donc deux conformations différentes : 'une étendue (complexes (2) et (3)) et l'autre
en B-turn (complexe (4)). Les inhibiteurs de farnésyltransférase (FTis) peuvent
interagir dans deux sites de fixation différents : « le site du substrat peptidique » et
I'«exit groove ». Les FTis vont donc pouvoir bloquer au moins I'un de ces deux sites.

Pour la GGTase-l, le mécanisme est identique. La différence a lieu
uniquement au niveau de la reconnaissance des substrats (GGPP et protéine).

La GGTase-ll, qui effectue une double prénylation, ne se dissocie pas de
I'intermédiaire mono-prénylé. Le relargage du produit observé dans la FTase
apporterait une explication pour le mécanisme de Rab-GGTase. En effet, la structure
cristalline de cette derniére (observée en I'absence de ligand) montre des similitudes
avec le site actif de la FTase (Desnoyers et al., 1998). La Rab-GGTase dispose d’un
seul site de fixation pour la partie terpénique (Thoma et al.,, 2007). Aprés la
translocation du produit mono-prénylé depuis le site catalytique, le fragment
géranylgéranyle se déplace dans un tunnel analogue a « I'exit groove » (figure 7). De
maniére semblable a ce qui est observé pour la FTase, cette translocation devrait
étre associée a la fixation d’'une nouvelle molécule de GGPP. Ceci permettrait aussi
a la seconde cystéine d’interagir avec I'atome de zinc pour préparer la seconde
prénylation. La capacité de la Rab-GGTase a modifier des cystéines en différentes
positions pourrait s’expliquer par sa possibilité a insérer différentes tailles de chaine
isoprénoide a travers ce tunnel.
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Figqure 7 : Modélisation de la prénylation par la Rab-GGTase (d’aprés Long et al., 2002)

Réle de 'atome de zinc :

Le site de fixation du zinc (figure 8) a été déterminé avec précision (Tobin et
al., 2003); il se lie par chélation a une histidine, a une cystéine et a un ligand
bidentate, I'acide aspartique. Le peptide se lie, dans une conformation étendue, par
chélation avec I'atome de zinc dans le site actif de 'enzyme. Cette liaison entraine
une diminution du pKa du thiol de la cystéine, ce qui augmenterait la nucléophilie du
complexe zinc-thiolate et faciliterait la réaction entre la cystéine et le FPP (Hightower
et al., 1998 ; Rozema et al., 1999 ; Tobin et al., 2003).
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Figure 8 : Interaction du zinc et du magnésium avec les substrats lors de la réaction de farnésylation
(d’aprés Rozena et al., 1999)

De plus, il a été montré par des études de diffraction de rayons X (Long et al.,
2000) que le zinc est responsable de la conformation étendue du peptide. En effet,
en absence de zinc, le peptide adopte une conformation en B-turn. Ces résultats
suggeérent que cette conformation, observée par étude de RMN, représente un état
ou la cystéine ne chélate pas le zinc.

Les premiéres études de co-cristallisation de la FTase (Reid et al, 2004c)
suggerent un systéme pentacoordiné déformé autour de lion zinc incluant I'acide
aspartique 2978 (ligand bidentate), la cystéine 2998 et I'histidine 362 de I'enzyme et
la cystéine de la « boite CA1A2X ». Ceci fut confirmé plus tard dans une étude a
haute résolution du peptide farnésylé dans 'enzyme (Terry et al., 2006) (figure 9).
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Figure 9 : Site de fixation du zinc dans I'enzyme (d’apres Terry et al., 2006)

Roéle du magnésium :

Le magnésium se trouve en quantité non stcechiométrique dans I'enzyme
(Park et al., 7997). Il est nécessaire pour une activité enzymatique optimale (Reiss et
al., 1992). Le magnésium, en se fixant a l'acide aspartique 352p, lie le groupement
diphosphate du FPP dans I'enzyme (Long et al., 2002). Le magnésium stabiliserait la
charge négative, formée dans I'état de transition, facilitant le départ du PPi.

D. Spécificité de substrat des enzymes de prénylation

La sous-unité o, commune a la GGTase-l| et a la FTase, catalyse la réaction
de prénylation, alors que la sous-unité B (figure 10), contient les sites de fixation du
substrat peptidique et de la chaine isoprénoide, conférant la spécificité FTase vs.
GGTase-l (Sinensky, 2000). Les « boites CA1A2X » viennent se fixer dans une
conformation étendue sans entrainer de modification de conformation de I'enzyme.
La Rab-GGTase ne reconnait que la famille des protéines Rab, qui comprend plus
de 60 protéines, avec un meécanisme différent des deux autres enzymes de
prénylation, passant par un complexe Rab-REP-GGTase-Il (Pylypenko et al., 2003).

Figure 10 : Superposition de la FTase avec la GGTase-I (d’apres Long et al., 2002)

Malgré le peu de différences entre la FTase et la GGTase-l au niveau de leur
site actif (Park et al., 7997 ; Taylor et al., 2003), il existe une certaine spécificité de
substrat entre ces deux enzymes. Les différences significatives apportant cette
sélectivité se trouvent dans les interactions des deux derniers acides aminés de la
« boite CA1A2X » avec le site actif de I'enzyme. Les premiéres études de cinétique
enzymatique démontrent que la sélectivité se situe au niveau du dernier acide aminé,
avec la préférence de la FTase pour la méthionine, la sérine, la glutamine ou
I'alanine, et la préférence de la GGTase-| pour la leucine ou la phénylalanine (Casey,
1992 ; Winter-Vann et al., 2005). Une série d’analyses par co-cristallographie (Reid
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et al., 2004b) entre 'enzyme (FTase et GGTase-l), des analogues du FPP et du
GGPP et un échantillon de huit peptides substrats reprenant les séquences C-
terminales des protéines H-Ras, RhoB, TC21 (oncoprotéine du tératocarcinome de la
famille Ras) ou Rap2a (protéine de la famille Ras) ont permis de mieux comprendre
la sélectivité FTase/GGTase-I.

Résidu FTase GGTase-l
C Site de fixation |Coordination de I'atome de zinc Coordination de I'atome de zinc
Acide aminé Cystéine Cystéine
accepté
A, |Site defixation |Possibilit¢ de liaisons hydrogene |Possibilité de liaisons hydrogéne
par l'intermédiaire de solvant par l'intermédiaire de solvant
Acides aminés  |Sans restriction Sans restriction
acceptés
A, |Site defixation |Trp1028, Trp1068, Tyr361B, FPP, |Thr49B, Phe53p, Leu3208,
isoprene 3 GGPP, isopréne 3-4, résidu X

de la « boite CAJ/AX »
Acides aminés  |Val, lle, Leu, Phe, Tyr, Thr, Met, Val, lle, Leu, Phe, Tyr, Thr, Met,

acceptés mais préférence pour lle et Val mais preférence pour lle et Leu
X [Site de fixation 1 |Tyr 3613, Ala98p, Ser99p, Thr49p, His1213, Ala123p,
Trp102B, His149p, Ala151p, Phe174p, isoprene 4, résidu A,
Pro1523 de la « boite CAJAX »
Acides aminés  |Met, GIn liées par interactions Leu, lle, Val, Phe
acceptés polaires avec Ser, Ala, Thr, Cys-

molécule d'eau

Site de fixation 2 |Leu96B, Ser99p, Trp1208, Non observe
Trp106pB, Ala151p, isopréne 3,
résidu A, de la « boite CAJAX »

Acides aminés  |Phe et possibilité de Leu, Asn, His |Non observé
acceptés
Tableau 1 : Interactions entre la « boite CA;A.X » et le site actif de la FTase et de la GGTase-/

Les interactions entre I'enzyme et les acides aminés de la « boite CA1A2X »
ont été examinées individuellement (tableau 1 et figure 11) :

v Les acides aminés qui précédent la « boite CA1A2X » n’interviennent pas
sur la sélectivité. lls se fixent a la surface de I'enzyme par des liaisons hydrogéne
(directes et/ou par I'intermédiaire de molécules d’eau).

v' La cystéine chélate 'atome de zinc.

v Le résidu A peut étre un acide aminé quelconque mais il ne doit pas former
d’obstacle stérique ou altérer la conformation étendue de la « boite CA1AX ». Il a été
observé que des groupements polaires ou chargés peuvent former, de fagon directe
ou par I'intermédiaire d’'une molécule d’eau, une liaison hydrogéne avec le site actif.

v' L’acide aminé A, forme une liaison hydrogéne directe avec une arginine
présente dans la sous-unité (3 de la FTase (Arg202B) et de la GGTase-l (Arg173p3).
Le groupement latéral de cet acide aminé vient se fixer dans une cavité hydrophobe
appelée « Ay binding pocket » (tableau 1). Des acides aminés apportant des
interactions hydrophobes et stériques, tels que Val, lle, Leu, Phe, Tyr, Thr et Met,
peuvent interagir avec cet espace sans modification stérique ou altération de la
conformation de la « boite CA1AX ».
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v Dans la GGTase-l, les chaines latérales des résidus C-terminaux X (Leu
majoritairement, Met et Phe) des peptides substrats se fixent de facon isostérique
dans la méme cavité hydrophobe appelée « specificity pocket ». Ces trois résidus
sont stabilisés avec I'enzyme par des interactions hydrophobes et de Van der Waals.
Des études cinétiques ont aussi montré que des tétrapeptides CA1A2X avec lle ou
Val en position X peuvent étre des substrats de cette enzyme ; ces deux acides
aminés peuvent étre modélisés dans la « specificity pocket » sans modification
stérique ou repositionnement de la « boite CA1A2X ». La nature hydrophobe de la
« specificity pocket » de la GGTase-| exclut tout résidu polaire ou chargé.

v" Dans la FTase, les résidus C-terminaux X (Met, GIn et Ser) des peptides
substrats se fixent tous de fagon isostérique dans la « specificity pocket ». De fagon
différente de la GGTase-l, ils forment des liaisons par des interactions de type Van
der Waals et électrostatiques avec I'enzyme. La méthionine est orientée pour que le
thioéther puisse accepter une liaison hydrogéne faible avec I'’hydroxyle de Ser99p.
GIn forme une liaison hydrogene avec l'oxygéne de l'amide de Ala98B par
l'intermédiaire d’'une molécule d’eau adjacente, et accepte une liaison hydrogéne
avec Trp102B. Ser est accompagnée d’'une molécule d’eau pour former une liaison
hydrogéne entre son hydroxyle et le carbonyle de Ala98(. La comparaison du mode
d’interaction de ces trois substrats réveéle que la « specificity pocket » de la FTase
posséde deux sous-sites : 'un donnant une liaison hydrogéne et l'autre acceptant
une liaison hydrogéne.

FT ~. - s GGTase CagayX Peplides

FTase - o \ Tase .
H-Ras Ca,a;X Paptide 1 ¥
- \ V7 el A,
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Figure 11 : Représentation de « boites CA;AX » dans le site actif de la FTase et de la GGTase-/
(d’apres Reid et al., 2004b)

Un résultat inattendu a été observé avec la protéine TC21, substrat de la
FTase, ou I'acide aminé X est Phe (figures 11 et 12). Au vu des interactions connues
avec les autres protéines, la « specificity pocket » de la FTase ne pourrait pas
accueillir la phénylalanine. En effet, ce peptide se fixe différemment dans la FTase ;
sa chaine latérale benzylique se loge dans une autre cavité hydrophobe et deux
molécules d’eau sont présentes dans l'autre site de fixation de la « specificity
pocket ». Le groupement phényle de Phe est stabilisé par un stacking avec Trp102[.
Cette derniére observation permet de justifier le manque de sélectivité
FTase/GGTase-l pour Phe en position X.

Figure 12 : Séquence C-terminale de / prtéine TC21 dans le site actif de la FTase
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La superposition du site de fixation des trois enzymes de prénylation (figure
13) montre bien que la différence de reconnaissance du substrat isoprénoide se fait
au niveau d’un acide aminé. En effet, le remplacement de Trp102 de la FTase par
des résidus plus petits dans la GGTase-l et dans la GGTase-ll (Thr49 et Ser48,
respectivement) permet le positionnement du quatrieme motif isoprenoide du GGPP.
De plus, des études de mutagénése ont montré que le remplacement dans la FTase
du Trp par Thr induit la reconnaissance du GGPP sans altérer la reconnaissance des
substrats peptidiques (Taylor et al., 2003).

Figure 13 : Superposition des trois enzymes de prénylation (FTase en orange, GGTase-I en vert et
GGTase-ll en jaune) (Lane et al., 2006)

Toutes ces observations ont permis de dégager une série de regles
permettant de prédire la nature de la prénylation des protéines possédant une
« boite CA1A2X ». Ces régles ont été utilisées dans la base de données Swiss-Prot
du génome humain; plus de 300 protéines différentes disposant d’'une « boite
CA1A2X » et donc susceptibles d’étre prénylées par la FTase ou la GGTase-| ont été
identifiées (Reid et al., 2004a).

La Rab-GGTase semble avoir une spécificité de substrat pour les protéines
Rab. Le mécanisme de reconnaissance reste encore a déterminer avec précision
pour pouvoir concevoir de fagon rationnelle des inhibiteurs de cette enzyme qui
présenteraient un effet pro-apoptotique (Lackner et al., 2005).

Un modéle bioinformatique (PrePS) a été développé a partir de la séquence
des protéines prénylées par la FTase, la GGTase et la Rab-GGTase (Maurer-Stroh
et al., 2005). Cet outil permet de prédire la nature de la prénylation d’'une protéine a
partir de sa séquence. Des protéines cibles hypothétiques des FTis (NAP1-like, des
protéines Rab, etc...) ont été découvertes en utilisant cet outil sur les protéines de la
base de données Swiss-Prot (Maurer-Stroh et al., 2005).

lll.Mécanisme d’action des inhibiteurs de
farnésyltransférase

Au début des années 90, les FTis ont été congus pour inactiver les protéines
Ras. Les études in vitro et in vivo de FTis actifs et sélectifs ont mis en évidence un
potentiel anticancéreux marqué avec divers effets pharmacologiques (Bell, 2004 ;
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Kohl et al., 7995). Mais I'avancée des recherches sur les FTis et les progres en
biologie moléculaire ont montré la complexité des effets des FTis.

Des protéines peuvent étre aussi bien farnésylées que géranylgéranylées. En
présence d’un FTi (figure 14), une protéine normalement farnésylée peut devenir
géranylgéranylée ou non prénylée, entrainant le maintien ou le changement de sa
localisation cellulaire. La farnésylation de plus d’une vingtaine de protéines connues
a été mise en évidence (Sebti, 2005) et d’autres protéines substrats ont été
découvertes par des études de bioinformatique (NAP1-like, des protéines Rab, RND,
etc...). Cependant, des études expérimentales sont nécessaires pour vérifier ces
résultats théoriques. Un FTi peut donc induire trois effets sur une protéine
habituellement farnésylée : son inactivation, I'acquisition d’'une nouvelle fonction ou
le maintien de sa fonction. Il ne suffit donc pas d’inhiber la farnésylation d’'une
protéine pour l'inactiver. Toutes ces remarques remettent en question I'importance
de la farnésylation pour 'activation de certaines protéines substrats (telles que N- et

K-Ras).
Pene de fonction
Protéine
< @ T Gain de fonction

Fonction inchangee
Fiqure 14 : Effets d’'un FTi sur une protéine farnésylée

Apres I'étude des différentes protéines farnésylées connues et des nombreux
effets biochimiques induits par les FTis, différentes cibles ont été évaluées (Tamanoi
et al., 2001 ; Sebti et al., 2003 ; Aadjei et al., 2000) telles que :

o des petites protéines G : H-Ras (prolifération cellulaire), RhoB (croissance),
Rheb (synthese protéique et croissance)

o des protéines nucléaires : CENP-E ou -F (cycle cellulaire, mitose)

o une autre enzyme de prénylation : la Rab-GGTase

Ces premiéres études ont permis de mettre en évidence quelques
mécanismes d’action des cibles moléculaire des FTis (figure 15) (Pan et al., 2005).
Les protéines farnésylées occupent un rble essentiel dans la régulation de la
prolifération, de la survie cellulaire, du cycle cellulaire et du cytosquelette.
L’augmentation de la forme RhoB-GG est un facteur important dans I'apoptose
induite par les FTis. La GGTase-Il, qui prényle les protéines Rab, peut étre la cible
de certains FTis, s’ajoutant a l'inhibition de la FTase. La production d’espéces
réactives de I'oxygéne (ROS pour « Reactive Oxygen Species »), endommageant
I'ADN, est reliée a I'expression de RhoB. Le mécanisme de libération de ROS reste
encore mal défini.
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Figure 15 : Cibles des FTis avec leurs effets (d’apres Pan et al.,2005)

A. Les petites protéines G impliquées dans le mécanisme
d’action des FTis

Les petites protéines G (20-25 kDa) sont des GTPases monomériques. Plus
d’'une centaine de ces protéines sont identifiées uniquement dans les eucaryotes
(Takai et al., 20017). Les petites protéines G ont un role essentiel dans une multitude
de signaux de transduction qui contrdlent la division cellulaire, 'apoptose, I'adhésion
cellule-cellule, 'adhésion cellule-matrice et la migration (Kinbara et al., 2003, Ridley
et al., 2003, Mitin et al., 2005). Parmi les petites protéines G, la superfamille des
protéines Ras est la plus étudiée et est classée structurellement en 5 grandes sous-
familles (Takai et al., 2001, Machesky et al., 7996) :

> Ras : elles régulent principalement I'expression de génes

> Rho/Rac : elles régulent la réorganisation du cytosquelette et 'expression de
génes

» Rab et Sar/ARF : ces deux sous-familles régulent le trafic intracellulaire des
vésicules (endocytose/exocytose)

> Ran: les membres de cette sous-famille régulent le transport
nucléocytoplasmique pendant les phases G1, S et G2 du cycle cellulaire.

1. Activation des petites protéines G

Les petites protéines G sont des GTPases qui fonctionnent comme un
« interrupteur moléculaire » en alternant entre une conformation GDP-lié (inactif) et
GTP-lié (actif). Contrairement aux protéines G hétérotrimériques (activées par la
fixation d’'un agoniste a un récepteur couplé a une protéine G (GPCR : G Protein
Coupled with Receptor)) I'échange GTP/GDP est catalysé par des GEFs (Guanine
nucleotide Exchange Factors). Leur inactivation est la conséquence de leur activité
GTPasique intrinséque. Cette activité étant faible, elle requiert la stimulation par des
GAPS (GTPase Activating Proteins). A la différence des sous-familles Ras, Arf et
Ran, les protéines Rho et Rab disposent par l'intermédiaire des GDIs (Guanine
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nucleotide Dissociation Inhibitors) d’'un niveau supérieur de régulation (Takai et al.,
1993). Les GDlIs séquestrent la chaine terpénique dans une cavité hydrophobe,
empéchant l'interaction avec la membrane et maintenant la protéine dans le cytosol
(Di-Poi et al., 2007). Le mécanisme contrélant I'interaction et la dissociation du
complexe GDl/protéine G n’est pas bien élucidé (Olofsson, 71999 ; DerMardirossian
et al., 2005). Les GDIs sont régulés par d’autres protéines appelées les GDFs (GDI
Displacement Factors) qui permettent la dissociation du complexe.

GDP

Cas des protéines Rho et Rab

\:\?
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Stimuli
Extra-cellulaire

GTP
- }' "\Eﬂecteur
ety ¢
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Figure 16 : Cycle de l'activation et de la désactivation des protéines Ras (d’apres DerMardirossian et
al., 2005)

Ce processus d’échange GTP/GDP est critique pour le développement et la
physiologie normale de la cellule. En effet, des mutations sur des régulateurs de
GTPases tels que les GEFs et GAPS sont responsables : de la croissance de
tumeurs, du développement de métastases (Malliri et al., 2003), de retard mental
(Newey et al.,, 2005), d’immuno-développement et de développement vasculaire
(Cernuda-Morollon et al., 2006). Par exemple, dans un cancer impliquant la mutation
d’'un gene tel que ras, les acides aminés impliqués dans la reconnaissance par GAP
sont modifiés, perturbant ainsi l'activité GTPasique. Ras reste alors sous forme
active (GTP) stimulant continuellement la prolifération cellulaire (Sprang, 1997).

2. La protéine Ras

La protéine Ras est une petite protéine G de bas poids moléculaire (21 kDa)
qui est synthétisée dans le cytoplasme a partir de précurseurs biologiquement
inactifs ; ces précurseurs subissent de multiples modifications post-traductionnelles
avant d’arriver a maturité.

Il existe trois génes ras encodant quatre protéines :
e H-Ras (Harvey Ras),
¢ N-Ras (Neuroblastoma Ras),
e K-Ras (Kirsten Ras) existant sous deux formes K-Ras 4A et K-Ras 4B.

La différence entre les formes de Ras réside dans leur régulation de fonctions
cellulaires telles que la croissance, la différenciation et le signal de transduction.

Type de cancer

Forme exprimée majoritairement

Taux de cas présentant un géne ras muté (%)

Pancréas

K

80-90
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Cblon K 30-60
Intestin gréle H 31

Poumon K 27-60
Prostate HetK 0-25
Foie KetN 12-26
Peau H, KetN 0-46
Dont mélanomes N 20

Thyroide H, KetN 0-60
Leucémies KetN 6-40

Tableau 2 : Expression des oncogenes ras dans les cancers humains (Leonard, 1997)

La mutation de ras est présente dans a peu prés 30 % des cancers et ce taux
peut atteindre 90% dans le cas du cancer du pancréas (tableau 2). Ces chiffres
faisaient de Ras une cible intéressante pour traiter de fagon sélective les cellules
cancéreuses. Cependant, parmi les trois isoformes de la protéine Ras (H-Ras, N-Ras
et K-Ras), les FTis inhibent seulement I'activité de H-Ras. En effet, en présence de
FTis, K-Ras et N-Ras sont géranylgéranylées et se fixent a la membrane cellulaire,
fonctionnant donc normalement. Dans les cancers humains, K-Ras est le géne le
plus muté alors que H-Ras ne I'est que rarement ; les protéines Ras ne sont donc
pas une cible majeure des FTis (Whyte et al., 1997).

L’'impact de linhibition de prénylation de K-Ras sur des modeles de souris
grefféees et transgéniques a été évalué en utilisant un inhibiteur mixte de
FTase/GGTase-l. La prénylation a bien été inhibée in vitro et in vivo, mais les doses
utilisées deviennent létales pour la souris ; cette approche est donc difficilement
envisageable cliniquement (Lobell et al., 2007).

Contrairement aux isoformes N-Ras et K-Ras qui activent Raf de la voie MAP-
Kinase, la protéine H-Ras active la protéine PI3-K de la voie PI3-K/Akt (Li et al.,
2004a). Cependant, l'isoforme H-Ras n’est que trés faiblement mutée dans les
cancers, donc H-Ras muté ne peut étre une cible majeure des FTis. En revanche, la
forme non mutée, sauvage, est une cible plus importante : son implication sera
dépendante de la suractivation d’autres protéines (récepteurs Tyrosine Kinase).

a) Ras dans la voie de transduction MAP-Kinase

Ras relie des récepteurs a facteurs de croissance aux voies des MAP Kinases
(Mitogen Activated Protein Kinases), et en particulier a la voie dite des ERKs
(Extracellular-signal Regulated Kinases), permettant de conduire le message
mitotique jusqu’aux facteurs de transcription nucléaires (figure 17) (Porter et al.,
1998). La reconnaissance d’un facteur de croissance par une partie extracellulaire du
récepteur Tyrosine Kinase (RTK) induit la dimérisation de celui-ci, suivi d’'une
phosphorylation croisée. Les résidus phosphorylés sont reconnus par une protéine
adaptatrice Grb2 (Growth factor Receptor Binding Protein-2). Grb2 s’associe par ses
deux domaines SH3 (Src Homology 3) a mSOS (mammalian-Son Of Sevenless).
Lorsque la reconnaissance a lieu, I'hétérodimeére Grb2-SOS se positionne prés de la
membrane cellulaire ou est ancrée la protéine Ras. Leur proximité induit I'activation
de Ras, qui active Raf, la premiére kinase de la voie des ERKSs, et transmet le signal
vers d’autres kinases I'acheminant vers le noyau (Strickland et al., 7999).
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Figure 17 : La protéine Ras dans la voie MAP-Kinase (d’aprés Porter et al., 1998)

Il existe dans I'organisme de nombreux récepteurs a activité Tyrosine Kinase
(TK), tels que le récepteur a [linsuline. Le mésylate d'Imatinib ou Imatinib
(initialement appelé CGP57148B ou STI571) est un médicament utilisé pour traiter
certains types de cancers et est commercialisé par Novartis sous le nom de Glivec®.
C’est un dérivé de la 2-phénylaminopyrimidine, inhibiteur spécifique des domaines
TK : abl (le proto-oncogéne Abelson), c-kit et PDGF-R (platelet-derived growth factor
receptor). Dans la leucémie myéloide chronique, le chromosome Philadelphia
entraine la fusion de la protéine abl avec bcr (breakpoint cluster region), induisant
'activation continuelle de ces protéines Tyrosine Kinases : I'lmatinib permet de
diminuer l'activité de bcr-abl.

b) Ras dans la voie de transduction PI3-Kinase / Akt

Akt1, également appelée Akt ou Protéine Kinase B (PKB) est une protéine
importante dans la signalisation cellulaire par son implication dans la voie PI3K/Akt.
Ces protéines sont des kinases, spécifiques de la sérine et de la thréonine.
L’activation de la voie de transduction PI3-K/Akt entraine l'inactivation de protéines
engagées dans l'apoptose et [l'activation des protéines impliquées dans Ia
prolifération cellulaire, d’ou son nom de voie de survie tumorale.

Akt posséde un domaine protéique appelé PH domain, ou Pleckstrin
Homology domain, qui fixe avec une affinité élevée le phosphoinositide sous forme
de phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphate (PtdIns(3,4,5)P; ou PIP3) ou de
phosphatidylinositol-(3,4)-biphosphate (Ptdins(3,4)P, ou PIP2). Suite a un messager
chimique extérieur, PIP2 est phosphorylé par la PI3-Kinase (phosphoinositide 3-
Kinase ou PI3K) en PIP3. La PI3K peut étre activée, soit par un récepteur couplé a
une protéine G comme la protéine Ras, soit par un récepteur Tyrosine Kinase tel que
le récepteur a linsuline (IRS: Insulin Receptor Substrate). Parmi les quatre
isoformes de Ras, H-Ras a une plus grande affinité pour la voie PI3-K/Akt que les
isoformes N-Ras et K-Ras, qui sont plus affines pour la voie MAP-Kinase.

Une fois activée, PI3K phosphoryle PIP2 en PIP3, Akt, et sa kinase activatrice,
la Phosphoinositide Dependent Kinase 1 (PDK-1), se positionne dans la membrane
et entre en contact. Une fois fixée dans la membrane plasmique, PDK-1 et/ou PDK-2
activent Akt, par phosphorylation de Ser473 et/ou de Thr308, par le biais de PIP3.
Akt agit ensuite au niveau de protéines pro-apoptotiques telles que la caspase-9 et
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les protéines de la famille Forkhead responsables de I'expression du ligand Fas.
Leur phosphorylation par Akt inhibe leur pouvoir pro-apototique. Akt agit également
au niveau de protéines favorisant la prolifération cellulaire telles que NF-kB (libéré du
complexe IKB/NF-kB) et mTOR (activée par Rheb).
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Figqure 18 : Implication de Ras dans la voie PI3K/Akt

L’activation d’Akt, dépendante de PI3K, peut étre régulée a travers le gene
suppresseur de tumeur PTEN qui fonctionne essentiellement par opposition a PI3K.
PTEN est une phosphatase, déphosphorylant PIP3 en PIP2, supprimant sa
localisation membranaire. Sans sa localisation, I'activation d’Akt diminue fortement,
ainsi que tous ses effecteurs de la voie PI3K/Akt. La perte de PTEN, entrainant
'amplification de PI3K et la surexpression, est décrite dans de nombreux cancers
(Vivanco et al., 2002). De plus, I'activation prépondérante de la voie PI3K/Akt a été
décrite comme un mécanisme de résistance aux agents cytotoxiques (Jin et al.,
2003), a la radiothérapie (Liang et al., 2003) et aux inhibiteurs de I'EGFR
(Chakravarti et al., 2002). La PI3K/Akt est donc une cible intéressante pour concevoir
des anticancéreux qui inhiberaient la prolifération, réactiveraient I'apoptose et
supprimeraient les résistances aux thérapies cytotoxiques.

Des efforts considérables ont été entrepris pour découvrir des molécules qui
inhiberaient PI3K, PDK1 et Akt. A I'heure actuelle, aucun inhibiteur de kinase
spécifique ne se trouve en essai clinique ; il existe cependant plusieurs outils
pharmacologiques capables de bloquer différentes protéines de la voie PI3K/Akt :

e des inhibiteurs de la PI3-Kinase, comme la Wortmannine, un inhibiteur
irréversible de toutes les isoformes de la PI3K (Powis et al., 1994),

e des inhibiteurs PDK-1, comme 'UCN-01 (7-hydroxy staurosporine) (Sato et al.,
2002) qui inhibe également d’autres sérine/thréonine kinases,

e des inhibiteurs mTOR, avec comme chef de file la Rapamycine (Douros et al.,
1981) et son dérivé le CCI-779 (Geoerger et al., 2001).

3. Les protéines Rho et la protéine RhoB

Le réle dans la tumorigénése des protéines Rho a été largement étudié lors de
ces dernieres années. La famille des protéines Rho est constituée de trois sous-
familles : Rho (RhoA, RhoB et RhoC), Rac (Rac1, Rac2 et Rac3) et Cdc42 (Cdc42Hs
et G25K). Elles régulent de nombreux processus cellulaires tels que la prolifération,
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'apoptose, la formation d’actine, I'adhésion cellulaire, le trafic endocytaire des
vésicules, la progression du cycle cellulaire et la motilité (Raftopoulou et al., 2004,
Etienne-Manneville et al., 2002).

La modification post-traductionnelle des protéines Rho est essentielle. Elle va
définir leur localisation vers un compartiment membranaire spécifique (Wennerberg
et al., 2004). Ces protéines sont modifi€ées par prénylation ou dans certains cas par
palmitoylation (tableau 3).

Protéine Rho Localisation Modification post-traductionnelle
RhoA MP et cytosol GG
RhoB MP et endosome GG,FetP
RhoC MP et cytosol GG
RhoD MP et endosome GG
Rnd1 MP F
Rnd2 Endosome et cytosol F
Rac1 MP GG
Rac2 MP et cytosol GG
Rac3 MP et endomembranes GG
Cdc42 MP et Golgi GG

Tableau 3 : Localisation et modification de protéines Rho (MP : membrane plasmique, F :
farnésylation, GG : géranylgéranylation, P : palmitoylation) (Ridley, 2006)

Parmi toutes les isoformes de cette famille, RhoB est étudiée comme cible des
FTis, car elle peut étre aussi bien farnésylée que géranylgéranylée avec deux
localisations et deux fonctions distinctes. Elle est principalement localisée dans
'endosome ; elle régule le trafic des récepteurs membranaires (tel que le récepteur a
'EGF) et la survie cellulaire. La localisation intracellulaire de RhoB dépend de sa
prénylation, induisant des effecteurs différents et donc des fonctions distinctes. La
forme géranylgéranylée est distribuée dans les vésicules de 'endosome tardif, qui se
dirigent vers la voie de dégradation, tandis que la forme farnésylée se localise dans
la membrane cellulaire (Wherlock et al., 2004). La régulation du recyclage des
récepteurs par RhoB ne dépendrait pas seulement du niveau d’activation de RhoB
mais également de 'abondance des deux formes de prénylation.

RhoB contréle négativement l'activité transcriptionelle de NF-kB (Fritz et al.,
2001). L'utilisation de formes mutées de RhoB a montré que Rhob-GG inhibe (tandis
que RhoB-F favorise) la croissance de fibroblastes NIH-3T3 ras mutées, en
impliquant les voies Ras/Raf/ERK et PI3K/Akt/NF-kB (Maziéres et al., 2005). Il a
également été démontré que RhoB-GG active la kinase PRK, formant un complexe
ternaire (RhoB-GG/PRK/PDK1) qui inhiberait Akt (Gampel et al., 7999 ; Flynn et al.,
2000). RhoB-GG bloquerait donc la voie de survie Akt par séquestration de PRK.

Les FTis augmentent la concentration de RhoB-GG, qui inhibe la croissance
cellulaire et induit 'apoptose (Chen et al., 2000). A 'heure actuelle, le mécanisme
intracellulaire précis responsable de ces effets reste encore assez confus.

4. La protéine Rheb (Ras homolog enriched in brain)

Certaines études (Jiang et al., 2000) montrent que les FTis interagissent
également sur la voie PI3-K/Akt, appelée voie de survie tumorale. Ces effets seraient
dus a une inactivation de la protéine Rheb (Aspuria et al., 2004) et/ou de la protéine
H-Ras (Sebti, 2003). Ces protéines, ne pouvant pas étre géranylgéranylées, sont des
cibles intéressantes des FTis.

La protéine Rheb est une petite protéine G, membre de la superfamille des
protéines Ras. Rheb joue un réle essentiel dans la régulation de la croissance et du

-36 -




Du cancer aux inhibiteurs de farnésyltransférase :
quel potentiel thérapeutique ?

cycle cellulaire, due a sa participation dans la voie insuline/mTOR/S6K. Rheb agit
comme un effecteur d’Akt et active la phosphorylation, grace a mTOR impliquée
dans la synthése protéique. Elle a été initialement découverte dans le cerveau de rat
(Yamagata et al., 7994). Chez 'Homme, Rheb existe sous deux isoformes RhebL1 et
RhebL2 et est ubiquitaire (Patel et al., 2003).
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Figure 19 : La protéine Rheb dans la voie PI3K/Akt (d’apres Patel et al., 2003)

1. Mode d’activation de Rheb

La protéine Rheb existe sous forme d’équilibre entre deux états, GDP inactive
et GTP active (figure 19). Cet équilibre met en jeu deux enzymes Rheb GEF
activatrice, et le complexe Tsc1/Tsc2 inactivateur. TSC1 et TSC2 sont deux génes,
appelés respectivement tubérine et hamartine, qui forment ensemble un complexe a
activité¢ GTPasique. Leur mutation est a l'origine de la sclérose tubéreuse de
Bourneville, une maladie autosomique dominante faisant partie des phacomatoses
(anomalies au niveau du développement du tissu ectodermique) caractérisée par
'apparition de tumeurs bénignes appelées hamartomes (Van Slegtenhorst et al.,
1997). Cette pathologie se manifeste par des symptébmes cutanés, cardiaques,
cérébraux et rénaux. |l n’existe pas de traitement curatif, mais des traitements des
manifestations neurologiques sont utilisés (antiépileptiques).

2. Roéle dans la voie PI3K/Akt

Rheb agit en aval d’Akt et active la phosphorylation de S6K qui dépend de
mTOR (figure 19). Lors de l'activation du récepteur membranaire par l'insuline ou
IGF1, PI3K est activée et phosphoryle Akt. Akt activée phosphoryle Tsc2 et inhibe la
capacité de Tsc1/Tsc2 a réguler négativement mTOR. L’inhibition de Tsc1/Tsc2
entraine I'activation de mTOR qui active a son tour 4E-BP1 ainsi que p70S6K, qui
phosphoryle S6. Ces deux phénoménes contribuent a 'augmentation de la synthése
protéique et a la progression du cycle cellulaire (Fingar et al., 2004). Dans les
cellules cancéreuses, Rheb est principalement suractivée de deux facons, soit par
une délétion du géne TSC2, soit par une inactivation de la protéine Tsc2 par Akt.

Il a été démontré que Rheb a besoin d’étre farnésylée pour activer mTOR et
ses effecteurs. Mais, I'importance de la farnésylation de Rheb dans I'activation de
ses effecteurs reste encore assez controversée (Karbowniczek et al., 2004 ; Li et al.,
2004b).
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B. Les centroméres protéines CENP-E et CENP-F

Aprés la duplication du matériel génétique, ce dernier est réparti entre deux
cellules par jonction au niveau du centromére avec le fuseau mitotique. Cette
interaction et ce mouvement nécessitent un complexe macromoléculaire constitué
d’'une centaine de protéines, le kinétochore. Les protéines du kinétochore peuvent
étre classées en deux groupes : les protéines constitutives telles que CENP-A, -B et
-C qui ont un rdle de structuration du kinétochore et les protéines fonctionnelles
comme CENP-E, -F, Bub (Budding uninhibited by benomyl), Mad (Mitotic arrest
deficiency) qui régulent le fonctionnement du kinétochore en s’associant avec le
centromeére de facon transitoire.

CENP-E (312 kDa) et CENP-F (367 kDa) (également appelée mitosine) sont
deux protéines étroitement liées, exprimées lors de la phase G2/M. Elles ont un réle
important dans la formation et le fonctionnement du kinétochore (Putkey et al., 2002).
En effet, la suppression de CENP-E et -F entraine une désorganisation des
chromosomes (Falugi et al., 2003). Lors du cycle cellulaire, le kinétochore évolue
selon des processus complexes encore mal élucidés.

Pour assurer la bonne séparation des chromatides, les cellules possédent un
mécanisme de contrble mitotique qui empéche la séparation des chromatides
(anaphase) avant la fixation des chromosomes au fuseau mitotique. Ce mécanisme
est régulé par des protéines telles que BubR1, Bub1, Mad1, Mad3, qui activent un
signal d’ « attente de I'anaphase » (figure 20). Ce signal est perturbé par la fixation
de CENP-E entre le kinétochore et le fuseau mitotique qui altére I'activité et/ou de
I'affinité BubR1 pour le kinétochore.

Aprés la destruction de I'enveloppe nucléaire, CENP-F vient se lier dans la
partie extérieure du kinétochore, entrainant le recrutement de BubR1 dans la partie
intérieure et extérieure du kinétochore (Rattner et al., 7997). CENP-F ne semble pas
étre essentiel a la régulation de la mitose mais permet de supporter un retard
prolongé de la mitose, cause, soit par le nocodazole (un inhibiteur de polymérisation
de la tubuline), soit par une défaillance de protéines du kinétochore telles que CENP-
E (Feng et al., 2006). L’absence de CENP-F ne permet pas de générer un signal
suffisant d’« attente de l'anaphase » et donc de maintenir un arrét mitotique
prolongé. CENP-E utilise de 'ATP pour se déplacer le long du microtubule vers
'extrémité positive (Wood et al., 7997) et vient se lier a CENP-F. Une fois CENP-E
fixée au fuseau mitotique, BubR1 et les autres protéines régulatrices sont
désactivées, permettant la séparation des deux chromatines (figure 20).

Point de contréle
activé

Point de contrdle
inactive

Figure 20 : Activation et inactivation de points de contréles mitotiques (adapté de Wood et al., 1997)
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Les FTis induisent I'accumulation en phase G2/M de nombreuses lignées
cellulaires cancéreuses, provoquée par un retard de I'alignement des chromosomes
(Ashar et al., 20017). Cet effet des FTis serait d0 a I'inactivation de CENP-E et -F qui
sont farnésylées (Schaar et al., 71997). Il a été démontré qu’'un FTi (Lonafarnib)
affecte seulement I'association de CENP-E avec les microtubules, mais n’affecte pas
la localisation de CENP-E ou CENP-F dans le kinétochore (Schafer-Hales et al.,
2007). La farnésylation de CENP-F est nécessaire a la progression en phase G2/M,
a la capture du microtubule et a la dégradation de CENP-F aprés la mitose (Hussein
et al.,, 2002). Limportance de la farnésylation de CENP-E et -F dans leur
fonctionnement et dans leur localisation intracellulaire est encore mal appréciée. De
nombreuses études démontrent cependant que l'utilisation d’'un FTi en combinaison
avec un inhibiteur de polymérisation du fuseau mitotique (taxane) apporte une
potentialisation des effets qui pourrait s’expliquer par I'implication des CENP (Ready
et al., 2007).

C. La Rab-géranylgéranyltransférase (Rab-GGTase)

Les protéines de la famille Rab (>60 protéines) régulent le trafic membranaire
intracellulaire. Leur double géranylgéranylation par la Rab-GGTase (ou GGTase-ll)
est essentielle a leur localisation correcte et a leur bon fonctionnement (Deneka et
al., 2003). La relation entre le niveau de Rab25 et 'agressivité de cancers épithéliaux
(Cheng et al., 2004) ainsi que le taux élevé de I'expression des génes codant pour
les sous-unités de la Rab-GGTase dans certaines tumeurs, montrent que cette
enzyme joue un réle fonctionnel important dans linitiation ou la progression du
cancer (Lackner et al., 2005).

Certains FTis de chez Bristol-Myers Squibb disposent d’'une activité pro-
apoptotique qui n'est pas corrélée avec leur pouvoir inhibiteur de la FTase ou de la
GGTase-l (Rose et al.,, 2001, Buckner et al., 2000). L'effet pro-apoptotique de ces
composés est corrélé avec une inhibition in vivo de la Rab-GGTase (Lackner et al.,
2005). Des études in vitro de ces composés ont également montré une trés forte
activité inhibitrice de la Rab-GGTase. Des méthodes pharmacologiques,
biochimiques et génétiques montrent I'implication d’'une seule enzyme dans cet effet
pro-apoptotique. Ces approches ont mis en évidence que le blocage de la
modification post-traductionnelle des protéines Rab est une source de I'activité pro-
apoptotique de ces FTis. Le mécanisme d’action de cet effet reste cependant encore
inconnu.

Le mécanisme réactionnel de la Rab-GGTase est difficile a étudier car il
nécessite la formation au préalable d’'un complexe ternaire Rab/REP/Rab-GGTase.
Le développement d’inhibiteurs spécifiques de Rab-GGTase faciliterait la
caractérisation du mode d’action de cette enzyme. L'étude de cette enzyme et plus
particulierement de son inhibition permettrait de concevoir des inhibiteurs mixtes
FTase/Rab-GGTase et donc de potentialiser le pouvoir anticancéreux de ces
COMPOSES.

D. Perspectives sur le mécanisme d’action des FTis
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Les FTis ont été initialement congus pour bloquer les oncoprotéines Ras, mais
les isoformes les plus souvent mutées (N-Ras et K-ras) deviennent géranyl-
géranylées en présence de FTis en maintenant leur fonction (Whyte et al., 7997).
Afin d’inactiver ces protéines, des inhibiteurs de GGTase-l (GGTis) ont été
développés et ont permis la découverte de protéines géranylgéranylées telles que
les protéines RhoA, RhoC, Cdc42 qui ont un rdéle important dans la prolifération
cellulaire. Les GGTis peuvent induire la régression de tumeurs sur un modéle de
souris xénogreffée, un arrét du cycle cellulaire en phase G1 et I'apoptose (Sun et al.,
71999 ; Sun et al.,, 2003). Le mécanisme d’action des GGTis reste cependant mal
connu.

Des inhibiteurs mixtes FTase/GGTase-l ont été congus. Leur étude pré-
clinique sur des souris atteintes du cancer du pancréas a montré que ces composés
inhibaient complétement la prénylation de K-Ras (Lobell et al., 2007). Cependant, les
concentrations utilisées se sont révélées létales mais une inhibition partielle de la
GGTase-l est tolérée. L'inhibiteur mixte L-778,123 est bon inhibiteur de GGTase-I
(ICs0 = 100 nM et ICso (FTase) = 2 nM) (Huber et al., 2007). Des essais cliniques
indiquent que la GGTase-| est inhibée (Lobell et al., 2002), mais aucune réponse
tumorale significative n’a été décelée (Britten et al., 2001). Astra Zeneca a développé
un inhibiteur mixte, le AZD3409 (Stephens al., 2003, Kelly et al., 2005), bien toléré in
vivo, avec une inhibition de la FTase de 80-90% et de la croissance tumorale
supérieure a 60%. Des études cliniques de phase | révelent une bonne tolérance
avec de faibles effets indésirables (McCormack et al., 2004). Ce composé montre
une activité dans le cancer du sein, mais avec d’autres effets que ceux induits par
d’autres FTis, donc un mécanisme d’action différent (Maiello et al., 2007). Toutes ces
observations interrogent sur la nécessité d’inhiber de fagon sélective la FTase vis-a-
vis de la GGTase-l et ne nous permettent pas de choisir quelle stratégie adopter.

Les FTis inhibent la farnésylation de nombreuses protéines, induisant
différents effets anti-tumoraux qui ne peuvent pas étre attribués a l'inactivation d’'une
seule protéine. Il est évident que I'activité des FTis n'est pas dépendante d’'une seule
protéine, mais plutdét d’'un mécanisme multi-étapes, avec une inhibition concertée de
la farnésylation de plusieurs protéines intervenant dans le processus de
cancérogenése. Actuellement, plusieurs protéines cibles sont étudiées: H-Ras,
RhoB, Rheb et CENP-E / CENP-F. Mais d’autre(s) cible(s) potentielle(s) existe(nt)
comme une protéine associée a la voie PI3K/Akt, ou les protéines tyrosine
phosphatases (telles que PRL3) dont la fonction reste mal connue, ou encore une
autre protéine encore inconnue (Kho et al.,, 2004). Malgré les incertitudes
persistantes sur leur mécanisme d’action biologique, les FTis sont des molécules a
haut potentiel thérapeutique.

IV. Perspectives thérapeutiques des FTis

Malgré un mécanisme d’action indéterminé, de nombreux essais
thérapeutiques ont été menés dans divers cancers. Les FTis sont également étudiés
dans d’autres pathologies telles que les laminopathies et les maladies parasitaires.

A. Utilisation dans le traitement du cancer

Actuellement, plusieurs inhibiteurs sont en essais cliniques (figure 21):
e Le R115777 (Tipifarnib ou Zarnestra®)
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e Le SCH-66336 (Lonafarnib ou Sarasar®)
e Le BMS-214662.

Lors des premiers essais cliniques, le cancer étudié était déterminé par le taux
de mutation de ras, mais la découverte du mécanisme d’action des FTis a conduit a
élargir a d’autres cancers, en monothérapie ou en combinaison avec d’autres
anticancéreux.
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R115777 (Tipifarnib, Zarnestra®) SCH66336 (Lonafarnib, Sarasar®) BMS-214662
Figure 21 : FTis les plus avancés dans les essais cliniques

1) Le R115777 (Tipifarnib, Zarnestra®)

Le Tipifarnib peut étre pris oralement jusque 1300 mg, deux fois par jour, les
principaux effets indésirables étant la myélosuppression et I'asthénie (Zujewski et al.,
2000).

Les premieres études ont montré une activité dans les cancers du poumon
non a petites cellules, du cdlon et du pancréas. Mais, les études de phase Ill pour les
cancers du cOlon et du pancréas, ayant le plus fort taux de mutation de ras, n'ont pas
donné de résultats concluants. Les essais de phase Il ne sont pas également
concluants dans les cancers du poumon a petites cellules (CPPC) et non a petites
cellules (CPNPC), de la prostate métastatique hormono-indépendant et du systeme
nerveux central. Dans le cancer du sein, les premiers résultats rapportés en
monothérapie ou en combinaison avec le Tamoxifene (anti-oestrogéne) sont assez
prometteurs. Le Tipifarnib a aussi été étudié en combinaison avec des agents
cytotoxiques (taxanes, gemcitabine et 5-fluorouracile). La combinaison du Tipifarnib
avec le Taxol sur des tumeurs solides est bien tolérée, potentialisant les effets
anticancéreux (42 % de réponse) (Awada et al., 2007). Sa combinaison avec la
radiothérapie sur des patients atteints de glioblastomes est bien tolérée, donnant de
bons résultats cliniques.

L’inhibition par le Tipifarnib de cibles impliquées dans de nombreux cancers
hématologiques ou myéloides incite a son utilisation dans ces pathologies (tableau
4). L’étude de phase | dans la leucémie myéloide aigué (LMA) indique que la
concentration du Tipifarnib est trois a quatre fois supérieure dans la partie infectée
(Karp et al., 20017) ; une efficacité médiocre avec une différence interindividuelle a
été observée lors des études de phase Il. Johnson and Johnson a effectué une
étude de phase lll en comparant le Tipifarnib avec d’autres traitements utilisés dans
LMA, mais la FDA n’a pas délivré d’autorisation de mise sur le marché. Les études
de phase Il dans le Syndrome Myélodysplasique (SMD) montrant des problémes de
tolérance ; les prochaines études se feront a des concentrations plus faibles. Son
utilisation dans la myélofibrose (une anomalie myéloproliférative fatale avec des
options thérapeutiques limitées) apporte 33% de réponse avec un mode d’action
indéterminé. La Leucémie Myéloide Chronique (LMC) peut étre soignée par I'lmatinib
(un inhibiteur spécifique de la tyrosine kinase Bcr-Abl), mais des résistances a ce
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dernier existent. Le Tipifarnib seul et en combinaison avec I'lmatinib est efficace sur
des patients réfractaires ou non a I'lmatinib. L'effet indésirable le plus fréquent est
gastrique, mais est généralement modéré et supportable. L’alliance de mécanismes
d’action distincts empécherait donc I'apparition de résistances aux inhibiteurs de
Tyrosine Kinase. Cette combinaison serait cependant plus efficace si elle était
entreprise avant I'apparition des résistances a I'lmatinib. L’étude de phase Il dans le
traitement du myélome montre une stabilisation de la maladie (Alsina et al., 2004).

Type de D.ose quoti- Age.nt de co- th.ase Taux deu réponse Références
cancer dienne (mg) traitement clinique (%)
Essais en monothérapie
Sein 600-800 aucun Il 25 | Head et al., 2004
Colorectal 600 aucun ] 24,3 (stable) Rao et al., 2004
CPNPC 600 aucun Il 16 (stable) Adjei et al., 2003
CPPC 800 aucun Il 0 Heymach et al., 2004
Urothélial 600 aucun Il 6 Rosenberg et al., 2005
Gliobastome 600 aucun Il 0 Cloughesy et al., 2006
Pancréas 600 aucun 1l 0 Schellens et al., 2000
Prostate 300 aucun Il 0 Haas et al., 2002
SNC 200 aucun Il 0 Fouladi et al., 2007
o Karp et al., 2001; Lancet et al., 2004 ;
LMA 600 (2 fois/jour) aucun Il 29 Harousseau et al., 2007a et b
Kurzrock et al., 2004 ; Fenaux
SMD 600 aucun Il 33 etal., 2007
Myélofibrose | 300 (2 fois/jour) aucun Il 33 Mesa et al., 2004
LMC 1200 aucun Il 32 Cortes et al., 2003
Myélome 600 aucun Il 64 Alsina et al., 2004
Essais en combinaison avec d’autres anticancéreux
. . Johnston et al., 2003; Lebowitz et al.,
Sein 400-600 Tamoxifen 1] 25 2005 - Johnston et al., 2008
Pancréas 400 Gemcitabine 1l 0 Van Custem et al., 2004
A 1 — 0,
LMC 300-400  |Imatinib (400 mg)| | t%gf:;ﬁg‘ﬁj;z‘ggf Cortes et al., 2007
Glioblastome 200 Rad'““g;‘;‘p'e G I 55 Moyal et al., 2007

Tableau 4 : Essais cliniques du Tipifarnib (CPNPC: Cancer du Poumon a Non-Petites Cellules, CPPC :
Cancer du Poumon & Petites Cellules, LMA : Leucémie Myéloide Aigué, SMD : Syndrome
Myélodysplasique, LMC : Leucémie Myéloide Chronique, SNC : Systéeme Nerveux Central)

D’autres essais cliniques en monothérapie sont encore en cours, mais il
semblerait que ce composé ait plus d’avenir en combinaison avec d’autres
traitements anti-cancéreux.

2) Le SCH66336 (Lonafarnib, Sarasar®)

Le SCH-66336 peut étre utilisé jusqu’a 200 mg (deux fois par jour), par voie
orale, son principal effet secondaire étant la diarrhée; les nausées, les
vomissements et la fatigue sont aussi fréquemment observés. Plusieurs études de
phase Il dans les cancers urothélial et colorectal n‘'ont pas donné de résultats
significatifs (tableau 5). Une étude de phase Il sur diverses malignités
hématologiques avancées (AML, MDS, CML) donne des résultats incitant a d’autres
études plus approfondies (Cortes et al., 2002). Il inhibe la prolifération des cellules
résistantes a I'lmatinib et augmente 'apoptose induite par ce dernier (Hoover et al.,
2002). Sa combinaison avec la Gemcitabine dans le cancer urothélial avancé ne
démontre aucune toxicité hématologique sévére avec un taux de réponse de 32%
(Theodore et al., 2005). La méme combinaison avec le Cisplatine dans le cancer du
poumon non a petites cellules donne wune toxicité sévére (neutropénie,

_42.



Du cancer aux inhibiteurs de farnésyltransférase :
quel potentiel thérapeutique ?

thrombocytopénie, anémie) sans bénéfice pour le patient (Chow et al.,, 2007). La
combinaison Taxol/Lonafarnib a montré une synergie antiproliférative puissante sur
plusieurs lignées cellulaires et modeles précliniques (Shi et al., 2000). Une étude de
phase l/ll dans le cancer du sein avec le Taxol et le Lonafarnib a été conduite,
montrant une bonne tolérance et une bonne efficacité. De plus, les patients
réfractaires ou résistants au taxol répondent a cette combinaison, renversant la
résistance au Taxol (Marcus et al.,, 2006). Cette combinaison montre une
augmentation des effets anti-prolifératifs et un effet pro-apoptotique in vitro et in vivo
sur le cancer de l'ovaire (Taylor et al., 2008). De plus, I'’Association of Gynecologic
Oncology (AGO) a récemment initié une étude de phase Il pour déterminer les effets
de la combinaison du Lonafarnib avec le Taxol et le Carboplatine sur des patientes
atteintes d’un cancer avancé de l'ovaire.

Type de cancer Dose quotidienne Agent de co-traitement I'-Th.ase . Taux de Référence
(mg) clinique réponse (%)
Essais en monothérapie
Urothélial 200 aucun Il 0 Winquist et al., 2001
Colorectal 200 aucun Il 0 Sharma et al., 2002
LMA, SMD, LMC 200 aucun Il 19 Cortes et al., 2002
Essais en combinaison avec d’autres anticancéreux
LMC Imatinib Il 33 Hoover et al., 2002
Urothélial Gemcitabine I 32 Theodore et al., 2005
1 1 2
CPNPC 75 GZ@?JTZELT&?@QEQ) I Toxique Chow et al., 2007
Sein 125 mgj'oﬁrfo's P Taxol (80 mg/m?) I 57 Sunetal., 1999

Tableau 5 : Essais cliniques du Lonafarnib

3) Le BMS-214662

Contrairement aux autres FTis, plutét cytostatiques, le BMS-214662 dispose
d’'un puissant effet cytotoxique sur divers modéles de tumeurs xénogreffées (Rose et
al.,, 20071). La formulation orale du BMS-214662 provoque une toxicité gastro-
intestinale dose-dépendante (Camacho et al., 2007). Il est donc utilisé par
administration intraveineuse jusqu’a 200 mg/m?, de plus fortes doses pouvant étre
administrées en modulant le rythme d’administration (Cortes et al., 2005).

Bien qu’il ne soit pas entré en essai clinique dans la LMC, des essais de
phase | dans la LMA donnent des résultats prometteurs (Cortes et al., 2005). Sa
combinaison (200 mg/m?) avec le cisplatine (75 mg/m?) est bien tolérée, montrant
une stabilisation de la pathologie de 15 des 29 patients traités (Mackay et al., 2004).
Le BMS-214662 a été également étudié en combinaison avec le Taxol (160 mg/m?)
et le Carboplatine (225 mg/m?) sur des tumeurs solides avancées, montrant une
bonne tolérance, avec une activité sur différentes tumeurs (Dy et al., 2005). Sur des
tumeurs solides avancées, une autre étude de combinaison du Taxol (80 mg/m?) et
du BMS-214662 (160 mg/m?) est bien tolérée avec seulement quelques effets
gastriques et des activités encourageantes (Bailey et al., 2007).

B. Perspectives thérapeutiques des FTis dans d’autres
pathologies
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Enfin, bien que les FTis aient été développés pour une utilisation dans le
traitement du cancer, ils se sont également révélés efficaces dans des maladies
parasitaires et des laminopathies.

1. Utilisation des FTis comme agent antiparasitaire

Malgré les avancées pharmaceutiques, les maladies parasitaires comme le
paludisme ou la maladie de Chagas continuent a étre des maladies infectieuses
étendues. Une approche pour accélérer le développement de thérapeutiques anti-
parasitaires consiste a développer les FTis pour une utilisation anti-parasitaire (Gelb
et al., 2003).

En effet, la prénylation ne s’effectue pas seulement dans les cellules de
mammiféres mais également dans des parasites protozoaires tels que le
Trypanosoma brucei (maladie africaine du sommeil) et Trypanosoma cruzi (maladie
de Chagas) (Yokoyama et al., 71997 ; Field et al., 1996), le Leishmania major
(Yokoyama et al., 1998a), le Giardia lamblia (Lujan et al., 1995), Schistosoma
mansoni (Chen et al., 1993), Plasmodium falciparum (malaria) (Chakrabarti et al.,
1998)), le Toxoplasma gondii (toxoplasmose) (Ibrahim et al., 20071). Les FTases des
parasites Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi et Leishmania major ont été
clonées (Yokoyama et al., 1998b ; Buckner et al. ; 2002 ; Carrico et al., 2004). Ces
enzymes ont une spécificité de substrat différente de leur homologue de mammifére.
Il est donc possible de préparer des composés sélectifs de la FTase du parasite
(Gelb et al., 2003).

Des inhibiteurs puissants de la FTase du parasite capables de bloquer la
croissance de ce dernier ont été développés (Hucke et al., 2005). Ces FTis ont une
toxicité sélective envers les parasites qui s’explique par I'absence de GGTase-l
parasitaire ou d’'une autre modification possible pour les protéines farnésylées.
Cependant, la GGTase-l est présente dans quelques parasites, comme le
Trypanosoma cruzi (Yokoyama et al., 2008). Dans ce cas, les FTis sélectifs perdent
de leur efficacité sur le parasite. La T. cruzi GGTase-l étant clonée, il est possible de
concevoir des inhibiteurs sélectifs de la T. cruzi GGTase-l ou des inhibiteurs mixtes
T. cruzi FTase/GGTase-l.

2. Utilisation des FTis dans le traitement du syndrome
progéroide d’Hutchinson Gilford (HGPS)

Les syndromes progéroides sont des désordres génétiques rares qui miment
les caractéristiques cliniques et moléculaires de la vieillesse. D’abord décrite par
Hutchinson (Hutchinson, 71886) et plus tard par Gilford (Gilford, 7904) la progéria ou
Hutchinson Gilford Progeria Syndrome (HGPS) est une maladie rare et sévere. Le
phénotype clinique est caractérisé par un retard de croissance sévére, associé a une
altération du squelette, une amyotrophie marquée, une lipodystrophie, une atrophie
de la peau et une alopécie (Jansen et al., 2000). Les enfants affectés décédent vers
un age moyen de 13,5 ans, le plus souvent par infarctus du myocarde (Hennekam,
2006).

Des mutations sur le géne LMNA, codant pour les lamines A et C (Lin et al.,
1993), ont été identifites comme cause de 'HGPS (De Sandre-Giovannoli et al.,
2003, Navarro et al., 2006). Les lamines ont un réle inattendu dans ce vieillissement
prématuré (Mattout et al., 2006). La néosynthése de la lamine A nécessite une série
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de quatre modifications post-traductionnelles (Navarro et al., 2006) (figure 22). Aprés
la farnésylation de la prélamine A, les trois derniers résidus « AAX » sont clivés par
FACE1/ZMPSTE24, puis la cystéine est méthylée par ICMT (Isoprénylcystéine
Carboxyl Méthyl Transférase). Un second clivage par FACE1/ZMPSTE24 solubilise
la lamine mature dans le cytosol. La lamine A est alors importée dans le
nucléoplasme a travers un Complexe du Pore Nucléaire (CPN).
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Figure 22 : Processus de maturation de I:':l"lamine A (RE : réticulum endoplasmique, EN : enveloppe
nucléaire, CPN : complexe du pore nucléaire, SLN : signal de localisation nucléaire, ICMT :
isoprénylcystéinecarboxylméthyltransférase) (d’apres Navarro et al., 2006)

La mutation de LMNA induit la traduction d’'une prélamine A tronquée au
niveau de la seconde séquence reconnue par la ZMPSTEZ24 : la prélamine A n’est
donc plus clivée, empéchant la maturation en lamine A (Navarro et al., 2006,
Eriksson et al., 2003). L’'accumulation de prélamine A farnésylée (progérine) toxique
(Fong et al., 2004) est réduite par les FTis, améliorant le phénotype cellulaire (Yang
et al., 2005). Un FTi a été administré sur des souris atteintes de progeéria,
augmentant leur tonus, diminuant leur fracture osseuse et améliorant leur longévité
(Fong et al., 2006). Les FTis inhibent fortement I'accumulation de progérine et
partiellement la farnésylation de la Lamine A. Etant donné qu’une faible quantité de
Lamine A mature permet 'assemblage de I'enveloppe nucléaire, les FTis ont alors un
effet positif sur le noyau (Lourim et al., 7993). Ces premiers résultats sur modéle
animal ont conduit a étudier le Lonafarnib (phase Il) dans cette pathologie.
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L’étude du mécanisme de farnésylation a montré que la « boite CA1A2X »
adopte deux conformations interagissant difféeremment avec le site actif de la FTase
(figure 1). Dans un premier temps, cette séquence peptidique se fixe dans une
conformation étendue. Puis, aprés addition de la chaine farnésyle sur le thiol de la
cystéine, il y a passage a une conformation coudée de type B-turn. Ce changement
de conformation entraine le déplacement de la partie « CA¢» et celui du groupement
farnésyle vers une cavité hydrophobe appelée I'« exit groove » formée par Ala92(3,
Tyr93B, Asp359B, Cys95B et Leu96B (Long et al., 2002). De ce fait, I'inhibition de la
FTase peut se faire en mimant au moins I'un des deux substrats (FPP ou la « boite
CA1A2X ») et en se fixant dans au moins I'un des deux sites.

Comme indiqué dans le chapitre précédent, les FTis disposent d’'un potentiel
thérapeutique non négligeable dans le traitement de maladies parasitaires (maladie
de Chagas et paludisme). Les farnésyltransférases de ces parasites ont été clonées
et leur superposition avec I'enzyme humaine montre une légére différence (Gelb et
al., 2003). Il est donc possible de concevoir des inhibiteurs spécifiques des FTases
parasitaires a partir d'inhibiteurs de FTase humaine. Mes travaux de thése étant
focalisés vers I'aspect anticancéreux, je ne détaillerai pas la conception de ces
inhibiteurs.
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Figure 1 : Présentation du site actif de 'enzyme

Deux grandes approches ont été entreprises, parallélement, pour découvrir
des inhibiteurs de farnésyltransférase :
» une approche rationnelle, initiée a partir des premiéres représentations de la
FTase, évoluant avec la découverte de son mécanisme réactionnel
» une approche aléatoire, consistant au criblage de chimiothéques
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. Découverte de FTis par conception rationnelle

La conception rationnelle de FTis a initialement été basée sur des données
cinétiques de la réaction de farnésylation. Les études par cristallographie ont ensuite
permis de déterminer le mode de fixation des FTis, facilitant ainsi la conception de
nouveaux inhibiteurs.

A. Les mimétiques de la « boite CA;A.X »

La conception rationnelle d’inhibiteurs compétitifs de la « boite CA1AX »
commence au début des années 90 avec les travaux de Goldstein et de Brown
(Reiss et al., 1990 ; Goldstein et al., 19917). lls ont été les premiers a identifier,
caractériser et purifier la FTase et ensuite a démontrer que des tétrapeptides de type
CA1AxX inhibaient la FTase.

Le remplacement dans la séquence CVIM (caractéristique de K-Ras 4B) de
l'isoleucine par une phénylalanine a conduit au tétrapeptide CVFM qui est un
inhibiteur compétitif de la protéine Ras avec une ICsy de 60 nM vis-a-vis de la FTase
(figure 2) (Brown et al., 1992). Ce composé a ainsi été retenu comme chef de file des
inhibiteurs peptido-mimétiques. Les peptides basés sur ce modéle inhibent in vitro de
facon sélective la FTase (vs. GGTase-l). Mais la nature peptidique de ce composé le
rend sensible a I'action de peptidases endogénes et donc inutilisable in vivo.

_CH,

S
0] (0]
H
HzN\/lk N\/lk
: N : N COOH
H H o H H
Hs™ \[ j

Figure 2 : Tétrapeptide CVFM : ICs, (FTase) = 60 nM, ICs, (GGTase-l) = 11 000 nM

De nombreux travaux ont permis de supprimer son caractére peptidique. Les
modifications apportées ont tout d’abord concerné I'espaceur central A1Az, puis la
méthionine et enfin la cystéine, aboutissant a une entité totalement non peptidique,
sans thiol, et interagissant ou n’interagissant pas avec I'atome de zinc (Leonard,
1997 ; Williams, 1999 ; Bell, 2000).

a. Modifications de I’espaceur central A A,

Les deux acides aminés centraux du tétrapeptide CVFM ont d’abord été
remplacés par un espaceur hydrophobe, I'acide 3-aminométhylbenzoique (3-AMBA)
(Niam et al., 71993). Celui-ci permet de conserver la distance observée dans le
tétrapeptide CVFM entre la cystéine et la méthionine, tout en réduisant le nombre de
liaisons peptidiques. Ainsi, le composé FTI-205 présente une activité de 100 nM
(figure 3).
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Les deux aminoacides centraux ont également été remplacés par I'acide 3- ou
4-aminobenzoique (ABA) et l'acide 4-aminométhylbenzoique (4-AMBA) qui
permettent de faire varier la distance entre la cystéine et la méthionine. Les acides 3-
ABA et 4-AMBA ne correspondent pas aux exigences géométriques imposées par le
modeéle peptidique, et par conséquent l'activité des composés Cys-4-AMBA-Met et
Cys-3-ABA-Met est trés faible par rapport aux inhibiteurs Cys-3-AMBA-Met et Cys-
4-ABA-Met.

S/CH3 S/CHs
0 0 HS o
H N\)J\ OH H
2N N N HN N N OH
H H H o 2 H
Hs™ o o
Cys-3-AMBA-Met (FTI-205) Cys-3-ABA-Met
IC5,(FTase) = 100 nM IC,,(FTase) = 6 400 nM
& CHs
OH /q‘/
N
H
H N\)L o) j\(
HS
Cys-4-ABA-Met Cys-4-AMBA-Met
IC,,(FTase) = 50 nM IC,,(FTase) = 2 550 nM

Figure 3 : Modifications de I'espaceur A;A, par un groupement phényle ou benzyle

La réduction d'une liaison amide du Cys-4-ABA-Met (figure 3) a conduit au
composeé FTI-249 qui posséde une ICsy de 50 nM (figure 4). La comparaison de la
structure de ce dernier avec le tétrapeptide CVFM suggére que linhibition peut étre
ameliorée en augmentant I'hydrophobie du connecteur central. L'inhibiteur FTI-276,
100 fois plus actif que le composé FTI-249, a donc été congu. Le composé pro-drug
FTI-277 inhibe la farnésylation intracellulaire avec une 1Csy de 100 nM.

e pveeg

HS FTI-276 R=H

G (FTase) = 50 M'fT(':'“g GTased) < 4 400 M IC,,(FTase) = 0,5 nM ; IC50(GGTase-I)-50 nM
so(FTase) = 50 nM ; IC5,(GGTase-l) = n FTI-277 R=CH,

IC,,(FTase) =100 nM ; IC, (GGTase-l) = n.d.
Figure 4 : Modification de I'espaceur A;A, par un biphényle
Une autre équipe a également modifié le tétrapeptide CVFM en réduisant une

ou deux liaisons amide pour donner respectivement les composés B515 et B581
(figure 5). Ces modifications permettent de multiplier par 3 [lactivité, tout en

- 49 -



Les différentes stratégies utilisées dans le
drug design des inhibiteurs de farnésyltransférase

préservant la sélectivité FTase/GGTase-l. Le remplacement de liaisons méthylamine
par des chainons éthyléniques a conduit au composé B956 (IC5o = 11 nM) (Nagasu
et al.,, 1995). Selon la lignée cellulaire, le B956 inhibe leur prolifération a des
concentrations comprises entre 0,2 et 60 uM. Les lignées cellulaires exprimant
'oncogene H-ras sont les plus sensibles a l'inhibiteur B581.

B515 B581
IC,,(FTase) = 23 nM ; IC,(GGTase-l) =380 nM  IC4(FTase) = 21 nM ; IC,,(GGTase-l) = 790 nM

B956
IC,(FTase) =11 nM ; IC,(GGTase-l) = nd

Figure 5 : Modification de I'espaceur A,A, par des chainons éthyléniques

Le dipeptide central A1A; a également été remplacé par une benzodiazépine,
conférant a la molécule une conformation coudée de type B-turn. Les racémiques
BZA-1A et B obtenus présentent une activité modérée vis-a-vis de la FTase (James
et al., 7993). La N-méthylation de BZA-1B donne le composé BZA-2B 400 fois plus
actif grace a une augmentation des interactions hydrophobes avec le site actif.
Cependant, ce dernier n'est pas tres sélectif de la FTase vis-a-vis de la GGTase-l. Le
BZA-5B, prodrug du composé précédent, a également été préparé. Le
remplacement de la partie thioéther, oxydable en sulfone, par un groupement
isopropyle (BZA-4B) ne modifie pas linhibition de la FTase mais diminue la
sélectivité vis-a-vis de cette derniére.
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BZA-5B R, = CH, R, = CH,=>IC,(FTase) = 41 nM ; IC,,(GGTase-l) = n.d.

Figure 6 : Modification de I'espaceur A:A, par une benzodiazépine

b. Remplacement de la cystéine

Afin d’augmenter la stabilité des inhibiteurs, le thiol de la cystéine, fragile et
facilement oxydable, a été remplacé par des imidazoles substitués. Par exemple, le
FTI-2148 (figure 7) inhibe la FTase avec une ICsy de 0,86 nM. L’ester correspondant
(FTI-2153) exerce une activité in vivo bien supérieure a celle de I'acide carboxylique
(FTI-276) et réduit de fagon significative les tumeurs du poumon (A549) chez la
souris (figure 4) (Sun et al., 7999).

et AN
L ¢

N

H
R=H, FTI-2148 => enz. IC,,(FTase) = 1,4 nM R=Me, FTI-2153 => cell. IC,(FTase) = 0,01 uM
IC,(GGTase-l) = 1700 nM IC;,(GGTase-l) > 30uM

Figure 7 : Remplacement de la cystéine par un imidazole

La substitution de Iimidazole permet d'apporter des interactions
supplémentaires avec le site actif de I'enzyme. La substitution de l'atome d'azote
proximal imidazolique par un groupement benzylique a donc été envisageée.
Différentes modifications ont permis I'obtention d’'un inhibiteur présentant une ICsy de
0,4 nM envers la FTase (figure 8). Son prodrug ester méthylique traverse la
membrane cellulaire et inhibe la farnésylation de H-Ras, avec une concentration de 5
MM. L'effet inhibiteur sur la croissance cellulaire est observé a partir d'une
concentration de 1 yM (Ciccarone et al., 1999).
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Figure 8 : Remplacement de la cystéine par le 1-(4-cyanobenzyl)imidazole

De nombreux composés, avec ou sans méthionine terminale et possédant un
groupement 1-(4-cyanobenzyl)imidazole comme alternative a la cystéine, ont été
développés. Par exemple, les deux composés de la figure 9 inhibent la FTase avec
une activité de I'ordre du picomolaire (ICso = 0,15 nM) et suppriment la croissance
tumorale chez la souris (Anthony et al., 7999 ; Williams et al., 1999 ; Dinsmore et al.,

2003).
Ay Hw O @
/ﬁ © \/SCH

Figure 9 : Remplacement de la cystéine par le 1-(4-cyanobenzyl)imidazole

Au laboratoire, une série d’inhibiteurs a espaceur 4-aminopipéridinique a été
synthétisée (Houssin et al., 2002 ; Millet et al., 2004). Les composés possédant un
groupement 1-(4-cyanobenzyl)imidazole (figure 10) ont révélé une bonne activité
inhibitrice de la FTase. Ces inhibiteurs ont servi de base pour la conception de
nouvelles molécules.

s—CH;,
N N /Z
COOCH, COOCH,
QN@\/N%\WN / N3\/N%WMN
o 6]
NC NC
IC,, (FTase) =22 nM ; IC,, (GGTase-l) > 2 000 IC,, (FTase) = 4,6 nM ; IC,, (GGTase-l) > 435

Figure 10 : Composés du laboratoire a espaceur 4-aminopipéridinique et a chélateur
4-(cyanobenzyl)imidazole
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Des chercheurs de chez Johnson & Johnson ont remplacé I'imidazole par le
triazole. Les pharmacomodulations se sont faites en trois positions (figure 11) (Saha
et al., 2005). Le screening de ces composés montre que le groupement 4-
cyanobenzyle est indispensable a l'activité. Ensuite, le triazole a été remplacé par
d’autres hétérocycles. L’'imidazole substitué en position 5 diminue [l'activité, le
tétrazole supprime l'activité alors que le 5-méthyltriazole augmente l'activité.

F
NC
F
ICy, (FTase)=3,5nM F IC,, (FTase) = 187 nM
=
m :
N
//
|
NC
NC
F
ICs, (FTase) > 1 uM ICy, (FTase) = 0,9 nM

Figure 11 : Remplacement de I'imidazole par d’autres hétérocycles azotés

C. Remplacement de la méthionine

La trés faible perméabilité a la membrane cellulaire apportée par le
groupement acide carboxylique de la méthionine a freiné son utilisation. Les
laboratoires Merck ont donc congu de nouveaux inhibiteurs dipeptidomimétiques en
démontrant que le groupement carboxylique n'est pas un élément essentiel a la
conception des inhibiteurs de la FTase (deSolms et al., 7995). Leurs premiers FTis
inhibent la farnésylation de H-Ras sur culture cellulaire de fagon trés modeste. Une
contrainte stérique a donc été introduite dans le squelette peptidique par le biais
d’'une pipérazine substituée en position 2, donnant un produit plus actif que le produit
non cyclisé (figure 12).
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Cl

SH 0
HzN/‘v H\/lkN/\©/ “ CH
/ﬁ H \_/ ’

IC,, (FTase) = 97 nM ; IC,, (GGTase-l) = 10 000 nM ICy, (FTase) 5nM; IC,, (GGTase-l) = 360 nM

apport d'un contrainte

-
,;jHQ H O CHS sterique
HS 2 N CH
I \ /
IC,, (FTase) = 3 250 nM ; IC,, (GGTase-l) = n.d. L-745, 531

IC,, (FTase) = 3nM ; IC,, (GGTase-I) = 10 000 nM
Figure 12 : Modification du résidu méthionine

Les laboratoires Merck ont modifié les motifs CIIM (K-Ras-4A) et CIFM (figure
13). Le remplacement de la méthionine par une sérine et la réduction des liaisons
amide a donné le composé L-731,735, un bon inhibiteur sélectif de la FTase (Kohl et
al., 7994). L'oxydation du soufre de la méthionine en sulfone et le remplacement de
'atome d'azote de la phénylalanine par un atome d'oxygéne ont conduit au L-
739,750, un inhibiteur puissant et sélectif de la FTase. L'ester méthylique est moins
actif sur enzyme isolée mais il réduit la croissance tumorale sur des lignées
cellulaires Ras-mutées chez la souris. De plus, aucune toxicité n'a été remarquée
lors d'un traitement prolongé par le L-739,749 chez la souris. Le L-744,832 est I'ester
isopropylique du L-739,750 (prodrug) (Kohl et al., 7995). En culture cellulaire, le L-
744,832 inhibe la farnésylation de Ras avec une ICsy comprise entre 0,1 et 1 yM
(Sepp-Lorenzino et al., 1995).

SO,CH,
L-739,749 R=CH,
L-731,735 IC,, (FTase) = 240 nM IC,, (GGTase-l) > 100 000 nM
IC,, (FTase) = 18 nM IC,, (GGTase-l) > 100 000 nM L-739.750 R =H

IC;, (FTase) = 1,8 nM IC, (GGTase-l) = 3 000 nM
L-744,832 R = CH(CH,),IC,, (FTase) n.d.

Figure 13 : Modifications de la méthionine

De plus en plus d'inhibiteurs mimétiques de la boite CA1A2X ne comportant
pas de méthionine en position C-terminale sont synthétisés. La question se pose
alors a propos de la pertinence de la méthionine en tant qu'élément déterminant de
la spécificité de la FTase par rapport a la GGTase-I. Il est néanmoins probable que le
groupement aromatique ne mime pas la méthionine. La sélectivité apparente des
inhibiteurs proviendrait ainsi d'interactions autres que celles qui différencient un
résidu aliphatique (leucine, isoleucine) d'un résidu porteur d'une chaine
fonctionnalisée (sérine ou méthionine) en position terminale (Williams et al., 7999).
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d. Conception d’un pharmacophore

Toutes ces modifications ont permis de dégager des relations structure-activité
et I'élaboration d’'un modéle de pharmacophore (figure 14). Le connecteur central
(A1Az) de la « boite CA1A2X » peut étre remplacé par un espaceur S, le plus souvent
cyclique tel qu'un hétérocycle azoté, pouvant étre substitué par un groupement
aromatique A’. Ensuite, la cystéine a été remplacée par des groupements soufrés de
type thiol, mais ces derniers s’oxydant facilement en sulfone, ont été remplacés par
un groupement chélateur de zinc C qui est le plus souvent l'imidazole. Enfin, la
méthionine (facteur de sélectivité X de la « boite CA1A2X » pour la FTase) a
finalement été remplacée par un groupement hydrophobe A qui peut-étre
aromatique.

° cavité hydrophobe
A et A’ : groupements hydrophobes
S : espaceur
C : chélateur de zinc

cavité hydrophobe
Figure 14 : Proposition de pharmacophore de FTis

e. Les FTis non-peptidiques issus du pharmacophore

Les laboratoires Merck ont obtenu un inhibiteur puissant de la FTase
comportant un espaceur 2-pipérazinone, le L-778,123 (figure 15) (Williams et al.,
1999). Le cycle pipérazin-2-one s’est révélé étre un bon connecteur central pour la
conception d’inhibiteurs de FTase puisque le L-778,123 inhibe la FTase avec une
IC50 de 2 nM. Au vu de ces résultats, ce composé a été choisi pour des études

N ooV et

L-778,123
IC,, (FTase) =2 nM ; IC,(GGTase-l) = 93 nM

Figure 15 : Inhibiteur L-778,123

Alors que I'évaluation initiale in vitro du L-778,123 montre une forte sélectivité
envers la FTase, des résultats in vivo indiquent de fagon surprenante une inhibition
de la GGTase-l (Huber et al., 2007). L’étude de ce phénoméne a montré que le L-
778,123 inhibe la GGTase-l par un mécanisme assez inattendu. Lors de son
évaluation in vitro, le L-778,123 devient un puissant inhibiteur de GGTase-l en
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présence de certains anions, absents lors de la mesure initiale in vitro, comme les
sulfates, phosphates ou autres dérivés (Reid et al., 2004b). Le mécanisme
d’inhibition de la GGTase-| se fait plutét par compétition avec le GGPP qu’avec la
« boite CA1A2X ». Pour résumer, le L-778,123 se fixe dans la FTase a la place de la
« boite CA1A2X », alors que dans la GGTase-l, il se loge dans le site du GGPP en
présence d’un anion (figure 16).

GGTase-k50,L-TT8,123
FTasa:FPP:L-TTE,123

Thr 490

Arg 173
Arg 202]) %
Trp 1023

Figure 16 : Co-cristallisation du L-778,123 (FTase/FPP/L-778,123 en bleu ; GGTase—I/SO42’/L—778,123
en violet)

Le L-778,123 a été testé en administration intraveineuse a 560 mg/m? Des
effets secondaires mineurs, comme une myélosuppression, des nausées, des
vomissements et de la fatigue, ont été observés (Eskens et al., 2000). Ensuite testé
sur diverses tumeurs solides, le L-778,123 n'a pas produit d'effet probant et son
développement a été arrété (Bell, 2000). Il n'est pas clairement établi que le manque
d'efficacité soit d0 au mode d'administration en intraveineuse ou au fait que le L-
778,123 soit relativement peu sélectif de la FTase par rapport a la GGTase-I.

La cyclisation via le 8-amino-2-naphtol reliant I'espaceur pipérazinone au 1-(4-
cyanobenzyl)imidazolyl-5-méthyle a conduit a une nouvelle famille de FTis
macrocycliques (Dinsmore et al., 2001 ; Beshore et al., 2007) (figure 17).

@)
O b
N N
\_/%
O
\=N
0]

.

NC
IC,,(FTase) = 0,1nM
Figure 17 : Exemple d’inhibiteur macrocyclique

Les laboratoires Servier ont développé deux nouvelles séries d’inhibiteurs a
espaceur 3-aminoazépin-2-one (figure 18) (Le Diguarher et al., 2003 ; Le Diguarher
et al.,, 2004). Les composés des deux séries présentent des résultats similaires. lls
possedent également de bonnes activités cellulaires sur une lignée H-Ras mutée.
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0y 0 =0y,

IC,, (FTase) =3 nM ; IC,, (GGTase-l) = n.d.
IC,, (FTase) =5 nM; IC,, (GGTase-l) = 5 500 nM

IC,, (FTase) = 6 nM ; IC,, (GGTase-I) = 10 500 nM ICs, (FTase) = 6 nM ; IC,, (GGTase-l) = n.d.
Figure 18 : Les inhibiteurs Servier a espaceur 3-aminoazépin-2-one

La firme Eli Lilly a découvert lors d’'un screening d’une librairie de 3000
composeés, un FTi dérivé de la 5-nitropipéridin-2-one (Nara et al., 2003). Les diverses
modulations entreprises sur ce lead ont permis la découverte de deux composeés
(figure 19). Les études pharmacocinétiques préliminaires suggérent que I'hydroxyle

phénolique induit la rapide élimination de ces composés. Des modifications au
niveau du phénol ont donc été entreprises pour améliorer leur stabilité métabolique

(Tanaka et al., 2007).
NHSO,Me
R2= D/ R3=Br; IC,, (FTase) = 4,3nM
HO

Br NHCOMe
R2= j@/; R3= Et ; IC,, (FTase) = 6,2nM

E R3 HO

: : NHSO,Me
R2= D/; R3= Et; IC., (FTase) = 4,5nM

HO

2 —_—
—_— > o
WIS R2" "N” O
N R2= ©/;R3= Br; IC;, (FTase) = 16nM
HO | N |
—
R1 —
N N / \§
S

; R3=Br; IC, (FTase) = 36nM

O.N O,N

R1=0H; IC,,(FTase) = 3,7 nM

R1=H;IC,(FTase) = 8,2 nM Ro= [

; R3=Br; IC,, (FTase) = 25nM

N

Figure 19 : Inhibiteurs Eli Lilly & noyau 5-nitropipéridin-2-one

Le BMS-214662 :

Les chimistes de la firme BMS ont rigidifié le connecteur central A1A; de la
« boite CA1A2X » en tétrahydrobenzodiazépine. lls ont d’abord obtenu un premier
composeé actif sur 'enzyme. Aprés différentes modulations, ils sont parvenus au
BMS-214662 (Hunt et al., 2000). Il présente une ICsy de 1,4 nM envers la FTase et il
est hautement sélectif de cette enzyme (Haluska et al., 2002).
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FTase IC5y = 24 nM FTase IC;, = 1,4 nM

Figure 20 : Obtention du BMS-214662

Des études par co-cristallisation (Reid et al., 2004a) ont récemment permis de
définir son mode de fixation (figure 21). Il se fixe de fagon compétitive dans le site
actif en interagissant avec la troisieme unité isoprénoide du FPP. Le groupement
central benzodiazépine adopte une conformation en bateau. L’imidazole chélate
'atome de zinc. Les autres interactions sont uniqguement des interactions de type
Van der Waals avec la protéine et le fragment farnésyle du FPP. La benzodiazépine
est en stacking avec Tyr361p3 ; le groupement benzyle se loge dans une cavité
hydrophobe, formée par le farnésyle du FPP, Trp102p3 et Trp106p3. Le groupement
thiénylsulfonyle crée une interaction intramoléculaire aromatique-aromatique avec la
benzodiazépine.

Figure 21 : Co-cristallisation du BMS-214662 avec la FTase (Reid et al., 2004a)

La superposition de l'inhibiteur (en vert) avec le peptide CVIM (en jaune),
substrat de la FTase (figure 22), indique que I'inhibiteur se fixe en ne recouvrant que
la partie CA1A; de la conformation étendue ou coudée de la « boite CA1A2X » (Reid
et al.,, 2004a). De plus, l'inhibiteur se loge dans I'entrée de I'« exit groove » en
recouvrant une partie du produit farnésylé. La cavité, appelée « specificity pocket »,
ou vient normalement se loger le facteur de sélectivité X n’étant pas occupée, la
sélectivité FTase/GGTase-lI ne se fait donc pas, pour cet inhibiteur, au niveau de
cette cavité. La seule autre différence substantielle entre le site actif de la FTase et
celui de la GGTase-l se situe au niveau d’'une poche hydrophobe appelée le « A,
binding site » formée dans la FTase par Trp361B, Tyr102B3 et Tyr106p et dans la
GGTase-l par Leu320B, Phe53B et Thr493. Cette cavité est formée par davantage
d’acides aminés de nature aromatique. Cette différence suggere que la sélectivité
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envers la FTase se ferait par des interactions de type aromatique-aromatique avec le
« Ay binding site ». Ainsi, pour favoriser une sélectivité FTase vis-a-vis de la
GGTase-l, il est préférable d’introduire des substituants aromatiques qui peuvent
former des interactions de type « stacking » au sein de cette cavité.

Figure 22 : Superposition du BMS-214662 avec la « boite CAAX »

B. Les mimétiques du farnésylpyrophosphate (FPP)

Les inhibiteurs de FTase analogues du FPP présentent plusieurs avantages
par rapport aux inhibiteurs bisubstrats ou peptidomimétiques de CA1A2X du fait qu'ils
sont de petite taille et non peptidiques. Pour apporter le caractére inhibiteur aux
analogues structuraux du FPP (empécher qu’il soit substrat de la FTase), le
groupement pyrophosphate a été remplacé par des groupements monophosphonate,
hydroxyphosphonylméthylphosphonate (Pompliano et al., 71992), B-phosphono-
phénylalaninate (Lamothe et al., 7996) ou B-phosphonothréoninate (Bell, 2000),
biphosphonate ou carboxyphosphonate (Holstein et al.,, 7998), 2,3,6-trifluoro-5-
hydroxy-4-nitrophénoxy (Barber et al., 1999) ou encore aspartate (Schlitzer et al.,
1999).

L’acide E,E,E-a-hydroxyfarnésylphosphonique inhibe la FTase avec une ICsg
de 5 nM. La stéréochimie de la chaine farnésyle est trés importante car, méme a la
concentration de 1 pM, l'acide Z E,E-a-hydroxyfarnésylphosphonique, n’inhibe la
FTase qu’a 60% (Hohl et al., 7998) (figure 23).

OH
OH
N N NN X N N
&/ “OH _OH
HO™ OPL
o~ OH
Acide E,E,E-a-hydroxyfarnésylphosphonique Acide Z,E,E-o-hydroxyfarnésylphosphonique
ICs (FTase) = 5 nM ; IC5, (GGTase-1) = 35 800 nM ICy, (FTase) = 60% & 10 uM ; IC,, (GGTase-l) = n.d.

Figure 23 : FTis mimétiques du FPP
Les chercheurs de Bristol-Myers ont inséré un groupement amide reliant la

chaine farnésyle au groupement [-carboxyphosphonate et ont ainsi obtenu les
dérivés décrites dans la figure 24 (Patel et al., 7995b).

-59 -



Les différentes stratégies utilisées dans le
drug design des inhibiteurs de farnésyltransférase

0
OH H
N N X N F{/OH X X X N /O
H So S
COOH O  COOH
IC,, (FTase) = 75 nM ; IC, (GGTase-]) n.d. IC5, (FTase) = 50 nM ; IC,, (GGTase-l) n.d.

Figure 24 : FTis Bristol-Myers Squibb mimétiques du FPP

La recherche d'inhibiteurs analogues et compétitifs du FPP reste cependant
freinée par le fait qu'ils risquent d'agir également sur d'autres enzymes reconnaissant
le FPP. En effet, le FPP étant un intermédiaire important dans la biosynthése du
cholestérol, l'inhibition non sélective d'autres enzymes telles que la squaléne
synthétase (SSase) provoquerait des effets secondaires importants.

C. Les mimétiques de I’état de transition

Les composés bisubstrats préparés par le groupe Bristol-Myers Squibb sont
basés sur un modéle hypothétique du site actif dans lequel le groupement thiol de la
« boite CA1A2X » attaque le carbone allylique du FPP par réaction nucléophile (Bhide
et al., 7994). Leur stratégie a consisté a connecter un groupement mimétique du
motif CA1A2X contenant un acide carboxylique, phosphonique ou phosphinique a la
chaine farnésyle du FPP (Patel et al., 1995a).

Ainsi, les composés BMS-186511 et BMS-184467 (figure 25) ont
respectivement des ICsp de 10 et 6 nM envers la FTase et présentent une bonne
sélectivité FTase/GGTase-l. Mais ces composés étant chargés, ils sont incapables
de pénétrer dans la cellule. In vitro, a une concentration de 100 uM, les esters
méthyliques pro-drugs de ces composés inhibent de 75 a 80% la croissance des
cellules transformées par I'oncogene H-ras sans manifestation de cytotoxicité. Les
travaux ne mentionnent pas encore d'essais cliniques ou in vivo (Manne et al., 1995).

o)
H H N\/m COOH
0 N\:)kN N\:/COOH ji”/ \/

= H = @) S
PN o \/S\CH \/ CH,
O 3 O\\P
P A A / N A N
HO HO
BMS-186511 BMS-184467

IC,, (FTase) = 10 nM ; IC, (GGTase-l) = 21 000 nM IC;, (FTase) =6 nM ; IC;, (GGTase-l) = 10 000 nM
Figure 25 : Inhibiteurs bisubstrats terpéniques

Une série d'inhibiteurs bisubstrats contenant le motif 1-(4-cyanobenzyl)-5-
méthylimidazole a été décrite (Lannuzel et al., 2003). Son meilleur composé (figure
25) présente une ICsp de 6 nM sur enzyme isolée mais n’inhibe que trés peu la
farnésylation de H-Ras dans les cellules (ICso = 1 pM).
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e e

Farnésyl
F/gure 26 : Inhibiteur bisubstrat non terpénique

Des inhibiteurs mimétiques de l'état de transition ont été congus avec un
fragment 1,4-diacide carboxyliquechélatant le magnésium, mimant le pyrophosphate
du FPP, I'imidazole 2,5-disubstitué chélatant le zinc substitué par un tripeptide AAX
se logeant dans le site de fixation de la « boite CA1A2X » (de Figueiredo et al., 2007).
Les meilleurs composés (figure 27) n’inhibent la FTase qu’a 35 ou 80 uM. Des
études de cinétique démontrent que les imidazoles 2,5-disubstitués ne sont pas des
analogues bisubstrats et seul le deuxiéme composé est compétitif du motif CA1AX.

Mg
COR
CO.R n=1 2 3
(0, 2 AAX= tripeptide (VFM ou VIA)
H3C\N N.__ . n=3, R=Et, AAX=VFM(OMe) => IC,,(FTase) = 35uM
— “Zn n=3, R=H, AAX=VFM => |C,,(FTase) = 80uM
n=2, R=H, AAX=VFM => |C,,(FTase) = 80uM
N—
N AAX

Figure 27 : Inhibiteurs mimétiques de I'état de transition

Il. Découverte de FTis par criblage de chimiothéques

Deux types de chimiothéques, avec des structures bien différentes, ont été
criblées sur la FTase :

o Les librairies de composés issus d’extraits de produits naturels

° Les chimiothéques de composés préparés initialement dans le traitement
d’autres pathologies.

A. Les composés naturels

De nombreux inhibiteurs de la FTase ont été découverts par screening de
chimiothéques de produits naturels isolés de microorganismes ou de plantes.
Beaucoup de ces composés n'ont subi aucune modification chimique. Méme si leurs
structures ne sont souvent pas comparables a celles des substrats naturels, ils
agissent dans la plupart des cas de fagon compétitive, du peptide ou du FPP (figure
28).

L'acide actinoplanique B et l'acide chaetomellique A sont des inhibiteurs
compétitifs du FPP, sélectifs de la FTase vis-a-vis de la GGTase-| et de la squaléne
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synthétase (SSase) (Silverman et al., 1997). Les groupements chargés carboxy
mimeraient le groupement diphosphate et les chaines lipophiles occuperaient
I'espace utilisé par le motif isoprene (Qian et al., 7997). La manumycine est
compétitive du FPP (Hara et al., 7993). Elle a montré une activité antitumorale
envers les tumeurs solides a K-Ras mutée (Hara et al., 1995). Le fusidiénol n’est
compétitif ni du FPP, ni de la protéine Ras et agit selon un mécanisme inconnu (Qian
et al., 1997). La pepticinnamine E provient d'une des fractions d'extrait
d’actinobactéries (Shiomi et al., 7993). Elle mime les deux substrats (Omura et al.,
1993).

Os__OH
OH
o _ CH,
Acide chaetomellique A
PP
o)
Manumycine
|
w7
N
ﬁ OH Fusidiénol
(0] MeO
\_\_Q_YH Q i |\/U\
—\ _N : N
J o
0 CH, O
HO Pepticinnamine E
ICs0 (NM)
Inhibiteur FTase GGTase |
Acide chaetomellique A 55 92 000
Acide actinoplanique B 50 >1 000
Manumycine 5000 180 000
Fusidiénol 300 Inactif
Pepticinnamine E 300 Inactif

Figure 28 : FTis issus de produits naturels
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Une cinquantaine d’analogues de la pepticinnamine E ont été préparé par
synthése en phase solide et seul une vingtaine se sont révélés actifs dans les
conditions de cette étude (figure 29) (Thutewohl et al., 2003a ; Thutewohl et al.,
2003b). Les études cinétiques révélent que certains de ces inhibiteurs sont
compétitifs du substrat peptidique, du farnésylpyrophosphate ou des deux substrats.

R,

Pepticinnamine E : 1IC5,=112uM
R= ; R,=0H; R;= CH;; R,=H; IC,, (FTase) = 5,3uM
Ut

R
0 IFS 0
a H o H o Ri= %? R,= OH ; Ry= CH; ; R;= H ; IC,, (FTase) = 9,3uM
\©\ Ry= Q_\\_ R,= Imidazole; R;=H ; R,= H ; IC,, (FTase) = 15,3uM

OMe OBn
Figure 29 : Analogues de la pepticinnamine E

Le screening d’une librairie d’inhibiteurs de SSase par le groupe Banyu
Pharmaceuticals a permis de découvrir le J-104,133, structuralement différent du
FPP mais dont il reste compétitif. Il inhibe la FTase avec une ICsy de 3,4 uM. Aprés
optimisation, le composé J-104,134 inhibe la FTase avec une ICsy de 5 nM. J-
104,135 est le plus actif des stéréoisomeres (figure 30) (Aoyama et al., 1998).

N O HOOC  o0m IC,, (M)
oﬁ( FTase GGTase-l
0 = 6 N\H/bo J-104,134 4S, 58, 8R, 9R 5 1300
9 ¥ 5 = 4

: ; J-104,135 4R,5S,8R,9R 3,9 n.d.
CH, O COOH

Figure 30 : Composés naturels inhibiteurs de la FTase et compétitifs du FPP

B. Les composés synthétiques

Le criblage des librairies de firmes pharmaceutiques a conduit, aprés
optimisation de leur structure, a la découverte de deux composés actuellement en
essais cliniques.

e L’inhibiteur R11577 (Tipifarnib, Zarnestra®) :

Le criblage d’une chimiotheéque de 3 300 composés par le groupe Johnsson
and Johnsson a permis d’identifier une quinoléine substituée, le R89154,
modérément active sur la FTase (Venet et al.,, 2003). Plusieurs modulations ont
conduit au composé R115777 qui inhibe sélectivement la FTase avec une ICs, de
7,9 nM (figure 31).
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H3
R-89154

Figure 31 : Obtention du R115777

R-115777

Des études par co-cristallisation (Reid et al., 2004a) ont récemment permis de
définir son mode de fixation (figure 32). Il se fixe de fagon compétitive dans le site
actif en interagissant avec la troisiéme unité isoprénoide du FPP. L’inhibiteur adopte
une forme en U, stabilisée par stacking entre les noyaux para et méta chlorophényle.
L’azote distal de I'imidazole chélate 'atome de zinc. L'inhibiteur forme des liaisons
hydrogéne par lintermédiaire de molécules d’eau entre I'atome d’oxygéne du
carbonyle de la quinoléinone et Phe360p de la protéine et entre 'amine primaire et
'atome d'oxygéne du groupement w-phosphate du FPP. Les autres interactions
formées par le R115777 avec lI'enzyme et le fragment farnésyle du FPP sont
uniquement de type Van der Waals. Des interactions aromatique-aromatique sont
relativement nombreuses : le para-chlorophényle interagit avec le farnésyle du FPP,
le noyau quinoléinone avec Tyr361p et le meétachlorophényle avec Trp1023 et
Trp1068.

Figure 32 : Co-cristallisation du Tipifarnib avec la FTase

La superposition, dans le site actif de 'enzyme, de I'inhibiteur avec le peptide
CVIM, substrat de la FTase (Reid et al., 2004a) montre comme pour le BMS-214662
gu’il ne mime que la partie CA1A>.

De par sa structure chimique, le Tipifarnib présente plusieurs insuffisances au
niveau pharmacocinétique. Plusieurs modulations ont donc été effectuées (figure 33).
Pour augmenter la solubilité et donc la biodisponibilité, 'imidazole a été remplacé par
un 1,2,4-triazole et un tétrazole (Angibaud et al., 2003b). Le triazole apporte une
inhibition enzymatique analogue a l'imidazole alors que le tétrazole la réduit. Afin
d’empécher la déméthylation de I'azote quinoléinique, le N-méthyle a été rigidifié
dans un hétérocycle a 5 ou 6 chainons entre les sommets 1 et 8 de la quinolinone.

-64 -



Les différentes stratégies utilisées dans le
drug design des inhibiteurs de farnésyltransférase

Des reésultats similaires au Tipifarnib sont obtenus avec la pyrrolidine (n=1)
(Angibaud et al., 2003a). Un tétrazole a également été inséré entre les sommets 1 et
2 de la quinoléine ou de la quinazoline, conférant une inhibition de la FTase
analogue au Tipifarnib (Angibaud et al., 2003c). Des études de modélisation
moléculaire ont suggéré le remplacement du groupement 4-chlorophényle par
d’autres hétérocycles (Angibaud et al., 2007). Les meilleurs résultats sont obtenus
avec limidazole en position 1 de la quinazoline et substitué en position 2 de
'imidazole par un benzyle.

Cl

Cl
O O R=OH, NH,, H

Het= -
. R R
— > Het ‘ X ANTN\ Ny N~
5 |
Nge
CH

NH,, Het=A => IC,,(FTase) = 1,3 (enz.) et 24 nM (cell.)
H, Het=A => IC;(FTase) = 1 (enz.) et 80 nM (cell.)
OH, Het=B => IC4(FTase )= 0% & 100nM

R
R
R

|

CH,
Tipifarnib IC, (FTase)=0,9 (enz.)
et 1,7 nM (cell.)

=CH,, n=1 => IC4,(FTase) = 0,5 (enz.) et 4 nM (cell.)
=0, n=2 => IC,(FTase) = 1,6 (enz.) et >500 nM (cell.)

\ !

N=N
R=H =>IC,,(FTase) = 1 nM X=C =>|C,(FTase) = 3,5 (enz.) et 55 nM (cell.)
R=CN => IC;,(FTase) = 1 nM X=N =>|C,(FTase) = 2,5 (enz.) et 12 nM (cell.)

Figure 33 : Modifications du Tipifarnib

e L’inhibiteur SCH66336 (Lonafarnib, Sarasar®) :

Le criblage des chimiotheques de dérivés d’antihistaminiques de Schering-
Plough a permis de sélectionner le composé tricyclique SCH-44342, actif envers la
FTase avec une ICso de 250 nM (Bishop et al., 2001) (schéma 34). Une molécule
trihalogénée est le résultat de plusieurs modulations; le SCH-66336 posséde une
bonne sélectivité envers la FTase (ICso = 2 nM) et une bonne biodisponibilité
(Taveras et al., 2003).
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SCH-44342 SCH-66336

Figure 34 : Obtention du SCH-66336

Des études par co-cristallisation avec la FTase (Strickland et al., 1999) ont
permis de déterminer son mode d’interaction avec I'enzyme (figure 35). Il n’y a pas
de chélation du zinc et le tricycle forme un stacking avec la partie isoprénoide du
FPP. Plus tard, en connaissant le mécanisme de farnésylation, il a été démontré
(Long et al., 2002) que le SCH-66336 mimait a la fois la conformation étendue et
coudée de la « boite CA1AX » (figure 35).

" farnesyl
\ /CVIM
L |

e et sa superposition avec le peptide CVIM

- {j‘.
Figure 35 : Co-cristallisation du SCH-66336 avec la FTas
en conformation étendue (A) et avec le peptide CVIM farnésylé en conformation coudée (B)

D’autres structures comportant un ensemble tricyclique (figure 36), dérivés du
SCH-66336, ont été congues. Ces composés comportent un groupement chélateur
de zinc tel que I'imidazole (Huang et al., 2006) ou une pipérazine fixée directement
sur le tricycle (Njoroge et al., 2006).

Br/\ Cl

N
N
SUPYe
O\ N NN
N/go ©
H

IC, (FTase) = 4,5 nM ; EC;, (FTase) = 4,2 nM IC,, (FTase) = 7 nM ; EC,, (FTase) = 72 nM
Figqure 36 : FTis tricycliques dérivés du SCH-66336
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Des dérivés tricycliques ont également été préparés au laboratoire. Ces
molécules associent un groupement chélateur de zinc et un tricycle (figure 37)
(Gilleron et al., 2007). Les meilleures activités (FTase et cellulaire) sont obtenus avec
le tricycle dioxodibenzothiazépine substitué par un groupement propylmorpholine.

CN

@
0=z

,Hs, C4H,, C,Hy, C;Hs-morpholine

N7 N O

\;K/ /—n R
N N |
__/

X

L)

n=2; X= SO,; Y= N; C,;Hs-Morph => IC4(FTase)=17nM ; IC4,(PC3)=27uM
Figqure 37 : FTis possédnt un tricycle et un chélateur de zinc

-67 -



CONCEPTION ET
EVALUATION PHARMACOLOGIQUE

DE NOUVEAUX INHIBITEURS POTENTIELS DE
FARNESYLTRANSFERASE




Conception et évaluation pharmacologique de nouveaux
inhibiteurs potentiels de farnésyltransférase

La prise en considération de la spécificité des différentes familles d’inhibiteurs
de farnésyltransférase nous a conduit a concevoir des inhibiteurs mimétiques de la
« boite CA1AX ». En effet, le FPP sert de substrat pour plusieurs enzymes et
participe a la biosynthése du cholestérol. Un composé mimant le FPP risquerait donc
de perturber d’autres processus enzymatiques.

Au sein de notre laboratoire, de nombreux FTis ont été préparés. Les premiers
d’entre eux étaient directement inspirés de l'inhibiteur historique, le peptide CVFM.
Ces FTis étaient de nature peptidique et comportaient d’'un cété, un résidu cystéine
qui chélate 'atome de zinc et de l'autre c6té un analogue du résidu méthionine
conférant la sélectivité FTase vis-a-vis de la GGTase-l. Les deux groupements sont
disposés pour une interaction optimale avec le site actif de 'enzyme.

Initialement de nature peptidique et soufrée, les inhibiteurs de FTase du
laboratoire ont ensuite évolué vers des composés non-peptidiques non soufrés. La
diversité de ces FTis a enrichi les données de relations structure-activité, permettant
ainsi le développement d’'un modéle de pharmacophore (figure 1). De plus, les
diverses études publiées de cristallisation de I'enzyme (Long et al., 2002 ; Long et
al., 2004) ont permis d’effectuer le docking de ces molécules, permettant ainsi de
déterminer leur mode de fixation et leurs interactions avec les différents éléments du
site actif de la FTase.

A partir de ce modéle de pharmacophore, différentes séries de composés ont
été préparées en modulant les trois éléments du pharmacophore. Chacune de ces
séries est centrée autour d’'un espaceur, souvent maintenu constant, qui est
généralement un hétérocycle. Les modulations se font au niveau du groupement
hydrophobe et parfois également au niveau du groupement chélateur de zinc.

<-CHs

HN\)]\

HS

N N COOH
H

\

CVFM
IC;, (FTase) = 60 nM

chélateur
de
zinc

groupement(s)
hydrophobe(s)

espaceur

Figure 1 : Conception de nouveaux inhibiteurs potentiels de farnésylfransférase
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I. Conception d’un nouvel espaceur de type 4-aminopipéri-
dine-2-carboxylate de méthyle

Les premiers travaux sur les FTis consistaient a la suppression progressive du
caractére peptidique en modulant, successivement, les trois éléments du
pharmacophore. La partie A1A; a d’abord été remplacée par divers espaceurs
aromatiques (biphényle) ou hétérocycliques (pipéridine ou pipérazine), puis la
cystéine par un imidazole et enfin le facteur de sélectivité X, la méthionine, par
d’autres acides aminés ou des substituants hydrophobes.

A. Présentation des premiers FTis préparés au laboratoire

L’'un des premiers espaceurs utilisés au laboratoire pour concevoir des
inhibiteurs de FTase est le N-(4-pipéridinyl)benzamide (Houssin et al., 2002). Les
modulations concernaient principalement la nature de I'acide aminé porté par 'amine
exocyclique. Le groupement chélateur de zinc, maintenu constant, est la cystéine. Le
méthioninate de méthyle apportait les meilleurs résultats enzymatiques avec
cependant une absence d’activité au niveau cellulaire (figure 2).

~
i L
HS%NMN COOCH,
NH, )
A1

IC,, (FTase) =22 nM ; IC,, (GGTase-l) >100 nM
Figure 2 : Composé A1 avec un espaceur N-(4-pipéridinie)benzamide (Houssin et al., 2002)

Dans un second temps, d’autres modulations ont été réalisées dans le but
d’affiner les relations structure-activité et d’augmenter 'activité cellulaire (tableau 1).
La faible stabilité de la cystéine a conduit a son remplacement par le benzylimidazole
substitué par le groupement R; dont l'influence du caractére électronique a été
etudiée en utilisant des groupements électrodonneurs tels que le méthyle et le
méthoxy et des groupements électroattracteurs tels que le trifluorométhyle et le
groupement cyano. Ensuite, afin de favoriser les interactions avec la cavité
hydrophobe de I'enzyme, la nature des groupements R (tert-butyle, benzoyle ou
éthylméthylsulfure), Rs; (benzoyle ou benzyle) et Rs (fonction acide ou ester
méthylique) portés par 'amine exocyclique a été modifiée.

L’inhibition de la FTase augmente lorsque le groupement R; est
électroattracteur (nitrile et trifluorométhyle) alors qu’elle diminue quand R; est
électrodonneur (méthyle et méthoxy). La méthionine (A6), la phénylalanine (A7) ou
I'isoleucine (A8) apporte, comme prévu, la sélectivité sur la FTase vis-a-vis de la
GGTase-l. Les acides A9 et A10 étant moins actifs que leur esters correspondants
A6 et A7, ces composés ne sont donc pas des prodrugs. Le méthioninate de méthyle
(A6) apporte la meilleur inhibition de la FTase (IC5o = 5 nM) et le remplacement de la
fonction amide par une fonction amine (A11) augmente le pouvoir inhibiteur (IC5p = 2
nM).
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% [
. C NLNMZL R,

" Re Rs Ry FTase ICSO((BrEBI\q')ase-I
A1 22 >100
A2 H (CH,),SCH3 COCeHs | COOCH; | 397 nd.
A3 CH3 (CH2),SCH, COCgHs | COOCH; 600 n.d.
Ad CFs (CH.),SCH COC¢Hs | COOCH; 44 n.d.
A5 OCH, (CH,),SCHj5 COCg¢Hs | COOCH; 575 n.d.
A6 CN (CH,),SCH; COCsHs | COOCH, 5 > 2000
A7 CN CH,CeHs COCeHs | COOCH; 22 >2 000
A8 CN CH(CH;)CH.CH; | COCgHs | COOCH, | 33 >2 000
A9 CN (CH2);SCH;, COCeHs COOH 10 > 2000
A10 | CN CH,CeHs COCeHs | COOH 54 >2000
A1 CN (CH,),SCH; CH,CsHs | COOCH; 2 > 2000

Tableau 1 : Résultats pharmacologiques des composés formés d’un cycle 4-aminopipéridine et du 1-
(4-cyanobenzyl)imidazole (Millet et al., 2004)

Les composés A6 et A11 montrent une bonne inhibition de la FTase (tableau
2). La présence de l'imidazole en tant que groupement chélateur de zinc est gage de
I'existence d’'une bonne activité enzymatique. De plus, la présence du groupement
méthioninate de méthyle assure la sélectivité FTase vis-a-vis de la GGTase-l. La
molécule A6 posséde un pouvoir d’inhibition de la prolifération cellulaire des lignées
L-1210 (cellules leucémiques murines) et DLD-1 (lignée cancéreuse du célon, K-ras
mutée).

IC50 (nM) ECso (HM)
FTase GGTase-l L-1210 DLD-1
A1 >100 >10 18,1
22
A6 5 >2000 0,02 9,20
A11 2 >2000 >5 12,9

Tableau 2 : Résultats pharmacologiques des FTis A1, A6 et A11 (Millet, 2004)

Le docking de la molécule A11 (figure 2) dans le site actif de 'enzyme permet
de définir son mode de fixation. L’azote distal de I'imidazole chélate 'atome de zinc.
Le groupement cyanobenzyle de lI'imidazole crée des interactions de type stacking
avec la chaine isoprénoique du FPP. La méthionine (sous forme d’ester méthylique)
et le benzoyle interagissent par des interactions de type électrostatique avec la
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cavité hydrophobe définie par les acides aminés Trp1023, Trp1063 et Tyr361pB. Les
groupements aroyle et benzyle de [linhibiteur participent a une interaction
intramoléculaire de type aromatique-aromatique conférant une forme en U a
linhibiteur.

Tyr361B

N
\T’JL _— Trp106p

)

'—w /
N
—S
QNJ Tyr102p

Figure 3 : Docking du composé A11 dans le site actif de la FTase (Millet et al., 2004).

B. Conception de nouveaux inhibiteurs

Les travaux antérieurs autour de I'espaceur 4-aminopipéridinique ont permis
'obtention d’inhibiteurs de FTase actifs et sélectifs (vis-a-vis de la GGTase-l).
Néanmoins, l'activité cellulaire n’étant pas satisfaisante et diverses modifications ont
donc été entreprises (figure 3) :

v Le docking du composé A11 dans le site actif de la FTase (Millet et al.,
2004) montre que I'atome de carbone 2 de la pipéridine se trouve a proximité de
I'hydroxyle phénolique de Tyr361p (figure 3); une liaison hydrogéne avec cette
fonction est susceptible d’augmenter I'activité enzymatique. De plus, cet acide aminé
étant une leucine dans la GGTase-l, permettrait a cette interaction de privilégier la
sélectivité FTase/GGtase-l. Le groupement choisi pour former cette liaison
hydrogéne est le carboxylate de méthyle mais d’autres substituants tels que des
alcools, des acides caroxyliques, des esters ou des amides seront envisagées.

v L’atome de soufre de la méthionine s’oxydant facilement en sulfone,
d’autres groupements ont été envisagées en R;. Le phénylalaninate de méthyle,
présent dans le composé A7 (ICs (FTase) = 22 nM), a d’abord été testé. Ensuite,
différents groupements hydrophobes aromatiques (benzoyle, naphtoyle, biphénoyle)
ou aliphatiques (adamantanoyle) ont été utilisés (figure 4).

Les composés de cette série comportant deux carbones asymétriques C2 et
C4. La voie de synthése a été choisie afin de séparer le composé 2S du composé 2R
et de préparer deux séries de diastéréoisoméres: ceux de la série 2S et ceux de la
série 2R. La stéréochimie en position 4 n’étant pas maitrisée en cours de synthése,
les produits finaux sont obtenus sous forme de mélange des deux énantioméres dont
la séparation est envisagée en fonction de la qualité des résultats pharmacologiques.
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liaison(s) hydrogéne ?

Tyr361p

P s
B4 25z

N Tyr1 02p

Tyr166p

Arg202p

~/

Figure 4 : Conception des inhibiteurs de la série B

C. Résultats pharmacologiques

L’évaluation pharmacologique des composés de la série B se fait
systématiquement par mesure de linhibition de farnésylation et par mesure de
I'inhibition de prolifération cellulaire (tableau 3). J'ai réalisée personnellement la
mesure de linhibition de la FTase a I'Institut de Chimie des Substances Naturelles
de Gif-sur-Yvette (Essonne). La méthode utilisée pour évaluer I'activité enzymatique
met en jeu un substrat peptidique fluorescent (dansyl-GCVLS) dont la fluorescence
augmente avec sa farnésylation, permettant ainsi de mesurer [linhibition de
farnésylation (Cassidy et al., 7995). Le pouvoir anti-prolifératif est évalué au
laboratoire par le test MTT sur deux lignées cellulaires hormono-indépendantes du
cancer de la prostate : DU145 (a métastases cérébrales) et PC3 (a métastases
osseuses). Ces deux phénotypes cellulaires ont été choisies en raison de leur
résistance marquée aux anticancéreux.

Le prodrug du L-739750 (ICs, (FTase) = 1,8 nM), le L-744832 (Calbiochem),
a été utilisé comme composé de référence (figure 5). Il a été choisi en raison de son
utilisation classique comme FTi de référence. Il est décrit avec des IC5o(PC3) = 225
nM et 1C50(DU145) = 20 uM (Sepp-Lorenzino et al., 2007), qui, dans notre modéle,
sont respectivement de 75 uM et de 78 pM. De plus, une étude in vivo sur des souris
xénogreffées, montre a 30 mg/kg une diminution de la tumeur de 85 % sur DU145 et
de 87 % sur PC3 (Sirotnak et al., 2000).

CH, SO,Me
Figure 5 : Inhibiteur de référence L-744832

L’espaceur 4-aminopipéridine-2-carboxylate de méthyle substitué par le 4-
cyanobenzylimidazole comme chélateur de zinc contribuent a inhiber la FTase de

-73-



Conception et évaluation pharmacologique de nouveaux
inhibiteurs potentiels de farnésyltransférase

facon modérée avec des activité enzymatiques de l'ordre du submicromolaire
(tableau 3). Le phénylalaninate de méthyle apporte les meilleurs activités
enzymatiques, avec une ICsy de 34 nM pour I'énantiomére 2S (16) et de 76 nM pour
le 2R (17). Les autres groupements hydrophobes aménent a des activités
enzymatiques assez inférieures.

De maniere inattendue, il ne se dégage pas de corrélation entre le pouvoir
inhibiteur de la FTase et la configuration de I'atome de carbone 2. Plusieurs
hypothéses ont été émises. Les composés étant testés sous forme de mélange
d’épimeéres 4R et 4S, I'étude précise de leur énantiosélectivité est difficile. De plus, la
flexibilité relative du fragment 4-aminopipéridine induit de multiples conformations qui
peuvent donc s’agencer de différentes facons dans le site actif de l'enzyme,
indépendamment de sa stéréochimie.

Tous ces composés sont des esters hydrolysables, au niveau cellulaire, en
leur acide correspondant. lls sont donc susceptibles d’étre des prodrugs. Pour le
vérifier, les acides correspondants seront préparés (par saponification), afin de
mesurer leur activité enzymatique.

En dépit de leur faible activité enzymatique, la plupart de ces composés sont
actifs sur les deux lignées cellulaires testées. Ce résultat inattendu peut s’expliquer,
soit par la lipophilie du groupement carboxylate de méthyle, soit par I'inhibition d’une
autre cible biologique. Contrairement a 'activité enzymatique, les composés 16 et 17
(avec phénylalaninate de méthyle) sont parmi les moins actifs sur ces deux lignées.
Ces composés sont plus actifs sur la lignée DU145 que sur la lignée PC3. A
I'exception des composés 41 et 42, tous les inhibiteurs de la série B disposent d’'une
activité anti-proliférative sur la lignée PC3 (inférieure au composé de référence, le L-
744832 (IC50 = 75 yM) dans notre modeéle cellulaire).

OO

|C50 Ic50
R4 ] Configuration| FTase | DU145 | PC3 R4 | Configuration | FTase [ DU145 | PC3
(M) | (M) | (uM) (M) | (M) | (uM)
A11 2 N.D. | N.D.
L-744832 27 78 75
30% a ii
16 2s 34 9 |00 LM 17 2R 76 91 920
o o
—0 —O0
R 21%a | 16%a R
s | () 2s 557 | 400,m | 100, m| | 4 I, 2R N.D. | ND. | ND.
0O, 0.
o
37 a 2s 275 68 :zoﬁla M 2R 443 88 54

Q

48% a

38 O O 28 571 63 100 uM 42 Q O 2R 191 54

7

Tableau 3 : Résultats pharmacologiques des composés de la série B

Des études de docking ont été effectuées, par le Docteur Amaury Farce, sur
le composé 16, possédant le phénylalaninate de méthyle, disposant de la meilleure
activité enzymatique. Le docking est realisé a I'aide du programme GOLD sous
SYBIL. Ces études s’appuient sur un algorithme génétique qui permet de
positionner a partir du squelette du ligand ses descendants conformationels
exercants le plus d’'interactions avec le site actif et engageant le moins de pénalités
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(entropie conformationnelle et clash stérique). A partir de fonctions de scoring dix
poses sont ensuite sélectionnées et évaluées statistiquement de facon consensus.
Ces résultats sont alors investiguées grace a I'ceil avisé du modélisateur.

Il adopte une conformation en U. L’atome distale de l'imidazole chélate le
zinc et son substituant 4-cyanobenzyle forme des interactions de type stacking avec
les doubles liaisons du FPP. Le phényalaninate de méthyle vient se loger dans le
« Az binding site » formé par Tyr361B, Trp102p et Trp106B. Le groupement
carboxylate de méthyle ne forme pas de liaison hydrogéne avec la tyrosine mais se
positionne a I'entrée de « I'exit groove ».

"Exit groove"

¢4N/< Leu96p
N 0
N

O/

Tyr361p

Cys953
NH
CN
0] <|) "A, Binding Site"
Trp1023
Trp10683

Figure 6 : Docking du composé 16 dans le site actif de la FTase

Autour des composés de la série B, plusieurs modifications peuvent étre
envisageées (figure 7) :

v' L’ester de méthyle, ne formant pas de liaison hydrogene avec Tyr361,
pourrait étre remplacé par un autre groupement tel qu'un alcool, un acide
carboxylique ou un amide primaire. Ceux-ci pourraient également étre substitués par
un groupement plus encombré (alkyle ou aryle), permettant ainsi de mieux interagir
avec « l'exit groove ».

v La différence d’'activité significative entre les amides (16 et 17) et les
amines (36-43) suggere que [lutilisation d’autres acides aminés ou d’autres
groupements alkyles hydrophobes améliorerait I'affinité avec le site actif de 'enzyme.

Utilisation d'autres groupements

hydrophobes
AL
N N
T
N Oél‘\?

Remplacement de

l'esterpar: O 0
wor A L
n Q NH
n=0,1 A A

A= H, alkyle, aryle
Figure 7 : Modulations envisageables autour de la série B
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Il. Conception d’inhibiteurs avec un espaceur 1,4-
diazépanique (série J, KetL)

D’autres composés ont été préparés en prenant en considération les relations
structure-activté de la série B (figure 7). Une mini chimiothéque de 64 composés,
d’'une grande diversité et originalité chimique, a donc été préparée, facilement, par
synthése paralléle (figure 8) (Gilleron et al., 2006)

N N N/R
Q| H Série B

Mini chimiotheque de
64 composés

Figure 8 : Conception de la mini-chimiotheque

A. Découverte de « hits » a partir d’une librairie focalisée de
64 composés préparés par synthése paralléle (Gilleron et al., 2006)

La conception des 64 composés de cette mini chimiothéque est basée sur le
modele de la « boite CA1A2X ». Ces composés se différencient par 8 connecteurs
(A1A2) et 8 chélateurs (C) différents pour former 64 composés. Les résultats
pharmacologiques de la série B ont incité a garder la phénylalanine comme facteur
de sélectivite. De plus, il a été démontré que des groupements hydrophobes,
préférentiellement aromatiques, sont favorables a une sélectivité FTase vis-a-vis de
la GGTase-l (deSolms et al., 1995).

Cette mini chimiothéque a été réalisée par synthése paralléle sur support
solide, par la méthode Multipin®. Cette méthode est de plus en plus utilisée dans le
domaine de la conception de médicaments car elle permet de synthétiser assez
rapidement un grand nombre de produits dans des quantités de 4 a 5 mg. Lors de
leur séparation des « pins », les produits finaux, fixés a un linker de type « Rink
amide » (RAM), sont libérés sous forme d’amides.

Aprés criblage par un test rapide de prolifération cellulaire (test MTT) sur la

lignée cellulaire DU145, huit composés ont été retenus et resynthétisés en solution.
Leur activité enzymatique sur la FTase a ensuite été évaluée. Deux molécules, les
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composés C1 et C7 (figure 9), ont révélé des activités enzymatiques et cellulaires

intéressantes.
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Figure 9 : Découverte de « hits » a partir d’une librairie focalisée de 64 composés

Le docking des deux hits met en évidence leur mode d’interaction avec le site
actif de la FTase (figure 10). L’'atome distal de I'imidazole chélate I'atome de zinc et
son substituant 4-cyanobenzyle interagit par stacking avec les doubles liaisons
isoprénoides du FPP. Le benzyle de 'homophénylalanine se loge dans I'« exit
groove » et 'aromatique du phénylalaninamide, dans le « Az binding site ». La liaison
hydrogéne intramoléculaire entre I'oxygéne de I'amide et I'hydrogéne de I'amine
rigidifie 'espaceur, lui conférant une conformation « étendue ».
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Figure 10 : Docking du composé C7

Aprés farnésylation, la chaine isoprénoide vient se loger dans « l'exit
groove », entrainant le passage a une conformation coudée de type de B—turn de la
« boite CA1AX ». La superposition de C7 avec le produit farnésylé montre que
'inhibiteur mime toute la partie peptidique et le premier motif isoprénoide de la
chaine farnésyle.

Figure 11 : Superposition du composé C7 avec la « boite CA1AX »

B. Conception de I'espaceur 1,4-diazépanique a partir de
« hits »

Les études de modélisation moléculaire des composés C1 et C7 montrent la
présence d’une liaison hydrogéne intramoléculaire au niveau du connecteur central
(figure 10). Cette interaction intramoléculaire apporte une pseudoforme cyclique a
I’'homophénylalanine. Cette conformation a donc été mimée en rigidifiant 'espaceur
en 1,4-diazépane et en 5-phényl-1,4-diazépane (figure 12).

Une structure de type 1,4-diazépane présente plusieurs avantages. D’abord,
d’'un point de vue chimique, un tel hétérocycle permet une substitution assez facile
de chaque atome d’azote par synthése paralléle sur phase solide. Ensuite, le
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maintien d’au moins un des deux atomes d’azote sous forme d’amine tertiaire,
permet d’obtenir ces composés sous forme de sel, augmentant leur hydrosolubilité.

Le diazépane est substitué sur un premier atome d’azote par un groupement
hydrophobe R; et sur le deuxieme atome d’azote par le groupement chélateur de
zinc. Le screening de la librairie montre que le groupement chélateur de zinc
apportant le meilleure inhibition de la FTase reste le para-cyanobenzylimidazole. Ce
dernier est donc présent sur toutes les molécules de ces séries (figure 12).

Le 1,4-diazépane est a l'origine de trois séries de composés (figure 12). Dans
un premier temps, les modulations du 1,4-diazépane sont effectuées au niveau de R,
avec une vingtaine de groupements hydrophobes, pour donner la série J. Les
relations structure-activité de FTis montrent que l'ajout d’'un substituant sur le
connecteur central augmente de fagon importante I'activité enzymatique. Dans cette
optique, le 5-phényl-1,4-diazépane a donc été préparé. Cet hétérocycle est substitué,
d’abord, en position 1 par le groupement chélateur de zinc et en position 4 par 6
groupements hydrophobes de la série J, formant ainsi la série L. Ensuite, la position
de ces deux substituants est inversée pour conduire a la série K.
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Figure 12 : Conception du cycle 1,4-diazépane
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1. Evaluation pharmacologique des composés possédant le
1,4-diazépane (Série J)

Dix-neuf composés avec le 1,4-diazépane comme espaceur ont été
synthétisés, en modulant le groupement R, par divers résidus hydrophobes. Les
résidus hydrophobes choisis sont soit aromatiques tels que le benzéne substitué par
des groupements électroattracteurs (halogénes, nitrile) ou électrodonneurs (méthyle,
méthoxy), le naphtalyle, le biphényle ou des hétérocycles (pyridinyle ou thiophényle)
soit aliphatiques cyclique (cyclohexyle et adamantyle) ou acyclique (isobutyle) (figure
13). La diversité des groupements R; utilisés permet ainsi de compléter les relations
structure-activité et notamment au niveau du « A, binding site ».

< gelealeaiodelofcatoWoRs
o =:{h%‘$‘7m©

63
F/gure 13: Composes de la série J

Plusieurs parametres pharmacologiques ont été mesurés : l'inhibition de la
FTase (figure 14) et linhibition de la prolifération cellulaire sur deux lignées
cancéreuses (figure 15) : DU145 et PC3.

Toutes ces molécules inhibent la FTase; I'ensemble regroupant le (4-
cyanobenzyl)imidazole et le 1,4-diazépane est donc un premier élément permettant
d’'inhiber la FTase. Le composé 46, avec un groupement benzoyle, présente une trés
bonne activité inhibitrice de la FTase avec une ICso de 8 nM ; sa substitution par des
groupements électroattracteurs (fluore, chlore, brome) ou électrodonneurs (méthoxy,
méthyle) entraine la diminution de l'inhibition enzymatique. Parmi les trois halogénes
utilisés, le chlore (48) apporte la meilleur activité (ICso = 25 nM). Le passage de la
position ortho a para du fluor (50) augmente l'activité. Le remplacement du phényle
par un groupement bioisostére, pyridinyle (54) et thiophényle (55), n’améliore pas
I‘activité. L’activité des composés biaryle tels que biphényle (56 (para), 57 (méta) et
58 (ortho)) ou naphtoyle (59 (o) et 60 (B)) démontre que la cavité hydrophobe serait
plus large que profonde. Le passage a des substituants aliphatiques donne des
résultats différents. Le groupement isobutyle (compsé 62) diminue fortement
I'interaction avec le site de fixation (ICso = 205 nM), mais la présence de I'adamantyle
(composé 64) apporte la meilleure activité inhibitrice de la FTase de la série (ICs0= 5
nM).

La rigidification de I'homophénylalanine du composé C1, qui dispose d'une
ICso(FTase) de 117nM, en hétérocycle 1,4-diazépane confére un pouvoir inhibiteur
de la FTase, confirmant ainsi notre hypothése de départ. De plus, ces relations
structure-activité montre qu’'un groupement volumineux, assez court, aromatique ou
aliphatique, est favorable a I'inhibition de la FTase.
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Figure 14 : Activités enzymatiques des composés de la série J

Le pouvoir inhibiteur de la FTase de ces composé n'est pas directement
corrélé avec linhibition de prolifération des deux lignées cellulaires étudiées. En
effet, seulement 8 composés (48, 51, 56, 57, 58, 60 et 64) sur les 19 préparés
peuvent étre considérés actifs sur le test d’inhibition de prolifération cellulaire (figure
15). Des inhibiteurs puissants de FTase, comme le composé possédant un benzoyle
(46), ont un pouvoir anti-prolifératif sur les lignées cellulaires DU145 et PC3
négligeable. Ceci suggére que la trés faible activité cellulaire de certains de ces
inhibiteurs de FTase (composés 46, 53 et 61) est due a leur manque de pénétration
cellulaire. En effet, le calcul théorique de la lipophilie (logPcac) de tous ces composés
(courbe en jaune figure 15) montre que les composés les moins lipophiles (logPcaic <
2,5) disposent d’ICso supérieures a 100 pM tandis que les composés les plus
lipophiles (logP > 2,5) inhibent la prolifération cellulaire. Cette remarque pourra étre
étayée expérimentalement par la mesure du logP ou de l'inhibition de farnésylation
intracellulaire.

Ces 8 composés disposent d’'un meilleur pouvoir antiprolifératif que le produit
de référence sur les deux lignées étudiées. Les composés avec le 24-
dichlorophényle (51) et 'adamantyle (64) inhibent la prolifération cellulaire de la
lignée PC3 avec des ICsg respectives de 26 et 21 uM.
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Figure 15 : Inhibition de prolifération cellulaire sur DU145 et PC3 de composé de la série J

Le docking du composé 64 avec I'adamantyle est comparable a celui déja
obtenu avec les autres composés. L’atome distal de I'imidazole chélate 'atome de
zinc et le 4-cyanobenzyle forme des interactions de type stacking avec la chaine
farnésyle du FPP. Le groupement hydrophobe se loge dans le « A, binding site »
formé par Tyr3618, Trp1028 et Trp106p.

N> Tyr361p

"A, Binding Site"
Trp106p3

Trp102B

Figure 16 : Modélisation moléculaire du composé 64
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2. Evaluation pharmacologique des composés possédant le
5-phényl-1,4-diazépane (séries Ket L)

Les résultats pharmacologiques de la librairie montrent que I'ajout d’un
benzyle sur ’lhomophénylalanine du composé C1, donnant le composé C7, entraine
le passage de l'activité enzymatique d’une ICso(FTase) de 117 nM a 28 nM. Le
docking de C7 montre une interaction du phényle avec « I'exit groove ». Le phényle
du 5-phényl-1,4-diazépane interagirait de fagon analogue avec le site actif de
I'enzyme, augmentant ainsi I'activité enzymatique. De plus, la lipophilie apportée par
ce substituant permettrait d’accroitre la passage membranaire cellulaire et donc
I'activité cellulaire.

Les séries K et L se distinguent par la position de deux substituants sur
'espaceur 5-phényl-1,4-diazépane (figure 17). Le groupement chélateur de zinc est
situé en position 1 dans la série K tandis qu’il se trouve en position 4 dans la série L.

Les 6 groupements R, ont été choisis dans le but d'établir rapidement des
relations structure-activité. Pour cela, ces groupements, issus de la série J, sont
sélectionnés en fonction de leurs résultats pharmacologiques. Deux groupements
aliphatiques (cyclohexyle et adamantyle) et quatre groupements aromatiques
(phényle, 2,4-dichlorophényle, naphtalyle et ortho-biphényle) ont été introduits.

CN

CN CN
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1N %N\
gw \f 4 %
SN seriek SerieL
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”Q@ ”Q@

107
F/gure 17 : Structures générales des composé des séries K etL

Au cours de la synthése du diazépane, les conditions réactionnelles aménent
a la formation secondaire de la 1-(3-phénylpropyl)éthane-1,2-diamine, par scission
de I'hétérocycle entre le carbone en alpha du phényle et 'amine. Cette diamine a été
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utilisée pour préparer deux composés (111 et 112), permettant ainsi de vérifier
I'intérét de la rigification en diazépane (série K’) (figure 18).

CN CN

Série K'
Figure 18 : Composés de la série K’

L’étude pharmacologique effectuée sur les série K, K’ et L est identique a
celle des précédentes séries (tableau 4, figures 19, 20 et 21).

La position du groupement chélateur de zinc et du groupement hydrophobe
sur le 5-phényl-1,4-diazépane influe de fagon importante sur 'inhibition de la FTase.
En effet, les composés avec le groupement chélateur de zinc en position 4 (série L)
disposent d’activités enzymatiques nettement supérieures aux molécules avec ce
méme substituant en position 1 (série K). Ceci est parfaitement illustré avec le
cyclohexyle comme groupement Ry, ou la différence d’activité enzymatique est d’'un
facteur 70 entre les composés 107 (ICso = 7 nM) et 129 (IC50 = 503 nM). Les
composeés 111 et 112, issus de l'ouverture du diazépane, étant moins actifs que leur
analogues hétérocycliques 125 et 128, justifient lintérét d’'une cyclisation de
I'espaceur sous la forme d’un diazépane. Tous les composés de la série L disposent
d’'un trés bon pouvoir inhibiteur de la FTase. Cependant, l'activité enzymatique des
composeés avec le 5-phényl-1,4-diazépane de la série L n’est que légerement
supérieure aux composés avec le 1,4-diazépane de la série J. L’ajout d’'un deuxieéme
groupement hydrophobe ne semble donc pas apporter une interaction
supplémentaire avec le site actif de la FTase.

IC s Série K'
FTase (nM) | DU145 (uM) | PC3 (uM)

Ri2 CN
29 75
H o
D 31 52 50 N N\T
R
N& 2
112 90 34 50 \—=n

Tableau 4 : Résultats pharmacologiques des composés de la série K’

NO
L-744832

111

Erreur ! Liaison incorrecte.Figure 19 : Comparaison des activités enzymatiques des composés des séries
J, K et L (les chiffres en gras correspondent a I'lCsy et ceux en italique au numéro de la molécule)

Le docking des composés 107 (en bleu) et 129 (en jaune) dans le site actif de
la FTase permet de comprendre la différence d’activité entre les composés des
séries K et L (figure 20). Dans les deux cas, I'atome distal de I'imidazole chélate
I'atome de zinc et son substituant, le 4-cyanobenzyle, forme des interactions de type

-84 -



Conception et évaluation pharmacologique de nouveaux
inhibiteurs potentiels de farnésyltransférase

stacking avec les motifs isoprénoides du FPP. Dans le cas du composé 129, le
cyclohexyle et le diazépane se logent parfaitement dans le cavité « A, binding site »,
formée par Tyr361B, Trp102B et Trp106B tandis que le fragment analogue du
composeé 107 se place a I'extérieur de 'enzyme, diminuant fortement les interactions
avec le site actif. La faible différence d’activité enzymatique entre les composés des
séries J et L est corrélée avec I'absence d’interaction du phényle, situé en position 5
de I'espaceur, avec le site actif de la FTase.

Figure 20 : Docking des composés 107 (en bleu) et 129 (en jaune) dans le site actif de la FTase

L’ajout du phényle sur le diazépane augmente légérement [Iactivité
enzymatique, suggérant ainsi une faible interaction supplémentaire avec le site actif
de la FTase. En effet, la mesure du potentiel électronique de surface des composés
63 et 107 montre la présence au niveau d’'un atome d’hydrogéne du diazépane d'une
charge positive en direction de I'acide aspartique Asp359p (figure 21).

Asp359p A Asp359p

Figure 21 : Mesure du potentiel électrostatique des composés 63 (a gauche) et 107 (a droite)

La conception des inhibiteurs comportant un cycle diazépane est basée sur la
rigidification de 'homophénylalanine du composé C7 (figure 12). Afin de vérifier cette
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hypothése, la superposition des composés C7 et 129 a été effectuée (figure 22). Le
diazépane ne mime pas, atome par atome, 'homophénylalanine. Cet hétérocycle
permet cependant d’agencer de fagon identique les deux substituants.

Figure 22 : Superposition du composé 129 avec le composé C7

La superposition du composé 129 avec la « boite CA1A2X » farnésylée en
conformation coudée de type B-turn montre que l'inhibiteur mime toute la « boite
CA1A2X » dans cette conformation et que le benzyle se superpose avec le premier
motif isoprénoide de la chaine farnésyle (figure 23).

Figqure 23 : Superposition du composé 129 avec la partie C-terminale d’une protéine farnésylée

L’activité antiproliférative des composés des séries K et L sur les lignées
DU145 et PC3 est corrélée a I'activité enzymatique (figures 19, 24 et 25). La plupart
des composés des séries K et L ont un pouvoir antiprolifératif sur les lignées DU145
et PC3 supérieur au composé de référence, le L-744832, qui posséde une
IC50(DU145) de 78 pM et une IC5(PC3) de 75 pM. Le composé 130, avec
I'adamantyle, est le plus actif. Il posséde des IC50(DU145) de 29 uM et IC5o(PC3) de
18 uM.
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Figure 24 : Mesure de l'activité antiproliférative sur la lignée PC3 des composés des séries J, K et L
(les chiffres en gras correspondent a I'lCs, et ceux en italique au numéro de la molécule)
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Figure 25 : Mesure de I'activité antiproliférative sur la lignée DU145 des composés des séries J, K et
L (les chiffres en gras correspondent a I'lCsy et ceux en italique au numéro de la molécule)

Alors que I'ajout d’'un phényle en position 5 du diazépane n’influe que trés
légerement sur l'inhibition de la FTase, il permet d’augmenter nettement le pouvoir
antiprolifératif sur les deux lignées étudiées. Cette remarque étaye le postulat
concernant le manque d’activité cellulaire de nombreux composés de la série J. En
effet, cette carence se justifie par une faible lipophilie, induisant donc une mauvaise
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pénétration cellulaire. A part pour les composés 63 et 107, qui inhibent faiblement la
FTase, il existe une bonne corrélation entre I'activité cellulaire (PC3) et la lipophilie
des composés des séries J, K et L (figure 26).
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Figure 26 : Activité antiproliférative sur la lignée PC3 et lipophilie des composés des séries J, K et L

Le remplacement de I'espaceur 1,4-diazépane (série J) par le 5-phényl-1,4-
diazépane correctement substitué (série L) n’influe que modestement sur l'activité
enzymatique, alors que ce changement améliore nettement l'activité cellulaire. Le
phényle interagit donc de fagon négligeable avec le site actif de la FTase, mais
apporte cependant un caractére lipophile nécessaire au passage membranaire, qui
permet ainsi d’'inhiber la prolifération cellulaire.

lIl.LEtude des effets des inhibiteurs de farnésyltransférase
sur le cycle cellulaire

Les FTis induisent I'accumulation en phase G2-M de nombreuses lignées
cellulaires cancéreuses (Crespo et al., 2007). Cet effet serait d0 a l'inhibition de
farnésylation de CENP-E, induisant la perturbation de son association avec le fuseau
mitotique (Schaar et al., 1997).
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Au vu des résultats pharmacologiques, les effets de quatre FTis (64, 108, 129
et 130) sur le déroulement du cycle cellulaire dans les cellules PC3, en particulier sur
'organisation des microtubules, ont été étudiés. Ces travaux ont été effectués par
Delphine Ryckewaert en collaboration avec I'équipe d’'imagerie cellulaire de I'Institut
de Biologie de Lille.

A. Effets des FTIs sur I'organisation des microtubules

Dans un premier temps, la fixation des cellules PC3 sur lamelle de verre, qui
est I'étape cruciale permettant de conserver la morphologie de la cellule et d’éviter la
perte de I'antigéne détecté par immunocytochimie, doit étre vérifiée avant la suite de
I'étude. Pour cela, le marquage nucléaire de ces cellules par le Hoechst Vital 33 342
a d’abord été effectué. Les résultats obtenus (figure 27) ont permis d’établir que les
cellules PC3 étaient utilisables dans ce type de protocole, et de poursuivre I'étude.
Ensuite, la visualisation de I'a-tubuline de cellules PC3 non traitées, traitées par les
FTls et la Combretastatine A-4 (CA-4) (utilisée comme témoin positif de la
désorganisation des microtubules) s’effectue par immuno-marquage. Les
concentrations des FTis utilisées pour traiter les cellules PC3 sont celles
correspondantes aux ICso de I'inhibition de la prolifération cellulaire.

Figure 27 : Marquage nucléaire des PC3

Les cellules sont immuno-marquées avec un anticorps anti-a-tubuline marqué
a I'Alexa-488. Les cellules contréles non traitées (figure 28) présentent un réseau
tubulaire filamenteux qui parcourt toute la cellule.

Figqure 28 : Marquage de la tubuline des PC3 sans traitement (témoin)

-89 -



Conception et évaluation pharmacologique de nouveaux
inhibiteurs potentiels de farnésyltransférase

La disparition progressive du treillis microtubulaire est observée pour les
cellules traitées par la C-A4 (figure 29). Ce phénoméne est causé par la
dépolymérisation des microtubules dont le raccourcissement est également visible.
Ce rétrécissement est plus épais et localisé principalement aux pdles des cellules qui
ont perdu leur forme allongée. Les photographies correspondant aux cellules traitées
avec le L-744832 et le composé 130, révélent des cellules ayant le méme profil
morphologique et structural que celles traitées par la CA-4. Le traitement par le
composé 64 induit la désorganisation du réseau de tubuline dans quelques cellules.
De plus, les cellules traitées par le composé 64 présentent une désorganisation
microtubulaire plus diffuse dans la cellule. Ces différents résultats mettent en avant
le fait que ces FTls induisent chacune un niveau de désorganisation différent, apres
24 h de traitement. Cette différence de réponse cellulaire pourrait dépendre de la
durée du traitement, ainsi que de l'effet plus ou moins rapide sur la désorganisation
du réseau microtubulaire de ces FTis.

L-744832

Figure 29 : Désorganisation de la tubuline des PC3 traitées par la C-A4 et des FTis

De plus, lors du traitement des cellules, malgré [l'utilisation de lamelles
facilitant par leur adhérence, certaines ont pu se décoller, et par conséquent,
conduire a une perte considérable de cellules visualisables, expliquant le fait qu’il n'y
ait pas de résultats immunocytochimiques des cellules traitées avec le composé 108.
Ainsi, d’autres expériences, prenant en compte le temps d’exposition des cellules
avec les molécules testées, sont a prévoir.
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B. Implication de la protéine CENP-E dans I’organisation de
la tubuline

1. Expression de CENP-E dans les cellules cancéreuses de
prostate

Dans un premier temps, le niveau d’expression de la protéine d’intérét, CENP-
E, est déterminé par la technique de Western Blot, dans les lignées cancéreuses
prostatiques humaines PC3 et DU145. Dés lors, les protéines issues de ces cellules
sont extraites et dosées et quatre concentrations différentes de protéines dans les
puits sont déposées (20, 30, 40 et 60 ug) (figure 30).

DU145
N

g N

0pg  30pg 40pg  60pg
Figure 30 :Expression de CENP-E dans PC3 et DU145

Afin de réveéler la membrane de nitrocellulose par autoradiographie et
d’identifier la protéine CENP-E, un anticorps primaire anti-CENP-E (dilué au 1/200°™
reconnu par un anticorps secondaire dilué au 1/2000°™) est utilisé : la protéine
CENP-E est bien exprimée dans les deux types cellulaires.

Pour la suite de I'étude, I'expression de CENP-E par la technique de siRNA,
30 pg de protéines sont déposés, a une concentration suffisante pour étudier
I'inhibition de I'expression de cette protéine.

2. Expression de CENP-E aprés transfection des cellules
PC3 et DU145 par des siRNA

Les deux types cellulaires sont transfectés avec trois types de siRNA (Ambion,
réf. : 10616, 10706 et 121338) (figure 31).
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siRMA
e

PC3

Figure 31 : Expression de CENP-E aprés transfection des cellules PC3 et DU145 par siRNA

Les cellules transfectées par les trois siRNA sous-expriment la protéine
CENP-E. Cette transfection sur des cellules cultivées sur lamelles a pour intérét de
déterminer si la protéine CENP-E est impliquée dans I'organisation des microtubules.

3. Immuno-marquage du CENP-E

Puisque la CENP-E permet le passage des cellules en mitose, d’abord, les
cellules sont synchronisées en phase G,/M en les privant de sérum pendant 24 h
puis remise en culture pendant 20 h avec du milieu contenant 10% de sérum.
Ensuite, par la méthode d’'immunocytochimie décrite précédemment, la protéine a
put étre localisée dans les cellules PC3 par l'utilisation d’'un anticorps primaire anti-
CENP-E reconnu par un anticorps secondaire marqué a ['Alexa 568. Les
photographies (figure 32) montrent que cette protéine est localisée majoritairement
dans le noyau mais qu’elle est également présente dans le cytoplasme.

Tubuline | CENP-E Superposition
Figure 32 : Localisation intracellulaire du CENP-E

4. Implication du CENP-E sur la formation du réseau tubuline
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Les résultats précédents ont montré que les FTis influent sur I'organisation de
ce réseau. Ceci étant, la contribution de CENP-E a sa stabilité a été étudié. Comme
le révéle les acquisitions (figure 33), les cellules transfectées par les trois types de
siRNA ont perdu leur réseau organisé en faveur d’'une accumulation de tubuline au
niveau des membranes cytoplasmiques des cellules, contrairement aux cellules non
traitées ou transfectées par un siRNA GAPDH. Ceci démontre que la protéine
CENP-E contribue a la formation des microtubules.

GAPDH siRNA siRNA 10616

Témoin

Figure 33 : désorganisation de la tubuline apres transfection des cellules par siRNA
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Quatre séries de molécules potentiellement inhibitrices de farnésyltransférase
ont été préparées (figure 1). De facon générale, tous ces composés comportent le
méme groupement chélateur de zinc, le paracyanobenzylimidazole. Les
modulations de chacune de ces séries ont été réalisées au niveau de leurs
groupements hydrophobes R; ou R,. La stratégie de synthése de ces molécules a
eté élaborée de facon a effectuer les modifications lors des dernieres étapes de
synthéese. Les séries préparées ont été les suivantes :

> Une seérie (B) avec un espaceur de type 4-aminopipéridinyl-2-carboxylate

de méthyle

» Une série (J) avec un espaceur de type 1,4-diazépane (homopipérazine)

» Deux séries (K et L) avec un espaceur de type 5-phényl-1,4-diazépane

N N 5
\ \_N
CN CN -

Série B Série J Série K Serie L
dérivés du 4-aminopipéridinyl- . :
2-carboxylate de méthyle dérivés du 1,4-diazépane
O
cl ]
/BOC /BOC R,-NH,
O ou + ou
N R,-COOH
N
H
5-chlorométhyl-1-(4-cyano Pipéridin-4-one-2- i 5-phényl-
benzyl)imidazole carboxylate de méthyle 14-diazépane 1,4-diazépane

Figure 1 : Formule générale des séries B, J, K et L

Dans ce chapitre, je détaillerai d’abord la synthese du 5-chlorométhyl-1-(4-
cyanobenzyl)imidazole nécessaire a la préparation des molécules des quatre séries.
Ensuite, je présenterai, en exposant I'obtention de leur hétérocycle, la préparation de
la série comportant le 4-aminopipéridinyl-2-carboxylate de méthyle (série B) puis
celle des séries comportant le 1,4-diazépane (séries J, K et L).

|. Synthése du 5-chlorométhyl-1-(4-cyanobenzyl)imid  azole

Le 5-chlorométhyl-1-(4-cyanobenzyl)imidazole est préparé en quatre étapes a
partir du bromure de 4-cyanobenzyle, (Hartman et al., 2000). Sous l'action de
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I’hexaméthylénetétramine, le bromure de 4-cyanobenzyle est transformé en I'amine 1
correspondante isolée sous forme de phosphate. L'imidazole 2 est obtenu par
cyclisation entre I'amine 1, la dihydroxyacétone et le thiocyanate de potassium en
milieu acide. Apres oxydation par I'eau oxygénée, le groupement thiol est clive,
donnant Il'imidazole disubstitué 3. Le dérivé chloré 4, isolé sous forme de
chlorhydrate, est obtenu par action du chlorure de thionyle sur l'alcool 3.

CN f . CN
1) HMTA /EtOH/1h/ CN KSCN / acide
70C propionique / CH3CN /
2) H,PO, / acide propionique OH OH eau (93/7)/80C/3h
rIrn7r /0T
65 %
nr o ’ Hs\('\j/\
. - OH
Br NH, 1/3 PO,? N /
1 2
CN CN
H,0, (o / CH3CO,H SocCl, / DMF
/1h/T.A. /ITA./1h
45 % N 85% N
T o et
N / N HCl
3 4

Figure 2 : Synthése du chlorhydrate de 5-chlorométhyl-1-(4-cyanobenzyl)imidazole 4

Préparation de la benzylamine 1 :

Une approche classique pour préparer les amines benzyliques est la réaction
de Delépine. Le bromure de 4-cyanobenzyle réagit avec I'hnexaméthylenetétramine
pour donner 'ammonium quaternaire (figure 3). L'utilisation d’acide phosphorique
pour la libération de I'amine permet lisolement du composé 1 sous forme de
phosphate avec un tres bon rendement.

CN CN
HMTA H;PO,
—_—

+
N
Br -
K W Br NH;*  1/3 PO,
~_—N 4
LN/
L _ 1

Figure 3 : Synthése de la 4-cyanobenzylamine 1

Formation du thioimidazole 2 :

Le thioimidazole 2 est obtenu par réaction de cyclisation de Marckwald en
présence de thiocyanate de potassium et de dihydroxyacétone dans I'acétonitrile. Le
mécanisme de la cyclisation est détaillé dans la figure 4. Il a été remarqué la
formation d'un produit secondaire X provenant de la réaction d'un alcene
exocyclique, issu de la voie (b), avec I'excés de thiocyanate (Maligres et al., 2003).
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. H
N N
N
Voie (b) Voie (a) JI )=s N Ho\)IN>_SH
HO N

- :
- N
=Cc= N N
S=C=N| CN CN -

Figure 4 : Mécanisme de la cyclisation de Marckwald de I'imidazole 2 (Maligres et al., 2003).

Préparation de 3 et 4 :

Le groupe thiol de I'imidazole est oxydé par I'eau oxygénée en milieu acide,
donnant la sulfone clivée in situ a chaud, libérant du dioxyde de soufre.

oN B CN | CN
H.,O. a
CH,COM o
HS—N s N { N
T o TN ) o () on
N N N
] = _ so, 3

Figure 5 : Oxydation du thiol
Le dérivé chloré 4 est obtenu par action du chlorure de thionyle sur I'alcool

précédemment obtenu. L'acide chlorhydriqgue libéré est capté par I'imidazole
entrainant son isolement sous forme de chlorhydrate.
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ll. Synthése des composés a espaceur 4-aminopipérid  inyl-
2-carboxylate de méthyle (série B)

Le schéma de synthese mis au point permet de contréler la stéréochimie de
'atome de carbone 2. Ainsi, la série B est constituée de 10 composés. Leur structure
se distingue par la nature de R; et la stéréochimie de I'atome de carbone 2.

\ N\/Q/ Voie A Voie B o
- / S X0 L X
Q n v 1

¢

Figure 6 : Rétrosynthése des composés de la série B

A. Synthese des pipéridinones

La synthése du motif pipéridinone (figure 7. fait appel a la méthode utilisée
pour la préparation de 'acide (2S, 4R)-hydroxypipécolique et de ses dérivés (Gillard
et al.,, 1995). La protection de I'amine hétérocyclique par un groupement chiral
benzyligue permet de séparer les deux diastéréoisomeres 8 et 9 par
chromatographie sur gel de silice classique, d’autant que la différence de migration
des lactones 6 et 7 est trop faible pour les séparer facilement.
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X NEt;, THF, 70C, 78 h 65T, 4 h
-

1) Tos-Cl, NEt,, THF, TA, 24h N HS ZOH -7 s 3 \\
2) S-(-)-phényléthylamine, THE _ O —0o
NH o N

OH

Y

Z

(7]
(o]
g<§+
\l

OH
MeOH/HCI d .
reflux, 4 h N CO,Me "CO,Me
é

62%

N
R
>
Z -||IO |
O - © \ T
A
2
>

"' CO,Me

11
Figure 7 : Synthése des pipéridinones 10 et 11

1. Synthése de I'amine chirale

Aprés activation sous forme de tosylate, le 3-butén-1-ol réagit avec la S-(-)-
phényléthylamine, en présence de triethylamine, pour former I'amine chirale 5 qui
n'est pas isolée.

2. Cyclisation

La cyclisation en lactone bicyclique se fait par chauffage a reflux de I'amine
chirale 5 avec l'acide glyoxyliqgue (a 50% dans l'eau). Les lactones sont obtenues
sous forme d'un mélange des deux diastéréoisoméres 6 et 7. Le mécanisme
réactionnel supposé passerait d’abord par une étape dimination puis de deux
réactions consecutives de cyclisation intramoléculaire (figure 8) (Skiles et al., 1996).
Les réactions de cyclisation peuvent se dérouler de deux fagons. En présence d’eau,
il y a formation d’un alcool qui va réagir ensuite avec I'acide pour former les lactones
8 et 9. En milieu anhydre, la cyclisation en lactone passe par la formation d'un
carbocation. La cyclisation en lactone implique évidement les stéréoisomeres dans
lesquels les fonctions hydroxyle et acide carboxylique sont en cis.
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H OH _ AN cyclisation‘
/\2 g imination en présence d'eau

(l\: 3D o N'="COOH {N\/L’COOH
o s o

N N
6 7

Figure 8 : Réaction de cyclisation des lactones 6 et 7
3. Ouverture des lactones

L'ouverture des lactones 6 et 7 s'effectue par méthanolyse en présence
d’acide chlorhydrique. Les deux diastéréoisomeres issus de cette réaction, 8 et 9,
présentant des migrations chromatographiques bien distinctes (Rf=0,41 et 0,63)
permettant leur séparation par chromatographie sur gel de silice. Le
diastéréoisomere de configuration (2S, 4R) 8 est obtenu a 42% et celui de
configuration (2R, 4S) 9 a 58%. La configuration absolue est attribuée par
comparaison de leur migrations chromatographiques avec celles établies dans ce
travail de référence pour des molécules analogues.

CO,CH, OH
B 2 f e

a’” p N ¢

9
Figure 9 : Conformation des alcools 8 et 9

Des études de spectrométrie RMN 2D ont permis de confirmer la structure des
deux diastéréoisomeres et leur stéréochimie, les hydrogenes axiaux et équatoriaux
étant inéquivalents chimiquement. Le déplacement des protons axiaux et
équatoriaux portés par le méme carbone est identifié grace aux techniques HSQC et
HMBC (figure 10). Les dernieres incertitudes sont levées par la technique COSY
(figure 11).
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Figure 10 : Spectre HSQC (magenta) superposé au spectre HMBC (vert) du composé 9
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Figure 11 : Spectre COSY du composé 9

L’identification des protons axiaux et équatoriaux peut s’effectuer grace a leur
constante de couplage. Ceci a été possible avec les protons ¢ en alpha de l'azote
sont bien résolus.

Les deux protons ¢ du composé de Rf inférieur ont des déplacements de 2,30-
2,35 ppm (Jp=12 Hz ; Jpg=6 Hz ; Jpgeg=3,9 Hz) et 2,83-2,91 ppm (Jp=12 Hz ; Jpg=9,3
Hz ; Joqq=3 Hz). La constante de couplage Jpg de 6 Hz correspond a un proton axial
et celle de 9,3 Hz a un proton équatorial. L'irradiation par effet NOE du proton
équatorial montre sa proximité spatiale avec le proton b et géminal c et permet de
déduire la position équatoriale des protons e et g (figure 12). La configuration de ce
composé est donc 2R,4S.
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Figure 12 : Irradiation par effet NOE du composé 9

La méme démarche a été effectuée avec le diastéréoisomere 9. L'étude du
spectre COSY a permis de distinguer, dans le massif de 3,15-3,65 ppm, le
déplacement des protons c et e ; le proton e a un o de 3,15-3,45 ppm et le proton c a
un o de 3,45-3,65 ppm (Jp=11 Hz; Jpg=7 Hz; Jpys=4,5 Hz). Les constantes de
couplage de ce dernier montrent qu’il se trouve en position équatoriale, alors que le
proton c vers 2,4 ppm est axial. La configuration de ce composé est de ce fait 2R,4S.

fref]

. hl h '3:‘ fetd
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Figure 13 : Irradiation par effet NOE du composé 8

4. Oxydation

Les alcools 8 et 9 sont transformés respectivement en cétones 10 et 11, par
oxydation de Swern, entrainant la suppression d'un centre chiral (Ohsugia et al.,
2003). L'oxydation de Swern des alcools évite I'utilisation de métaux toxiques tels
que le chrome. Par ailleurs, I'avantage de cette méthode par rapport a I'oxydation de
Dess-Martin est le faible colt des réactifs. Cette méthode d’oxydation relativement
douce permet d’obtenir des aldéhydes ou des cétones a partir d’alcools primaires ou
secondaires sans former I'acide carboxylique.

L'oxydation de Swern fait intervenir un ion diméthylchlorosulfonium, généré a
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-78T in situ a partir du DMSO et du chlorure d’oxalyle (figure 14). Cet intermédiaire
réagit avec l'alcool pour donner un ion alkoxysulfonium dont la déprotonation en
milieu basique donne un carbanion, qui provoque un réarrangement intramoléculaire
via un état de transition psedocyclique a cing sommets, libérant la cétone désirée et
le sulfure de diméthyle.

cl 0 Cl (e} |
\s=o — L I —— > 5. COo,+CO+Cl
/ S~ - 7l
fe) @ O Cl

= \/
H B Ho Bas2 H ' CH, R ~_
)V + 8 )V L . )@ L — /Eo + s
RROM cl $ RTQOTS  H RTL oA R
HCI

L
Figure 14 : Mécanisme de I'oxydation de Swern
B. Substitution des dérivés 4-aminopipéridiniques

1. Préparation des amines (voie A)

Le phénylalaninate de méthyle est introduit par amination réductrice des
cétones 10 ou 11, avec le cyanoborohydrure de sodium en présence de
triethylamine. Les amines pipéridiniques (12 et 13) sont ensuite déprotégées par
hydrogénolyse avec I'hydroxyde de palladium comme catalyseur. Les pipéridines 14
et 15 sont enfin alkylées par le dérivé chloré 4 par chauffage a reflux dans
I'acétonitrile avec la triéthylamine comme base avec un rendement de 55%.

(0] H,N i SN HN O\

(0]
NaBH,CN / TEA / o
N OMe 65 % N OMe
10(2S) ou 11(2R) 12(2S) ou 13(2R)
cl 0
~
HN N N,T\n/ g o)
\\’
CN
H, [PA(OH),] 5 T
MeOH / DIEA /CH,CN N OMe
95 % OMe

N 66 % /\H 0
H ’ N,

\

14(2S) ou 15(2R) 16(2S) ou 17(2R)
Figure 15 : Synthése des 4-aminopipéridines substituées par le phénylalaninate de méthyle
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2. Préparation des amides (voie B)

Afin de préparer les amides, la cétone est transformée en amine primaire par
amination réductrice avec I'acétate d’ammonium en présence de cyanoborohydrure
de sodium (Lavey et al., 1996). Lors du premier essai de cette réaction, une réaction
secondaire a été constatée (figure 16). L’amine primaire nouvellement formée réagit
avec la cétone de départ formant une amine secondaire symétrique. Afin de limiter
cette réaction parasite 'amination réductrice s’effectue avec un défaut de cétone, en
ajoutant goutte a goutte la cétone a l'acétate d’'ammonium dissous dans un grand
volume de méthanol anhydre. L’ajout de cette amine sur le cycle de la pipéridine crée
un nouveau carbone asymétrique formant un diastéréoisomére (18 ou 19) dont la
stéréochimie n’est pas contrélée.

L’amine exocycligue nouvellement formée est acylée par divers acides
carboxyliques, par synthése parallele en phase solide sur résine PS-HOB.

Les amines pipéridiniques (20-27) sont ensuite déprotégées par
hydrogénolyse, avec I'hydroxyde de palladium comme catalyseur. Les pipéridines
28-35 sont enfin alkylées par le dérivé chloré 4, en utilisant la méme méthode que
précéedemment. Les produits finaux sont isolés sous forme de mélange de deux
épiméres (4R et 4S). L'évaluation pharmacologique est effectuée sur ces couples
d’épimere. Leur séparation sera envisagée en fonction des acticités enzymatiques
obtenues.

N o

MeO
(@]
OMe
> N N N
CH,COONH, / o H
NaBH,CN/
MeOH OMe

amine secondaire symétrique
CH,COONH, / 1) PS-HOB, Ar-COOH, PyBroP
N?\?HOEN/ DIEA, DMF, T amb., 2x2h
ou € 2) DIEA, DMF, T amb., 20 h
e
45% ©)\ 45-70%
©)1?(25) ou 11(2R) 18(2S) ou 19(2R)

O C| HN Ar

: N OMe
OMe H, [Pd(OH),/C] / DIEA /CH,CN “ I
—_—
60% N\
O

95% \_N
28-31 (2S) ou 36-39 (2S) ou

20-23(2S) ou

24-27(2R) 32-35 (2R) 40-43 (2R)
20, 28, 36(2S) 21, 29, 37(2S) 22, 30, 38(2S) 23, 31, 39(2S)
ou 24, 32, 40(2R) ou 25, 33, 41(2R) ou 26, 34, 42(2R) ou 27, 35, 43(2R)

Figure 16 : Synthése des 4-amidopipéridines substituées
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Les amides ont été préparés au moyen d'un synthétiseur de type QUEST
205®. Grace a cette technique, la modulation du résidu hydrophobe R; a pu se faire
facilement et rapidement, rendant ainsi possible la préparation d’'une série de vingt
COMposeés.

La réaction de couplage acide / amine sur support solide nécessite I'utilisation
d’'un agent de couplage greffé sur la résine. Dans le cas de la résine PS-HOBt,
lagent de couplage HOBt est greffé sur des billes de polystyrene (PS) par
l'intermédiaire d’'un groupement sulfonamide.

Cette synthése se fait selon une stratégie dite « catch and release » Elle
s’effectue en deux étapes (figure 17) :

» 1°étape « catch » : aprés activation par le PyBroP (hexafluorophosphate de
bromotrispyrrolidino-phosphonium), I'acide carboxylique se fixe sur la résine, formant
un intermédiaire activé. La résine est ensuite filtrée puis rincée plusieurs fois par le
DMF, pour éliminer I'exces de réactif.

» 2°étape «release » : I'espece activee, fixée sur la résine, est clivée par une
amine pour former I'amide souhaité. L'utilisation en défaut de I'amine facilite la
purification du milieu réactionnel.

Figure 17 : Principe de I'acylation en phase solide de 'amine R’-NH, avec la résine PS-HOBt

lll. Synthése des dérivés du 1,4-diazépane (séries J, Ketl)

Les trois séries de composés (séries J, K et L) sont préparées a partir du 1,4-
diazépane (ou homopipérazine) (figure 18). La méthode de synthese du 1,4-
diazépane substitué en position 5 permet différentes substitutions de I'hétérocycle.
19 composés dans la série J et 6 composés dans chacune des séries K et L ont été
synthétisés.
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Figure 18 : Structure générale des composés des séries J, K et L

A. Préparation des composés 1,4-diazépaniques (séri e J)

bY

Les composés 1,4-diazépaniques sont préparés a partir du 1-(tert-
butoxycarbonyl)-1,4-diazépane, commercial, qui est ensuite alkylé, déprotégé et
acylé (figure 19). L’introduction du groupement hydrophobe R, se fait lors de la
derniere étape par acylation en phase solide.

N

ﬁlk
4, DIEA, CH.CN —5 .
80 © 4h3 N N HCI, iPrOH
N— : Tamb., 4
HN BOC — > _lamb, 4
~/ 72 %

95 %

N
¢ m 1) PS-HOB, R,-COOH, N
N N NH PyBroP, DIEA, DMF /

— N N~/<

Tamb.,,2x2h
2) DIEA, DMF
T amb., 20 h R,
, HCI
CN
45

4664
Figure 19 : Synthése des composés de la série J

1. N-alkylation et déprotection

Le composé 44 est obtenu par substitution nucléophile entre la BOC-
homopipérazine et le dérivé chloré 4 par chauffage a 50C dans l'acétonitrile en
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présence de diisopropyléthylamine, avec un rendement de 72 %. L'amine obtenue
est ensuite libérée du groupement tert-butoxycarbonyle par une solution
d’isopropanol saturé en acide chlorhydrique pour donner le composé 45 sous forme
de chlorhydrate.

2. Acylation par synthése paralléle en phase solide

Les amides 46 a 64 sont préparés par synthése parallele en phase solide
selon la méthode utilisée pour la série J. Cette technique a permis d’obtenir
rapidement une vingtaine de composés (figure 20), avec de bons rendements. Ces
composés sont facilement purifiés par chromatographie sur couche épaisse et
stockés sous forme de chlorhydrate.

cleaieaedeleaiut e eRS
2 2R TI Y S L

60 61 62 63 64
Figure 20 : Substituants des composés de la série J

B. Préparation des composés a espaceur 5-phényl-1,4 -diazépane
(séries K et L)

L’analyse rétrosynthétique des dérivés diazépaniques substitués en position 5
(figure 21) met en évidence deux déconnexions, nécessitant le 5-phényl-1,4-
diazépane, le 1-(4-cyanobenzyl)-5-chlorométhylimidazole 4 et des acides
carboxyliques (figure 21). La différence dans le schéma de synthese des séries K et
L se situe dans I'enchainement des réactions.
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1. Synthese de I'hétérocycle 1,4-diazépane substitu € en
position 5

Les 1,4-diazépanes (92-97) sont préparés selon une méthode originale mise
au point au laboratoire (figure 22) (Wlodarczyk et al., 2007). Elle permet d’obtenir, en
guatre étapes, I'hétérocycle diaminé souhaité, protégé régiosélectivement par un
groupement carbamate. Cette préparation mise au point initialement avec un
groupement phényle (G) en position 5 a été transposée a d’autres groupements
aromatiques ou aliphatiques. La modulation de G s’effectue lors de la premiére
étape, permettant ainsi d'obtenir les différents hétérocycles substitués
correspondants.

o H,N H,, Pd/C,
+ j xyléne, reflux j 50 bars 24h j

OEt H,N 55- 60 % 90 %
64 - 71 72-79 80 - 85
ocC BOC
BOC . ? .
i S N HN
(BOC)ZO, DIEA, G ’L A“_IH4 (2 é9.), THF
dioxane/eau (4/1), 24 h j 18h "
95 % N H H
H
92 - 97 98 - 100
86 - 91
64, 72, 80, 86, 92 et 98 G = C,H, 67,75,83,89€t95G =Me |70 et 78 G = 1-naphtyle

65,73,81,87,93et99 G=4(MeO)-CiH, |68, 76,84,90et96 G =n-Bu |71 et 79 G = 4(Br)-C4H,
66, 74, 82, 88,94 et 100 G =4(CF,)-CH, |69, 77, 85, 91 et 97 G =i-Bu

Figure 22 : Préparation des 1,4-diazépanes

a. Svynthése de la 1,4-dizépin-5-one substituée en position 7

Le cycle 1,4-diazépin-5-one est obtenu par réaction de condensation entre un
[B-cétoester et I'éthanediamine, par adaptation de la méthode décrite (Hofmann,
1962). Les deux réactants sont chauffés a reflux dans le xylene pendant 8 heures
L'eau et l'alcool formés sont éliminés par distillation azéotropique a l'aide d'un
montage de Dean-Stark (figure 23). La synthese des hétérocycles 72 a 79 nécessite
au préalable la préparation des 3-cétoesters par la méthode décrite a la figure 24.

H,N G H
G0 ’ N 72 G=CgH, 76 G=n-Bu
\i”/oa + — 3 73 G =4(Me0)-C¢H, 77 G=iBu
HoN N 74 G =4(CF,)-CgH, 78 G = 1-naphtyle
o ? g " 75 G=Mme 79 G = 4(Br)-C.H,

64 - 71 72 -79
Figure 23 : Synthése des 1,4-diazépin-5-ones 72-79
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Préparation des [3-cétoesters :
Les [-cétoesters 68-71 sont préparés d’apres la méthode décrite (Katritsky et
al., 2004) (figures 24 et 25).

O O O
)J\ 1) Bt-SO,Me / TEA / THF/ reflux M
2) acétoacétate d'éthyle / NaH / THF
G~ “OH ) y G o7 >

Figure 24 : Synthése des [-cétoesters

La synthese des p—cétoesters passe par un intermédiaire acylbenzotriazole.
Ce dernier est rapidement formé par réaction d’'un acide carboxylique G-COOH avec
le N-(1-méthanesulfonyl)benzotriazole (préalablement obtenu par action du chlorure
de méthanesulfonyle sur le benzotriazole) en présence de triéthylamine. Le [3-
cétoester souhaité est obtenu par condensation de I'énolate de l'acétoacétate
d’éthyle (préparé par action de I'hydrure de sodium sur I'acétoacétate d’éthyle) avec
'acylbenzotriazole a température ambiante, suivi par le clivage in situ du groupement
acétyle par chauffage a reflux dans un meélange de chlorure d’ammonium et
d’ammoniac aqueux (figure 25). Les B-cétoesters sont obtenus avec des rendements
compris entre 53 et 68 % sans formation de produits secondaires.

o O

o O NaH / DMF
)J\/U\O/\ )Jgj\o/\

\OH 0 Yy 0
TEA/ THF o
j)\ N _ reflux_ Bt\
G OH Bt 50 G

o
OH o
o o NH,OH / N
JJ\/U\ NH,CI / H,0
G o~ =
G
Figure 25 : Mécanisme réactionnel de synthése des ,B-Cétoesters

Le mécanisme de la cyclisation en 1,4-diazépin-5-one (figure 26) se
décompose en deux étapes: une réaction dimination entre la cétone et
I'éthanediamine, puis une réaction d’aminolyse entre I'ester et 'amine primaire. Les
1,4-diazépin-5-ones existent théoriqguement sous forme d'un équilibre tautomere
céto-énolique. L'étude du spectre de RMN *H démontre I'absence de la forme imine,
au profit de la forme énaminolactame conjuguée plus stable.
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y/EN G _N G N G H
c Lo
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HN H,0 o EtOH H H
0o 2 o] 0

72-79
Figure 26 : Mécanisme de cyclisation en 1,4-diazépin-5-ones 72-79

Les rendements, inférieurs a 40%, et les analyses LC/MS mettent en évidence
la formation de divers sous-produits issus de réactions parasites dépendantes des
conditions réactionnelles (figure 27). Par exemple, la condensation de
I'éthanediamine avec le benzoylacétate d’éthyle 64 donne principalement la 2,3,4,5-
tétrahydro-1,4-diazépin-5-one 72 (tableau 1) avec 40% de rendement, alors que
l'acétoacetate d’éthyle 67 donne la 2,3,4,5-tétrahydro-1,4-diazépin-5-one 75 et le
bis(iminoester) I, avec des rendements respectifs de 32% et 30%. Ces résultats
illustrent clairement la difficulté de trouver les conditions expérimentales adéquates
permettant d’obtenir sélectivement le produit désiré. Une étude a donc été conduite
pour augmenter les rendements (Wlodarczyk et al., 2007).

Figure 27 : Sous-produits observés apres réaction d’'un S-cétoester avec I'éthanediamine.

Plusieurs travaux (Puodziunaite et al., 1999 ; Israel et al., 1971) sur des
composés similaires montrent que les proportions en sous-produits dépendent des
parameétres réactionnels tels que le pH, le temps de réaction et la nature du solvant.
Apres plusieurs essais, le xylene s’est avéré étre le meilleur solvant permettant de
limiter la formation de limidazolidinone Il, de I'imidazolidine Ill et de limine IV.
L'utilisation de conditions basiques (pyridine, potasse alcoolique) ne permet pas
d’augmenter la proportion de diazépinone, tandis que des conditions acides
augmentent la proportion d’'imidazolidine Il (Slusarczuk et al., 1971 ; Saloutin et al.,
1992). Les meilleures conditions réactionnelles de synthese des 2,3,4,5-tétrahydro-
1,4-diazépin-5-ones 72 a 79 sont obtenues par distillation azéotropique avec le
xylene en milieu neutre (tableau 1, méthode A).

L’irradiation micro-ondes pour la synthése organique est en pleine expansion ;
c’est une bonne technique pour des réactions libérant de I'eau et/ou de l'alcool
(Bougrin et al., 1994). Cette méthode permet souvent d’augmenter les rendements
en formant des produits plus propres, tout en diminuant le temps de réaction. Afin
d’augmenter le taux de cyclisation en diazépinones 72-79, I'approche thermique a
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donc été remplacée par l'irradiation micro-ondes, permettant ainsi d’augmenter de 20
% les rendements et la vitesse de réaction (tableau 1).

COMDOSE G Méthode A® Méthode B®
P Rendement (%) Rendement (%)
72 /@ 40 60
O\
73 )ij 39 58
CF,
74 Q 36 55
75 ~CH, 32 47
76 P VN 35 48
77 ahd 38 54
78 41 57
Br
79 )@f 40 55

#Méthode A: xyléne, chauffage classique, montage de Dean-Stark, 8 h.
® Méthode B: xyléne, irradiation micro-ondes (300 W), montage de Dean-Stark, 10 min.

Tableau 1 : Comparaison des rendements pour la synthése des 2,3,4,5-tétrahydro-1,4-diazépin-
5-ones 72-79 sous chauffage classique et par micro-ondes

b. Réduction de la liaison éthylénigue et protection de I'amine

La formation des diazépanones 80-85 s’effectue par réduction catalytique de
la liaison éthylénique des diazépinones 72-79 en présence de palladium sur charbon
sous 50 bars d’hydrogéne a 50C, avec un rendement de 90 % (figure 28).

H
H,, Pd/C, N
3 50 bars 24 h 3
N
H

90%

72-79 80 -85
Figure 28 : Réduction des diazépinones 72-79

La RMN *H ne permet pas de déterminer les constantes de couplage entre les
protons. Des études de RMN 2D ont donc été effectuées sur le composé 80. La
corrélation proton-carbone HSQC-dept a permis d’identifier les protons portés par
chaque atome de carbone (figure 29). Ce spectre montre la présence du carbone
tertiaire b portant un seul hydrogene. Le spectre de corrélation proton-proton COSY
(figure 30) confirme le couplage entre les deux atomes d’hydrogéne d et c et entre
les atomes d’hydrogenes a et b. La confrontation de ces résultats avec ceux des
spectres de RMN *H des composés 81-85 confirme la structure cyclique de tous ces
COmMposeés.
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Figure 29 : Spectre HSQC-dept du composé 80
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Figure 30 : Spectre COSY du composé 80

Les amines secondaires 80-85 sont ensuite protégées par un groupement tert-
butoxycarbonyle (BOC) clivable en milieu acide.

C. Réduction de la fonction lactame

La réduction de la fonction lactame a été réalisée au moyen du tétrahydrure
de lithium d’aluminium. D’autres hydrures ont également été utilisés tels que des
dérivés boronés (BHs-THF, BH3z*Me,S) ou un mélange de monochloroalane (AIH,CI)
et de dichloroalane (AIHCI,), préparé in situ a partir de LiAIH, et de AICIl; (Ojima et
al., 1991). Leur emploi a cependant conduit a la décarbamoylation du produit de
départ.

La réduction du lactame 86 avec LiAIH; (2 €g.) en amine n’'est pas
chimiosélective. En effet, deux composés principaux ont été isolés par
chromatographie sur gel de silice. Les analyses du composé de Rf supérieur
montrent la présence d'un carbone tertiaire ¢ (55 ppm) par expérience d'HSQC
(figure 31). La confrontation du spectre proton et de l'analyse LC-MS permet de
confirmer la structure cyclique de ce composé (86). Les analyses par RMN et LC-MS
du composé de Rf inférieur ont montré que, parallélement a la réduction de I'amine,
le cycle diazépane s’ouvrait par rupture de la liaison entre 'amine protégée et 'atome
de carbone substitué par le phényle.
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Figure 31 Spectre HCSQC du composé 86

Cette coupure de I'hétérocycle n’est pas décrite avec la 1-tert-butoxycarbonyl-
2-phénylpipéridin-3-one (Kise et al., 2004) et la 3-amino-1-tert-butoxycarbonyl-2-
phenylpipéridine (du CP-99,994 et NaBH, comme hydrure) (Huang et al., 2003). Les
analyses chromatographiques et LC/MS indiquent que la réduction, en diazépane 92,
et 'nydrogénolyse, en éthanediamine 98, se déroulent simultanément. De plus, une
étude comparative réalisée avec les 7-aryl et 7-alkyl 1,4-diazépan-5-ones (86-88 et
89-91, respectivement) (figure 32 et tableau 2) montre que I'ouverture du cycle se
produit exclusivement en présence d'un noyau phényle, indépendamment du
caractere électronique de son substituant (4-méthoxy pour 87 et 4-trifluorométhyle
pour 88). La conversion totale des lactames 86-88 en amines 98-100 est observée
guand la stcechiométrie de LiAIH, est égale a 4 équivalents. Cette réaction évoque
l'ouverture d’hétérocycles azotés comme la 2-phénylpyrrolidine par le lithium
(Almena et al., 1996), ou peut étre également comparée a [I'’hydrogénolyse
catalytigue classique de N-benzylamines.

3 == 00

86 91 92-97 98-100
Figure 32 : Réduction du lactame par LiAlH,

Diazépane Amine
(rendement en %) (rendement en %)

86 e 92 20 98 13
O\
87 oy 93 18 99 10

Diazépan-5-ones G

CF,
88 )@f 94 22 100 7
89 _-CHg 95 55 0
90 PN 96 51 0

91 ahd 97 57 0

Tableau 2 : Rendements en produits obtenus par réduction du lactame avec AlLiH,
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2. Substitution des deux fonctions amines

Les voies de synthese utilisées pour obtenir les séries K et L (figure 33) sont
similaires et ne se différencient que dans leur enchainement. L’obtention des
composés de la série K est plus aisée puisque la modulation s’effectue lors de la
derniére étape.

Oz s ?

R1 o

\ Série K
N erie Série L N

Figure 33 : Formule générale des composés des séries K et L
a. Préparation de la série K

Les composés de la série K sont préparés de facon analogue a ceux de la
série J. L'amine 92 est alkylée par le dérivé chloré 4 dans l'acétonitrile a 50C en
présence de diisopropyléthylamine. L'amine tertiaire 101 obtenue est déprotégée par
de l'acide chlorhydrique libérant I'amine 102. Les faibles rendements de I'acylation
de I'amine 102 par l'utilisation du mélange PyBroP/HOBLt, aussi bien en phase solide
gu’en solution, ont conduit au changement de méthode d’acylation. L’activation des
acides carboxyliqgues sous forme de chlorure d’acide fournit les amides souhaités
avec de faibles rendements a cause de la faible stabilité des chlorures d’acide et de
I'élimination difficile des produits secondaires (SO, et HCI). Par contre, la méthode
retenue, impliquant 'EDCI (1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl))carbodiimide), permet
d’obtenir les amides 103-108 avec de bons rendements.

I?OC

N N
DIEA / ACN 3 N
j 80T /3 h NI»
_ N
55 %
NC

101
OY R,
N
O R>
Y EDCI / pyridine \/['QI
HCI /iPrOH OH DMAP /DMF N N)
T esw 20-85 % /@J
NC NC
3HCI
102 103-108

Figure 34 : Préparation des composés de la série K

Ce schéma de synthése (figure 34) permet la préparation de 6 composés avec
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le 5-phényl-1,4-diazépane, substitué en position 4 par des groupements
hydrophobes R; (série K), et de 2 composés avec la 1-(3-phénylpropyle)-éthane-1,2-
diamine, amine issue de la réduction de la diazépinone (série K) (figure 35).

O ‘)
q&u :

”QQ

i? %MN\( @ ”

Figure 35 : Structure des composeés des séries K et K’

Le mécanisme réactionnel d'acylation par I'EDCI passe par plusieurs
intermédiaires, permettant ainsi lI'activation de I'acide (figure 36). L'EDCI et I'acide
carboxyligue forment une O-acylisourée, disposant d'une réactivité similaire aux
anhydrides d’acide correspondants. Suite a une migration du groupement acyle, la
O-acylisourée se transforme lentement en N-acylurées secondaires qui peuvent étre
isolées quantitativement en absence d’agent nucléophile. La réaction de la DMAP
(N,N-diméthylaminopyridine) avec la O-acylisourée formet un amide réactif ("l'ester
activé") qui empéche la formation intramoléculaire de type N-acylurée, favorisant
ainsi la génération de I'amide souhaité. La DMAP agit dans cette voie comme un
réactif de transfert d’acyle. Le fragment diméthylamino de I'EDCI rend l'urée
facilement salifiable, permettant ainsi son élimination du milieu réactionnel par lavage
a I'aide d’une solution légérement acide.

I
N_N==N_~_N + A-cooH

\/Né;N\/\/IL\

EDCI (1-éthyl-3-(3-diméthyl A-COO-

aminopropyl)carbodiimide) /
H I
N NN
réaction /_|\\ O YN\/\/ ~
AYO | lente H H

H - YNWN\ @ m
SN NN o A A
\[r b\ﬂ/ O-acylurée ) _N
(6]
N-acylurée © - urée A |

= N H,N—B j
R, N—B
<, -DMAP / H+ H
N

Figure 36 : Mécanisme reacuonnel du couplage avec I'EDCI
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b. Préparation de la série L

Les réactions utilisées pour la synthése de la série L sont identiques a celles
de la série K (figure 37). Le diazépane 92 est acylé par divers acides caroxyliques
en utilisant le mélange EDCI/DMAP comme agent d’activation. Aprés déprotection en
milieu acide, I'amine hétérocyclique libérée est alkylée par le paracyanobenzyl-
imidazole 4 pour donner les six produits finaux 125 & 130.

BOC
BOC IL
Ill HO EDCI / pyridine
3 + }\ DMAP / DMF
_—
N

R
o) 2 60-75% N}/_\
RZ
92 O
113 - 118
N
H ((\B
N N
j 4/ DIEA / ACN N \\Q
HCI / N 80C/3h 3 N
95% el R, 55% N
J—R,
119- 124 O 125-130
" Oy CC
SPORSCRSS O A
113,119 114, 120 115, 121 116, 122 117, 123 118, 124
et 125 et 126 et 127 et 128 et 129 et 130

Figure 37 : Synthése des composés de la série L
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Le peptide CVFM est le premier FTi décrit (ICso(FTase) = 60 nM). Sa nature
peptidique empéchant son utilisation thérapeutique, de nombreuses modulations
visant a supprimer le caractére peptidique et a augmenter l'activité in vitro et in vivo
ont été effectuées. Les relations structure-activité résultant de ces modulations ont
conduit a I'élaboration d’un pharmacophore.

Mon travail avait pour but principal la synthése et ['évaluation
pharmacologique de quatre séries originales de composés potentiellement inhibiteurs
de farnésyltransférase possédant trois hétérocycles différents comme espaceur : la
4-aminopipéridine-2-carboxylate de méthyle (série B), le 1,4-diazépane (série J) et le
5-phényl-1,4-diazépane (séries K et L). Le groupement chélateur est, pour tous les
composés préparés, le 1-(4-cyanobenzyl)imidazole. Les modulations ont été
effectuées au niveau du groupement hydrophobe.

espaceur

N
(/
N / Série B
H -
NC N y dérivés du 4-aminopipéridinyl

\ 2-carboxylate de méthyle

| -
o Lo
/w/

ENB\/N\) < \J dérivés du

1.4-diazépane

chélateur
de
zinc

groupement(s)

hydrophobe(s) Pharmacophore

R2'<

CN fe)
Série J Série K Série L

Aprés avoir mis au point une voie de synthése permettant de séparer les
diastéréoisoméres 2R et 2S des molécules possédant le motif 4-aminopipéridine-2-
carboxylate de méthyle, une dizaine de composés sont préparés en modulant le
groupement hydrophobe R; de cet hétérocycle (série B). Leur évaluation
pharmacologique a été réalisée de fagon systématique par mesure de I'inhibition de
farnésylation et par mesure de linhibition de prolifération cellulaire sur les lignées
DU145 et PC3. L’activité enzymatique et cellulaire de ces composés est modeste. Le
composé possédant le motif le phénylalaninate de méthyle (16) posséde la meilleure
activité inhibitrice de la FTase. Son inhibition de prolifération cellulaire est similaire a
celle du composé de référence (L-744832).

La mesure de I'activité enzymatique des acides carboxyliques correspondant a
ces esters permettra ultérieurement de savoir si ces composés sont des prodrugs.
L’influence de la stéréochimie de ces diastéréoisomeéres sur l'activité biologique
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pourra étre étudiée par leur séparation, pour les plus actifs d’entre eux, par
chromatographie chirale.

D’autres modulations ont été envisagées a partir de ce squelette
pipéridinique, en remplacant I'ester par un autre groupement tel qu’un alcool, un
acide carboxylique ou un amide primaire. Une autre stratégie, consistait a modifier
'espaceur. Une mini chimiotheque de 64 composés a été préparé, par synthése
paralléle, en modulant le groupement chélateur de zinc et le groupement
hydrophobe.

NC 16
IC5, (FTase) = 34 nM
\%\ ICy, (DU145) = 79 uM

Modification de

l'espaceur
Remplacement de

I'ester par : 0

\(\/)/nO\A )J\O /U\NH

- T
n= 0,1 A

A= H, alkyle, aryle

Le criblage de la chimiothéque a révélé deux hits C5 et C7. L’espaceur de ces
deux hits, 'homophénylalanine, a été rigidifié en 1,4-diazépane (série J) et en 7-
phényl-1,4-diazépane (séries K et L).

Une vingtaine de composés ont d’abord été préparés en modulant le
groupement hydrophobe R, du 1,4-diazépane (série J). Leur évaluation
pharmacologique permet d’établir des relations structure-activité et notamment au
niveau du « Az binding site ». Parmi les 19 composeés, seulement 7 inhibent la
prolifération cellulaire des lignées DU145 et PC3. Le calcul théorique de leur
lipophilie montre une relation avec l'activité cellulaire. Cette corrélation pourra étre
vérifié de fagon expérimentale par mesure du logP et de linhibition intracellulaire de
la FTase.

Ensuite, un phényle est ajouté en position 5 du diazépane. Le groupement
chélateur de zinc et le groupement hydrophobe pouvant se placer de deux fagons
différentes sur le 5-phényl-1,4-diazépane, deux séries (K et L) sont préparées. Aprés
avoir optimisé la synthése de cet hétérocycle (Wlodarczyk et al., 2007), 6 composés
pour chacune de ces deux séries (K et L) sont synthétisés en modulant le
groupement hydrophobe Ry.

Les composés avec le groupement chélateur de zinc en position 4 (série L)
disposent d’activités enzymatiques nettement supérieures aux molécules avec ce
méme substituant en position 1 (série K). Le remplacement du 1,4-diazépane (série
J) par le 5-phényl-1,4-diazépane correctement substitué (série L) n’influe que
modestement sur l'activité enzymatique. Cependant, l'ajout de ce groupement
potentialise de fagon significative I'activité cellulaire.
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Le composé 127 avec le cyclohexane comme groupement hydrophobe
posséde les meilleures activités enzymatiques et cellulaires. Le docking de ce
composé montre I'importance de la stéréochimie dans la reconnaissance par le site
actif de la FTase. Le composé 127, testé initialement sous forme racémique, sera
séparé par chromatographie sur phase chirale, pour ensuite effectuer I'évaluation
pharmacologique des deux énantioméres.

CN
X 127
O N N IC,,(FTase) =7 nM
_/ IC;,(DU145) = 29 uM
2 IC;,(PC3) =18 yM
N=/

Une étude in vivo montre que le composé de référence, le L-744832, diminue,
a 30 mg/kg la taille de la tumeur de 85 % sur DU145 et de 87 % sur PC3, par rapport
aux souris non traitées (Sirotnak et al., 2000). De plus, un composé du laboratoire,
similaire au composé 127, a été étudié in vivo sur un modeéle de souris xénogreffées
HT29 (cancer du célon), ce composé a montré une diminution de 50 % du volume de
la tumeur (Wlodarczyk et al., 2006). Au vu de ces remarques, une étude in vivo du
composeé 127 possédant de meilleures activités cellulaires que le L-744832, est
envisageable.

De nouvelles séries sont envisageables autour de I'espaceur diazépane.
L’aromatique pourrait étre substitué par divers groupements G, aromatiques ou
aliphatiques, afin d’établir de nouvelles relations structure-activité. Pour augmenter la
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solubilité et donc la biodisponibilité, I'imidazole pourrait étre remplacé par un 1,2,4-
triazole et un tétrazole.

remplacement de l'imidazole N remplacement du phényle

par d'autres hétérocycles par divers groupements

\ 6 ‘o

Les inhibiteurs de farnésyltransférase (FTis) induisent 'accumulation en phase
G2-M de nombreuses lignées cellulaires cancéreuses (Crespo et al., 2007), qui
pourrait étre due a l'inactivation d’une protéine farnésylée, la CENP-E (Schaar et al.,
1997). En effet, I'inhibition de farnésylation de CENP-E interfere avec son association
avec le fuseau mitotique.

Afin de déterminer le mécanisme responsable de la modification du cycle
cellulaire induit par les FTis, quatre FTis, préparés ici, ont été utilisés comme outils
pharmacologiques sur la lignée PC3. La visualisation de la séparation des
chromosomes ainsi que la localisation intracellulaire de CENP-E lors du cycle
cellulaires est réalisée par microscopie confocale couplée a des techniques
d'immunomarquage et de fluorescence. Ces FTis ont créé une désorganisation des
microtubules de fagon analogue a celle d’un inhibiteur de polymérisation du fuseau
mitotique (la combretastatine A4). De plus, linactivation de CENP-E par siRNA
donne le méme effet qu’avec les FTis. Il reste cependant a démontrer la corrélation
entre I'inhibition de farnésylation de CENP-E et la désorganisation des microtubules.

L’'importance de la farnésylation de CENP-E dans son fonctionnement et dans
sa localisation intracellulaire est encore mal évaluée. De nombreuses études
démontrent cependant une synergie lors de l'utilisation d’'un FTi en combinaison avec
un inhibiteur de fusion du fuseau mitotique, tel que les taxanes (Ready, 2007).
L’influence de la combinaison du composé 129 avec un inhibiteur de polymérisation
du fuseau mitotique, tel que le taxol ou la combretastatine A4, sera étudiée sur la
lignée PC3.

Enfin, bien que les FTls aient été développés dans le traitement du cancer, ils
se sont révélés efficaces en tant qu’agents antiparasitaires sur des protozoaires des
familles Plasmodium, Trypanosoma et Leishmania. Grace a plusieurs collaborations,
nous envisageons de mesurer I'activité enzymatique de ces inhibiteurs sur 'enzyme
FTase de ces parasites ainsi que leur activité antiparasitaire intrinséque, dans le but
d’obtenir des composés plus sélectifs de ces autres formes de la FTase. En fonction
de ces résultats, d’autres modulations pourront étre envisagées, notamment pour
améliorer le passage membranaire.
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Partie expérimentale

Partie A : Synthese chimique

l. Appareillage et techniques d’analyse

A. Chromatographie sur Couche Mince (CCM)

La pureté des produits de synthése est controlée par chromatographie sur
couche mince sur des plaques de gel de silice 60F,s4 d’épaisseur 0,2 mm (réf.
POLYGRAM® SIL G/UVas4).

Révélation : - UV (254 et 366 nm) pour les produits avec liaisons conjuguées,

- ninhydrine pour les amines,

- iode dans tous les cas,

- réactif de Dragendorff pour les composés comportant un atome
d’azote hétérocyclique.

L’éluant et le facteur de rétention (Rf) sont précisés dans la partie « Protocoles
Expérimentaux ».

B. Chromatographie sur colonne

Les purifications par chromatographie sur colonne sont réalisées sur gel de
silice 60, granulométrie 0,040-0,063 mm (réf. 815381 Macherey Nagel). L’éluant est
choisi de fagon a obtenir un Rf compris entre 0,20 et 0,25 sur plaques de CCM.

Les purifications par chromatographie sur couche épaisse sont réalisées sur
gel de silice 60Fs4 (réf. 816320.25 Macherey Nagel) qui est déposé sur une plaque
de verre (20 x 20 cm). L’éluant est choisi de fagon a obtenir un Rf compris entre 0,30
et 0,35 sur plaques de CCM.

C. Points de fusion (F)

Les points de fusion sont déterminés a I'aide d’'un appareil Buachi SMP 20 et ne
sont pas corrigés. lls sont exprimés en degrés Celsius (°C).

D. Spectrométrie infrarouge (IR)

Les spectres infrarouge sont réalisés sur un spectrométre a transformée de
Fourier Bruker Vector 22. Les signaux caractéristiques sont repérés par leur nombre
d’onde exprimé en cm™.

E. Polarimétrie
Les mesures du pouvoir rotatoire sont réalisées sur un polarimétre Perkin EImer
Polarimeter 343, dans une cuve de 10 cm (contenance 1 mL) thermostatée a 25°C, a
la longueur d’'onde de 589 nm (lampe au sodium). Les échantillons sont mis en
solution a la concentration de 10 mg/mL. Les mesures sont ensuite effectuées deux
fois. Le pouvoir rotatoire spécifique de I'’échantillon est alors calculé par la formule ci-
dessous.

55 a,, oy : pouvoir rotatoire lu sur I'appareil
[a]D - I : longueur de la cuve en décimétre (ici, / =1 dm)

Ixc € : concentration de I'échantillon en g/mL (ici, ¢ = 10
mg/mL soit 0,01 g/mL)
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F. Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres de RMN sont enregistrés & 300 MHz ('H, 2D COSY, HMBC et
HSQC) et 75 MHz (**C, HMBC et HSQC) sur un appareil a transformée de Fourier
Bruker AC 300P, avec le TMS comme référence interne, dans le laboratoire
d’application de RMN du Service Commun de Physico-chimie de I'Université de Lille
2. Les spectres sont enregistrés a température ambiante. Chaque signal est repéré
par son déplacement chimique (& en ppm), son intensité (nombre de H), sa
multiplicité (s, singulet ; d, doublet ; t, triplet ; q, quadruplet ; m, massif ou multiplet) et
eventuellement sa constante de couplage (J en Hertz). Dans le cas de massifs, celle-
ci n’est pas mesurable.

G. Spectrométrie de masse (SM)

Certains composés sont caractérisés par LC-MS ; le chromatographe liquide
haute performance (colonne ODS, phase mobile : eau/acétonitrile/acide formique en
mode gradient) est couplé a un détecteur UV et a un détecteur de masse de type
APCI* (lonisation Chimique a Pression Atmosphérique). Ces spectres sont
enregistrés au Centre Universitaire des Mesures Analytiques de I'Université de Lille
2, sur un appareil Thermo Electron Surveyor MSQ.

H. Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

La pureté des finaux est contrélée par chromatographie liquide haute
performance (CLHP) : les analyses sont réalisés sur un appareil Kontron 325 System
equipé d'un détecteur UV a barrette de diodes DAD440L, en mode isocratique (débit
= 1 mL/min). Les produits sont détectés par balayage UV de 200 a 400 nm. Les
colonnes utilisées sont des colonnes phase inverse (Kromasil C18, 150 x 4,6 mm).

. Analyse élémentaire
Les analyses élémentaires des produits finaux ont été réalisées par le Service

Central d’Analyse du CNRS de Vernaison. Une marge d’erreur de + 0,4 % est
tolérée sur les pourcentages calculés.
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II. Protocoles expérimentaux

Synthése du 5-chlorométhyl-1-(4-cyanobenzyl)imidazole

Phosphate de 4-(aminométhyl)benzonitrile (1)

1) HMTA /EtOH /1 h/ 70°C
NC‘©—\ 2) H;PO, / acide propionique / 70°C / 1 h NC‘©—\ 113 PO
Br NH,

3
1

L’hexaméthylénetétramine (1,1 éq., 3,75 g, 26,8 mmol) mise en suspension
dans 15 mL d’éthanol est ajoutée a 50°C au dérivé bromé (1 éq., 5 g, 25,5 mmol)
dissous dans 20 mL d’éthanol. Le milieu réactionnel est ensuite chauffé a 70°C
pendant 1 heure, puis la température est abaissée a 50°C pour ajouter 1 mL d’acide
propionique et 3 mL d’acide phosphorique. Le milieu réactionnel est ensuite laissé a
70°C pendant 1 heure. Aprés 1 heure d’agitation a température ambiante, le précipité
formé est filtré et lavé 2 fois par de I'éthanol puis 3 fois par de I'eau, avant d’étre mis
a sécher.

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 95 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9 : 1) : 0,05 ; F : >250°C.

Analyses spectrales

» IR :2229 v (C=N nitrile) ; 1430 v (C=C aromatique)

» RMN 'H (DMSO-ds + D,0) : 4,50 (s, 2 H, CHy) ; 7,58-7,60 (d, 2 H, J = 4,1, Ar) ;
7,81-7,82 (d, 2 H, J =4,0, Ar).

1-(4-Cyanobenzyl)-5-hydroxyméthyl-2-mercaptoimidazole (2)

CN
CN )

acide propionique / CH;CN/eau(93/7)
+ + KSCN /80°C/3h

N
OH OH HS
+ \J/\OH
NH, 1/3 PO, \i J
2

La benzylamine 1 (1,2 éq., 2 g, 12 mmol), le thiocyanate de potassium (1,4
€q., 0,98 g, 14 mmol), la dihydroxyacétone dimére (0,5 éq., 0,45 g, 5 mmol) et I'acide
propionique (2,15 éq., 1,6 mL, 21 mmol) sont introduits dans 10 mL d’'un mélange
acétonitrile/eau (93/7). Apres 3 heures de chauffage a 80°C, le milieu réactionnel est
laissé revenir a température ambiante. Le précipité formé est filtré et lavé par de
I'acétonitrile puis par de I'eau.
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Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 65 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9 : 1) : 0,10 ; F (cyclohexane) : 228°C.

Analyses spectrales

» IR :3121 v (O-H); 2229 v (C=N nitrile) ; 1430 v (C=C aromatique)

» RMN 'H (DMSO-ds) : 2,10 (s, 1 H, OH) ; 3,90 (s, 1 H, SH) ; 4,16 (s, 2 H, CH2-OH)
; 5,38 (s, 2 H, CH»>-Ar) ; 6,93 (s, 1 H, Im) ; 7,35-7,38 (d, 2 H, J = 4,2, Ar) ; 7,80-
7,82 (d,2H,J=4.2, Ar).

1-(4-Cyanobenzyl)-5-hydroxyméthylimidazole (3)

CN CN
H,0,/ AcOH
1) 35-45°C / 1/2h
2)20°C/ 1h

HS\(f\\INJ/\OH (I\\IJ/\OH

L’imidazole 2 (1 éq., 28 g, 114 mmol) est introduit dans 30 mL d’acide
acétique. L’eau oxygénée a 35%.q (3 €q., 34 mL, 342 mmol) est ajoutée goutte a
goutte a ce meélange maintenu a 35-45°C. Le milieu réactionnel est laissé sous
agitation une demi-heure a 35-45°C puis 1 heure a température ambiante. La
réaction est ensuite stoppée par ajout de 7 mL d’une solution a 20% de Na,SOs. Le
milieu réactionnel est alcalinisé par 'ammoniaque a 20% et laissé sous agitation
pendant 1 heure. Le précipité formé est filtré et lavé par une solution a 2% en
ammoniaque puis par de I'acétate d’éthyle.

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 55 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9 : 1) : 0,20 ; F : 168°C.

Analyses spectrales

» IR:3121 v (O-H), 2601-3093 v (C-H), 2232 v (C=N nitrile)

> RMN 'H (DMSO-d¢) : 4,31 (s, 2 H, CH»-OH) ; 5,37-5,54 (m, 3 H, OH et CH-Ar) ;
6,87 (s, 1H,Im); 7,35-7,38 (d,2H,J=4,1, Ar) ; 7,74 (s, 1 H, Im) ; 7,80-7,82 (d,
2H,J=4.2, Ar).

Chlorhydrate de 5-chlorométhyl-1-(4-cyanobenzyl)imidazole (4)

CN CN

SOCI, / DMF
20°C/1h

N N

Le chlorure de thionyle (1,2 éq., 0,12 mL, 1,74 mmol) est ajouté goutte a
goutte, a 5°C, a l'alcool 3 (1 éq., 300 mg, 1,41 mmol) dissous dans 20 mL de DMF
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anhydre. Le milieu réactionnel est ensuite laissé sous agitation demi-heure a 5°C
puis 1 heure a température ambiante. Ensuite, 0,5 mL d’isopropanol et 5 mL sont
ajoutés. Aprés 1 heure d’agitation a 5°C, le précipité formé est filtré et lavé par de
I'acétate d’éthyle.

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 90 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9:1):0,05; F: 161°C.

Analyses spectrales

» IR : 2232 v (C=N nitrile).

> RMN 'H (DMSO-ds+D-0) : 4,92 (s, 2 H, CH2-Cl) ; 5,66 (s, 2H, CH»-Ar) ; 7,53-7,56
(d,2H, Ar,J=4,3);7,87-7,93 (m, 3H, Ar, Im) ; 9,31 (s, 1H, Im).

Synthése des composés a espaceur 4-aminopipéridinyl-2-

carboxylate de méthyle (série B)

1-[(S)-Phényléthyl]but-3-ényl-1-amine (5)

1) Tos-Cl, NEt;, THF, TA, 24 h AN
X 2) S-(-)-phényléthylamine, NEt,,
THF, 70°C, 78 h

OH

(3]

Le 3-butén-1-ol (1 éq., 138 mmol, 10 g) et le chlorure de tosyle (1,05 éq., 145
mmol, 7,6 g) sont introduits dans 100 mL de THF anhydre. La triéthylamine (1,2 éq.,
23,4 mL, 0,166 mol) est ajoutée goutte a goutte en maintenant la température du
milieu réactionnel inférieure a 45°C. Aprés 24 heures de réaction, la triéthylamine
chlorhydratée précipite et est filtrée puis lavée par du THF. Le filtrat est ensuite
concentré. Apres 'ajout de 100 mL de THF anhydre et de triéethylamine (1,2 éq., 0,16
mol, 23,1 mL) a ce résidu, la (S)-(-)-1-phényléthylamine (1,2 éq., 0,16 mol, 21 mL)
est ajoutée goutte a goutte. Le mélange est agité a 70°C pendant 42 heures. Aprés
I'ajout d’une solution d’hydroxyde de sodium, la phase aqueuse est extraite deux fois
par de I'éther diéthylique. Les phases organiques sont réunies pour étre lavée par
une solution saturée en NaCl. La phase organique est séchée sur MgSO, avant
d’étre concentreée.

(1S,5R) et (1R,5S5)-2-[(S)-2-Phényléthyl]-6-oxa-2-azabicyclo[3.2.1]octan-7-ones
(6et7)
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[ ] (0] O o)

o)
olks e
H OH _ .
NH THF © O ©
60-65°C, 4 h N + N
e
6

L’acide glyoxylique (1,5 €q., 210 mmol, 22,9 mL) est ajouté goutte a goutte a
'amine 5 obtenue précédemment en maintenant la température a 60°C et est laissé
a cette température pendant 4 heures. Puis la solution est refroidie et est diluée par
I'ajout d’eau et de solution saturée en NaCl. Aprés alcanisation par de la soude a
10% jusqu’a atteindre un pH compris entre 8 et 9, la phase organique est récupérée
et la phase aqueuse est extraite trois fois par de l'acétate d’éthyle. Les phases
organiques sont réunies pour étre lavées successivement par une solution
d’hydrogénocarbonate de sodium saturée, de I'eau et une solution saturée en NaCl.
La phase organique est séchée sur MgSO,4 avant d’étre concentrée. Le résidu est
ensuite purifié par chromatographie de gel de silice avec I'acétate d’éthyle comme
éluant.

Caractéristiques : Aspect : huile jaunatre ; Rendement (a partir du 3-butén-1-ol) : 45
% ; Rf (Acétate d’éthyle) : 0,68 ; [a] = +57,7°

Analyses spectrales

» IR: 1772 v (lactone)

» RMN 'H (CDCl3) : 1,42-1,48 (d, 3 H, J = 5,2, CH3-CH) ; 1,55-1,69 (m , 1 H, N-
CH2-CH>) ; 1,81-2,05 (m, 2 H, CH>-CH-CH,) ; 2,15-2,38 (m, 3 H, N-CH>-CH,,
CH,-CH-CH,) ; 3,41-3,44 (m, 1 H, N-CH) ; 4,02-4,12 (q, 1 H, J = 5,5, CH3-CH) ;
4,18-4,22 (m, 1 H, CH-O) ; 7,10-7,35 (m, 5 H, Ar).

> LC-MS : Tr = 3,01 min et 3,08 min, MH" = 232

4-(R)-Hydroxy-1-[(S)-2-phényléthyl]pipéridine-2(S)-carboxylate de méthyle (8) et
4-(S)-Hydroxy-1-[(S)-2-phényléthyl]pipéridine-2(R)-carboxylate de méthyle (9)

OH
0 O';R 2S
——0 Reflux, 4 h 25 o N O
"+ Ny e N + g
NS
42% 8 58% 9

Le mélange des deux lactones est chauffé a reflux pendant 4 heures dans une
solution de méthanol préalablement saturé en acide chlorhydrique. Le milieu
réactionnel est ensuite concentré et le sel formé est alcalinisé par une solution a 10
% en KyCOgs. Cette solution est extraite trois fois par de l'acétate d’éthyle. Les
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phases organiques sont réunies et lavées par une solution saturée en NaCl. La
phase organique est séchée sur MgSO,4 avant d’étre concentrée. Le résidu est purifié
par chromatographie sur gel de silice avec un éluant acétate d’éthyle/cyclohexane :
60/40, ou les deux diastéréoisomeres 8 et 9 sont séparés.

Rendement (des deux alcools) : 62 %

Composé 2S (8) :

Caractéristiques : Aspect: huile jaunatre; Rf (acétate d'éthyle): 0,41;
[a] (méthanol) = +51°

Analyses spectrales

» IR: 3450 v (OH), 1735 v (C=0 ester)

» RMN 'H (CDCl3) : 1,43-1,52 (d, 3 H, J = 6,7, CH3-CH) ; 1,62-1,77 (m, 1 H, N-CH>-
CH) ; 1,80-2,07 (m, 3 H, N-CH2-CH> et CH-CH>-CH) ; 2,11-2,17 (m, 1 H, OH) ;
2,28-2,38 (m, 1 H, N-CH>-CH>) ; 3,11-3,24 (m, 2 H, N-CH>-CH,, N-CH-COOCH3) ;
3,61-3,69 (m, 1 H, CH>-CH-CH) ; 3,71-3,81 (s, 3 H, CH-COOCH;) ; 3,91-4,02 (q,
1H J=6,7, CH-CHs) ; 7,20-7,30 (m, 5 H, Ar).

Composé 2R (9) :

Caractéristiques : Aspect: huile jaunatre ; Rf (acétate d’éthyle): 0,63; [a]
(méthanol) = +2°

Analyses spectrales

» IR: 3450 v (OH), 1737 v (C=0 ester)

» RMN 'H (CDCls) : 1,24-1,33 (d, 3 H, J = 6,7, CH3-CH) ; 1,42-1,48 (m, 1 H, CH>-
CH>-CH) ; 1,60 (m, 1 H, OH) ; 1,70-1,80 (m, 1 H, CH2-CH>-CH) ; 2,03-2,12 (m, 2
H, CH-CH,-CH) ; 2,28-2,38 (m, 1 H, N-CH2-CH3) ; 2,82-2,93 (m, 1 H, N-CH>-CH>)
; 3,67-3,76 (m, 4 H, CH-COOCH:;) ; 3,82-3,85 (m, 1 H, CH2-CH-CH>) ; 3,96-4,05
(9, 1TH J=6,7, CH-CH3) ; 7,18-7,36 (m, 5 H, Ar).

> RMN c (CDCl3) : 17,8 (CH3) ; 32,3 (CH>) ; 34,4 (CHy) ; 40,5 (CHy) ; 51,1 (CH3) ;
58,5 (CH) ; 60,0 (CH) ; 66,2 (CH) ; 128,0 (Ar).

4-Oxo0-1-[(S)-2-phényléthyl]pipéridine-2(S)-carboxylate de méthyle (10) et
4-Oxo0-1-[(S)-2-phényléthyl]pipéridine-2(R)-carboxylate de méthyle (11)

OH O

DMSO, COCl,,

0] -78°C, 1h O
N ~ > N ~

10, 11

Le chlorure d’oxalyle (1,3 éq., 8,97 mmol, 2,10 mL) en solution dans 10 mL de
dichlorométhane anhydre est refroidi a -78°C. Le diméthylsulfoxyde (2,6 éq., 18
mmol, 3,50 mL), dilué dans 10 mL de dichlorométhane, est ensuite, ajouté goutte a
goutte. Dix minutes aprés la fin de I'ajout, une solution d’alcool 8 ou 9 (1 éq., 6,9

- 149 -



Partie expérimentale

mmol, 4,8 g) dans environ 10 mL de dichlorométhane est ajouté goutte a goutte et
I'agitation est maintenue pendant 15 minutes. La triéthylamine (4 éq., 6,5 mmol, 0,5
mL) est ajoutée et aprés 10 minutes d’agitation a -78°C, le milieu réactionnel est
laissé revenir lentement a température ambiante. Le solvant est concentré, le résidu
est repris par de I'eau et est alcalinisé. Cette solution est extraite trois fois par de
'acétate d’éthyle. Les phases organiques sont réunies pour étre lavées par de I'eau
et une solution saturée en chlorure de sodium. Les phases organiques sont séchées
sur sulfate de magnésium et concentrées.

Composé 2S (10) :

Caractéristiques : Aspect: huile jaune foncé, Rendement : 78 %, Rf (acétate
d’éthyle) : 0,88

Analyses spectrales

» IR:1720 v (C=0 cétone), 1725 v ( C=0 ester)

> RMN 'H (CDCI3): 1,53-1,61 (d, 3 H, J = 6,2, CH3-CH) ; 1,78-2,61 (m, 4 H, CH>-
CO-CH,) ; 3,11-3,22 (m, 2 H, N-CH,) ; 3,62-3,78 (m + s, 4 H, J = 6,0, CH-
COOCH;) ; 3,91-4,01 (g, 1 H, CH-CH3) ; 7,12-7,42 (m, 5 H, Ar).

Composé 2R (11) :

Caractéristiques : Aspect: huile jaune foncé, Rendement : 71 %, Rf (acétate
d’éthyle) : 0,93

Analyses spectrales

» IR:1720 v (C=0 cétone), 1725 v ( C=0 ester)

> RMN 'H (CDCl5): 1,42-1,50 (d, 3 H, J =6,2, CH3-CH) ; 2,2-2,9 (m, 6 H, CH,-CO-
CH>-CH.) ; 3,75 (s, 3 H, CH3-COO) ; 3,80-3,90 (m, 1 H, CH-CH3) ; 4,02-4,28 (q, 1
H, J = 6,5, CH-COOCH3) ; 7,26-7,44 (m, 5 H, Ar).

4-[(R)-1-Méthoxycarbonyl-2-phényléthylamino]-1-[(S)-2-phényléthyl]pipéridine-
2(S)-carboxylate de méthyle (12) et
4-[(R)-1-Méthoxycarbonyl-2-phényléthylamino]-1-[(S)-2-phényléthyl]pipéridine-
2(R)-carboxylate de méthyle (13)

_0._0
0
HN
Phe-OMe.HCI / MeOH
OMe  NaBH,CN/NEt,/ TA

N
> (@]
o} N >
©/\O

12,13

La cétone 10 ou 11 (1 éq., 1,15 mmol, 300 mg) phénylalaninate de méthyle
(1,5 éq., 1,72 mmol, 370 mq) ainsi que la triethylamine (2 €q., 2,29 mmol, 0,32 mL)
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sont introduits dans 30 mL de méthanol anhydre. Le tamis moléculaire 3A est ajouté
et le milieu réactionnel est laissé sous agitation sous atmosphére inerte (azote).
Apres trois heures de réaction, NaBH3;CN (1,1 éqg., 80 mg, 1,26 mmol) est introduit.
Le tamis moléculaire est ensuite filtré et le filtrat est concentré. Le résidu repris dans
de I'acétate d’éthyle est lavé par de I'hydrogénocarbonate de sodium a 5%, de I'eau
et une solution saturé en NaCl. La phase organique est séchée sur du sulfate de
magnésium, filtrée et enfin concentrée. Le résidu est purifié par chromatographie sur
gel de silice (acétate d’éthyle / cyclohexane : 20/80).

Composé 2S (12) :

Caractéristiques : Aspect : huile jaunatre ; Rendement : 55 % ; Rf (acétate d’éthyle)
: 0,73.

Analyses spectrales

» 1R :1733 v (C=0 ester).

> RMN'H (CDCI3) : 1,45-1,56 (d, 3 H, J = 7,1, CH3-CH) ; 1,63-1,79 (m, 1 H, N-
CH2-CH,) ; 1,83-2,11 (m, 3 H, N-CH2-CH, et CH-CH»-CH) ; 2,30-2,41 (m, 1 H, N-
CH,-CH;) ; 2,87-2,99 (m, 2 H, CH»-Ar) ; 3,12-3,26 (m, 2 H, N-CH>-CH;, CH,-CH-
CH) ; 3,63-3,70 (m, 1 H, CH-COOCH;) ; 3,72-3,83 (s, 3 H, CH-COOCH;) ; 3,84-3,92
(m, 4 H, CH-COOCH;) ; 3,94-4,07 (9,1 H J =6,7, CH-CH3) ; 7,15-7,41 (m, 10 H, Ar).

Composé 2R (13) :

Caractéristiques : Aspect : huile jaunatre ; Rendement : 42 % ; Rf (acétate d’éthyle)
: 0,82.

Analyses spectrales

» IR :1734 v (C=0 ester).

> RMN 'H (CDCl3) : 1,22-1,34 (d, 3 H, J = 6,7, CH3-CH) ; 1,43-1,49 (m, 1 H, N-CH-
CH) ; 1,51-1,59 (m, 1 H, N-CH2-CH>) ; 2,04-2,12 (m, 2 H, CH-CH>-CH) ; 2,29-2,39
(m, 1 H, N-CH>-CH) ; 2,89-2,98 (m, 2 H, CH>-Ar) ; 3,40-3,53 (m, 1 H, N-CH>-CH) ;
3,55-3,71 (m, 4 H, CH-COOCH;) ; 3,73-3,82(m, 4 H, CH-COOCH;) ; 3,84-3,89 (m, 1
H, CH,-CH-CH,) ; 3,90-4,02 (g, 1 H,J = 6,7, CH-CH3) ; 7,11-7,40 (m, 10 H, Ar).

Chlorhydrate de 4-[(R)-1-méthoxycarbonyl-2-phényléthylamino]pipéridin-2(S)-
carboxylate de méthyle (14) et
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Chlorhydrate de 4-[(R)-1-méthoxycarbonyl-2-phényléthylamino]pipéridin-2(R)-
carboxylate de méthyle (15)

MeOH /T.A.

_0._0
_0._0
HN H,/ 20% [Pd(OH),/C]

N RN

|
H O .2HCI
14, 15

L’hydroxyde de palladium sur charbon est ajouté a la pipéridine N-benzylée
dissoute dans du méthanol. La suspension est agitée sous 1 bar d’hydrogéne
pendant quatre heures a température ambiante. Le catalyseur est filtré sur célite et le
filtrat est concentré. Le produit formé est isolé sous forme de chlorhydrate.

Composé 2S (14) :

Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 95 % ; Rf
(dichlorométhane/méthanol : 9/1) : 0,08 ; F = 205 °C.

Analyses spectrales

» IR: 1744 v (C=0 ester)

» RMN 'H (DMSO-ds+ D,0): 1,44-1,49 (m, 1 H, N-CH2-CH,) ; 1,44-1,56 (m, 1 H, N-
CH2-CH>) ; 2,03-2,12 (m, 2 H, CH-CH2>-CH) ; 2,28-2,38 (m, 1 H, N-CH>-CH,) ;
2,86-2,97 (m, 2 H, CH>-Ar) ; 3,18-3,31 (m, 2 H, N-CH,-CH; et CH,-CH- CH,) ;
3,53-3,68 (m, 4 H, CH-COOCH,) ; 3,70-3,81(m, 4 H, CH-COOCH3) ; 7,19-7,38
(m, 5 H, Ar).

Composé 2R (15) :

Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 95 %; Rf
(dichlorométhane/méthanol : 9/1) : 0,15 ; F = 215°C.

Analyses spectrales

» IR :1746 v (C=0 ester)

> RMN 'H (DMSO-dg): 1,62-1,77 (m, 1 H, N-CH2-CHs) ; 1,80-2,07 (m, 3 H, N-CH>-
CHzet CH-CH>-CH) ; 2,28-2,38 (m, 1 H, N-CH>-CH>) ; 2,86-2,97 (m, 2 H, CH>-Ar)
; 3,11-3,24 (m, 2 H, N-CH,-CH;, N-CH-COOCHS3;) ; 3,61-3,69 (m, 1 H, CH-
COOCH;) ; 3,71-3,81 (s, 3 H, CH-COOCH,) ; 3,77-3,86 (m, 4 H, CH-COOCH;) ;
3,82-3,88 (m, 1 H, CH,-CH-CH,) ; 7,21-7,33 (m, 5 H, Ar).

Chlorydrate de 1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yllméthyl}-4-[(R)-1-
méthoxycarbonyl-2-phényléthylamino]pipéridin-2(S)-carboxylate de méthyle
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(16) et
chlorydrate de 1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yliméthyl}-4-[(R)-1-
méthoxycarbonyl-2-phényléthylamino]pipéridin-2(R)-carboxylate de méthyle

(17)
"
CN N\{
H
N N N 3HCI
HN CH,CN / DIEA :
o e o o
N Cl + CN 0 o)
0
<\an N ~ / /
O Hcl 16. 17

La pipéridine 14 ou 15 (1 éq., 8,3 mmol, 1.5 g), la DIEA (2,5 éq., 16,6 mmol,
3,4 mL) et le dérivé chloré 4 (1,2 éq., 10 mmol, 2,7 g) sont solubilisés dans
I'acétonitrile anhydre. Le milieu réactionnel est porté a reflux pendant environ douze
heures. Apres réaction, le milieu réactionnel est évaporé et le résidu est repris par de
'acétate d’éthyle. La phase organique est lavée par de I'eau puis par de la solution
saturée en NaCl. La phase organique est séchée sur MgSO, avant d’étre
concentrée. Le résidu est purifié par chromatographie sur couche épaisse
(DCM/MeOH : 95/5).

Composé 2S (16) :

Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 98 % ; Rf (acétate
d’éthyle) : 0,08.

Analyses spectrales

» IR :2229 v (C=N nitrile) ; 1738 v (C=0 ester)

» RMN 'H (DMSO-dg): 1,62-1,77 (m, 1 H, N-CH,-CH5) ; 1,80-2,07 (m, 3 H, N-CH>-
CHzet CH-CH>-CH) ; 2,28-2,38 (m, 1 H, N-CH>-CH>) ; 2,86-2,97 (m, 2 H, CH2-Ar)
; 33,11-3,24 (m, 2 H, N-CH>-CH;,, CH,-CH-CH,) ; 3,48 (s, 2 H, CH>-lm) ; 3,61-
3,69 (m, 1 H, CH-COOCHs;) ; 3,71-3,81 (s, 3 H, CH-COOCH,) ; 3,77-3,86 (m, 4 H,
CH-COOCH;) ; 5,47 (s, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 7,03 (s, 1 H, Im) ; 7,18-7,45 (m, 9 H,
Ar) ; 7,12-7,56 (m, 1 H, Im).

> LC-MS : Tr=2,98 min ; MH" = 516 ; Pureté = 99,3 %

Analyse élémentaire : CyH33sNsO4, 3 HCI => 625,1 g.mol™ (Calculé : %C = 55,77 ;
%H =5,81; %N = 11,21 ; %CI = 17,00 ; Expérimental: %C = 55,73 ; %H = 5,91 ;
%N =11,34 ; %Cl =17,11).

Composé 2R (17) :

Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 94 % ; Rf (acétate
d’éthyle) : 0,12.
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Analyses spectrales

» IR :2226 v (C=N nitrile) ; 1746 v (C=0 ester)

> RMN 'H (DMSO-dg): 1,38-1,42 (m, 1 H, N-CH,-CH5) ; 1,51-1,58 (m, 1 H, N-CH>-
CH,) ; 2,07-2,13 (m, 2 H, CH-CH>-CH) ; 2,23-2,35 (m, 1 H, N-CH»-CH>) ; 2,81-
2,95 (m, 2 H, CH2-Ar) ; 3,35-3,44 (m, 1 H, N-CH>-CH) ; 3,48 (s, 2 H, CH2-Im) ;
3,67-3,76 (m, 4 H, CH-COOCH;) ; 3,79-3,88 (m, 4 H, CH-COOCH;) ; 3,91-3,98
(m, 1 H, CH2-CH-CH) ; 5,47 (s, 2 H, Im-CHz-Ar) ; 7,03 (s, 1 H, Im) ; 7,14-7,43
(m, 9 H, Ar); 7,12-7,56 (m, 1 H, Im).

» LC-MS:Tr=2,83 min; MH" =516 ; Pureté = 99,7 %

Analyse élémentaire : CogH33Ns04, 3 HCI => 625,1 g.mol™ (Calculé : %C = 55,73;
%H = 5,81 ; %N = 11,21 ; %CI = 17,00 ; Expérimental: %C = 55,75 ; %H = 5,91 ;
%N =11,31 ; %Cl =17,05).

Chlorhydrate de 4-amino-1-[(S)-2-phényléthyl]pipéridine-2(S)-carboxylate de
méthyle (18)

et chlorhydrate de 4-amino-1-[1S-phényléthyl]pipéridinyl-2(R)-carboxylate de
méthyle (19)

0 NH,

1) CH,COONH, / MeOH

NaBH,CN / NEt,/ TA

0 - 0
N ~ 2) HCI / i-PrOH . N ~
o 0
. 2HCI
18, 19

La cétone 10 ou 11 (1 éq., 7,5 mmol, 1,96 g), 'acétate d'ammonium (10 éq., 75
mmol, 5,75 g) et NaBH3;CN (0,8 éq., 6,0 mmol, 370 mg) sont introduits dans 150 mL
de méthanol anhydre. Le tamis moléculaire 3A est ajouté et le milieu réactionnel est
laissé sous agitation sous atmosphére inerte pendant 18 heures. Le tamis
moléculaire est ensuite filtré et le filtrat est concentré. Le résidu repris dans de
'acétate d’éthyle est lavé par de I'’hydrogénocarbonate de sodium a 5%, de I'eau et
une solution saturé en NaCl. La phase organique est séchée sur du sulfate de
magnésium, filtrée puis concentrée. L’amine est isolée sous forme de chlorhydrate.

Composé 2S (18) :

Caractéristiques : Aspect: huile jaune foncé; Rendement : 77 % ; Rf
(dichlorométhane / méthanol : 9/1): 0,24 ; a (méthanol) = +51°

Analyses spectrales

» IR:1725 v ( C=0 ester); 1720 v (C=0 cétone),

» RMN 'H (DMSO-dg) : 1,42-1,51 (d, 3 H, J = 6,9, CH3-CH) ; 1,62-1,77 (m, 1 H, N-
CH2-CH;) ; 1,80-2,07 (m, 3 H, N-CH,-CH; et CH-CH,-CH) ; 2,28-2,38 (m, 1 H, N-
CH>-CH;) ; 3,18-3,24 (m, 2 H, N-CH>-CH,, N-CH-COO-CHj3) ; 3,61-3,69 (m, 1 H,
CH-COOCH;3) ; 3,71-3,81 (s, 3 H, CH-COOCH5) ; 3,92-4,01 (m, 1 H, CH-NH**) ;
4,12-4,21 (9, 1 H J = 6,7, CH-CH3) ; 4,52-4,61 (m, 1 H, NH") ; 7,20-7,30 (m, 5 H,
Ar) ; 8,52-8,85 (m, 3 H, NH3").
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Composé 2R (19) :

Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 79 %; Rf
(dichlorométhane / méthanol : 9/1) : 0,20 ; a (méthanol) = +1,7°

Analyses spectrales

» IR:1733 v (C=0 ester); 1722 v (C=0 cétone)

> RMN 'H (DMSO-d¢) : 1,25-1,32 (d, 3 H, J = 6,9, CH3-CH) ; 1,43-1,50 (m, 1 H,
CH2-CH>-CH) ; 1,71-1,79 (m, 1 H, CH2-CH>-CH) ; 2,05-2,14 (m, 2 H, CH-CH>-CH)
; 2,29-2,38 (m, 1 H, N-CH>-CH) ; 2,81-2,94 (m, 1 H, N-CH»-CH>) ; 3,66-3,75 (m,
4 H, CH-COOCHS5) ; 3,93-4,02 (m, 1 H, CH-NH*") ; 4,06-4,14 (9, 1 H,J = 6,6, CH-
CHs) ; 4,44-451 (m, 1 H, NH") ; 7,17-7,36 (m, 5 H, Ar); 8,42-8,55 (m, 3 H, NH;").

Méthode générale d’acylation des 4-aminopipéridines 18 et 19
(composés 20-27)

L’amine 18 ou 19 est dissoute dans 30 mL de diméthylformamide, puis 'acide
carboxylique, 'EDCIL.HCI, la pyridine et la DMAP sont ajoutés. Aprés 18 heures
d’agitation a température ambiante, le solvant est concentré. Le résidu est repris de
I'acétate d’éthyle pour étre lavé par deux fois une solution de soude 1M, une fois par
de I'eau et une fois par une solution aqueuse saturée en chlorure de sodium. Aprés
séchage sur sulfate de magnésium, la phase aqueuse est évaporée. Le résidu est
purifié par chromatographie avec un éluant dichlorométhane / méthanol 98 : 2.

\ 4-Benzamido-1-[(S)-2-phényléthyl]pipéridine-2(S)-carboxylate de méthyle (20) \

H
N N
28 0
(O—
O
/
20
Acide benzoique 2 éq. 1,24 mmol 170 mg
EDCI.HCI 2 éq. 1,24 mmol 240 mg
Pyridine 3 éq. 1,86 mmol 150 uL
DMAP catalytique
Amine 18 ou 19 1éq. 0,62 mmol 300 mg
Composé 2S (20) :
Caractéristiques : Aspect: huile transparente; Rendement : 82 % ; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,85.

Analyses spectrales :
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» IR:1730 v (C=0 ester), 1649 v (C=0 amide)

» RMN 'H (CDCl3) : 1,42-1,51 (d, 3 H, J = 6,9, CH3-CH) ; 1,62-1,77 (m, 1 H, N-
CH2-CH;) ; 1,80-2,07 (m, 3 H, N-CH,-CH; et CH-CH,-CH) ; 2,28-2,38 (m, 1 H, N-
CH»-CHy) ; 3,18-3,24 (m, 2 H, N-CH>-CH;, CH,-CH-CH,) ; 3,64-3,81 (m + s, 4 H,
CH-COOCH;) ; 3,92-4,01 (q, 1 H, J = 6,7, CH-CH3); 7,13-7,34 (m, 10 H, Ar) ;
8,49-8,58 (m, 1 H, CONH).

4-(Biphén-2-yl)carboxamido-1-[(S)-2-phényléthyl]pipéridine-2(S)-carboxylate de
méthyle (21) et
4-(biphén-2-yl)carboxamido-1-[(S)-2-phényléthyl]pipéridine-2(R)-carboxylate de
méthyle (25)

28 0 S2R
o) 0=
: XWaW,
PAIR) )
21 25
Acide 2-biphénoique 2 éq. 1,24 mmol 245 mg
EDCI.HCI 2 éq. 1,24 mmol 240 mg
Pyridine 3 éq. 1,86 mmol 150 pL
DMAP catalytique
Amine 18 ou 19 1éq. 0,62 mmol 300 mg
Composé 2S (21) :
Caractéristiques : Aspect: huile transparente; Rendement : 85 % ; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9 : 1) : 0,90.

Analyses spectrales :

» IR:1733 v (C=0 ester) ; 1635 v (C=0 amide)

» RMN 'H (CDCls) : 1,43-1,52 (d, 3 H, J = 6,7, CH3-CH) ; 1,61-1,76 (m, 1 H, N-CH>-
CH) ; 1,83-2,10 (m, 3 H, N-CH2-CH; et CH-CH>-CH) ; 2,29-2,36 (m, 1 H, N-CH-
CHy) ; 3,18-3,26 (m, 2 H, N-CH>-CH,, CH,-CH-CH;) ; 3,58-3,69 (m, 1 H, CH-
COO-CHs) ; 3,71-3,79 (s, 3 H, CH-COO-CH3;) ; 3,92-4,01 (9, 1 H, J = 6,2, CH-
CHs); 7,17-7,51 (m, 14 H, Ar) ; 8,52-8,61 (m, 1 H, CONH).

Composé 2R (25) :

Caractéristiques : Aspect: huile transparente; Rendement : 85 % ; Rf
(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,82.

Analyses spectrales :

» IR:1733 v (C=0 ester); 1633 v (C=0 amide)

> RMN 'H (CDCls) : 1,24-1,33 (d, 3 H, J = 6,7, CH3-CH) ; 1,42-1,48 (m, 1 H, N-CH-
CH) ; 1,45-1,57 (m, 1 H, N-CH2-CH>) ; 2,03-2,12 (m, 2 H, CH-CH>-CH) ; 2,28-
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2,38 (m, 1 H, N-CH2-CHy) ; 3,32-3,41 (m, 1 H, N-CH>-CH,) : 3,67-3,76 (m+ s, 4 H,
CH-COOCH;) ; 3,80-3,86 (m, 1 H, CH,-CH-CH; 3,96-4,05 (g, 1 H, CH-CH3 J =
6,7); 7,21-7,66 (m, 14 H, Ar) ; 8,48-8,59 (m, 1 H, CONH).

4-(Napht-1-yl)-carboxamido-1-[(S)-2-phényléthyl]pipéridine-2(S)-carboxylate de
méthyle (22) et
4-(napht-1-yl)-carboxamido-1-[(S)-2-phényléthyl]pipéridine-2(R)-carboxylate de
méthyle (26)

¢ .
25 O S2R O
0] O:\
: o ()
S
22 26
Acide 1-naphtoique 2 éq. 1,24 mmol 235 mg
EDCI.HCI 2 éq. 1,24 mmol 240 mg
Pyridine 3 éq. 1,86 mmol 150 uL
DMAP catalytique
Amine 18 ou 19 1éq. 0,62 mmol 300 mg
Composés 2S (22) :
Caractéristiques : Aspect: huile transparente; Rendement : 75 % ; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,83.

Analyses spectrales :

» IR:1733 v (C=0 ester); 1636 v (C=0 amide)

> RMN 'H (CDCls) : 1,43-1,52 (d, 3 H, J = 7,0, CH3-CH) ; 1,62-1,77 (m, 1 H, N-CH>-
CH,) ; 1,80-2,07 (m, 3 H, N-CH2-CH; et CH-CH,-CH) ; 2,28-2,38 (m, 1 H, N-CH-
CH,) ; 3,15-3,22 (m, 2 H, N-CH>-CH;, CH,-CH-CH,) ; 3,61-3,69 (m, 1 H, CH-
COOCHs3) ; 3,71-3,81 (s, 3 H, CH-COOCH;) ; 3,92-4,01 (9, 1 H J = 6,5, CH-CH3) ;
7,17-7,51 (m, 11 H, Ar) ; 8,84 (s, 1 H, Napht) ; 9,54 -9,61 (m, 1 H, CONH).

Composés 2R (26) :

Caractéristiques : Aspect: huile transparente; Rendement : 85 % ; Rf
(dichlorométhane / méthanol 9 : 1) : 0,92.

Analyses spectrales :

» IR:1733 v (C=0 ester) ; 1638 v (C=0 amide)

» RMN 'H (CDCls) : 1,24-1,33 (d, 3 H, J = 6,7, CH3-CH) ; 1,42-1,48 (m, 1 H, N-CH-
CH,) ; 1,45-1,57 (m, 1 H, N-CH2-CH>) ; 2,03-2,12 (m, 2 H, CH-CH>-CH) ; 2,28-
2,38 (m, 1 H, N-CH>-CH;) ; 3,32-3,41 (m, 1 H, N-CH»-CH>) ; 3,67-3,76 (m + s, 4
H, CH-COOCH3;) ;3,81-3,88 (m, 1 H, CH2,-CH-CH) ; 3,96-4,05 (q, 1 H, CH-CH3 J
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=6,7);7,21-7,66 (m, 11 H, Ar) ; 8,82 (s, 1 H, Napht) ; 9,11-9,16 (m, 1 H, CONH).

4-(Adamant-1-yl)-carboxamido-1-[(S)-2-phényléthyl]pipéridine-2(S)-carboxylate
de méthyle (23)

H
N N
25 O
¢
0
/
23
Acide benzoique 2 éq. 1,24 mmol 245 mg
EDCI.HCI 2 éq. 1,24 mmol 240 mg
Pyridine 3 éq. 1,86 mmol 150 pL
DMAP catalytique
Amine 18 1éq. 0,62 mmol 300 mg
Composé 2S (23):
Caractéristiques : Aspect: huile transparente; Rendement : 71 % ; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9 : 1) : 0,81

Analyses spectrales :

» IR:1733 v (C=0 ester) ; 1635 v (C=0 amide)

» RMN 'H (CDCl3) : 1,41-1,50 (d, 3 H, J = 6,9 , CH3-CH) ; 1,60-1,73 (m, 1 H, N-
CH.-CH,) ; 1,68 (s, 6 H, CH, adamantane) ; 1,74-1,95 (m, 9 H, CH, adamantane
et CH adamantane) ; 1,88-2,10 (m, 3 H, N-CH,-CH; et CH-CH»-CH) ; 2,30-2,41
(m, 1 H, N-CH2>-CHy) ; 3,15-3,21 (m, 2 H, N-CH»-CH,, CH,-CH-CH,) ; 3,65-3,87
(m+s,4 H, CH-COO-CH,) ; 3,95-4,04 (9, 1 H, J = 6,7 , CH-CH3) ; 7,21-7,52 (m,
5H, Ar); 9,55-9,62 (m, 1 H, CONH).

Méthode générale de déprotection des pipéridines 20-27
(composés 28-25)

A une suspension d’hydroxyde de palladium sur charbon dans 30 mL de
méthanol est ajoutée I'amine pipéridinique. Aprés 6 heures d’agitation sous
atmosphére d’hydrogéne, le milieu réactionnel est filtré. Le filtrat et ensuite concentré
sous pression réduite. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice
(dichlorométhane / méthanol : 95/5).

- 158 -



Partie expérimentale

Chlorhydrate de 4-benzamidopipéridin-2(S)-carboxylate de méthyle (28) et
Chlorhydrate de 4-benzamido-pipéridin-2(R)-carboxylate de méthyle (32)

H
HN N
28 ©
0]
@]
/ HCI
28
Composés 2S (28) :
Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 71 %; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,11.

Analyses spectrales :

» IR:1733 v (C=0 ester) ; 1636 v (C=0 amide)

> RMN 'H (DMSO-dg) : 1,62-1,77 (m, 1 H, N-CH2-CHy) ; 1,80-2,07 (m, 3 H, N-CH2-
CH; et CH-CH>-CH) ; 2,28-2,38 (m, 1 H, N-CH>-CH>) ; 3,18-3,24 (m, 1 H, N-CH-
CH2, CH2-CH-CH,) ; 3,61-3,69 (m, 1 H, CH-COOCHj3) ; 3,71-3,81 (s, 3 H, CH-
COOCZH3) ; 7,17-7,32 (m, 5 H, Ar) ; 8,22-8,33 (m, 1 H, CONH) ; 9,11-9,46 (m, 2
H, NH*").

Chlorhydrate de 4-(biphén-2-yl)carboxamidopipéridin-2S-carboxylate de méthyle
(29) ou
chlorhydrate de 4-(biphén-2-yl)carboxamidopipéridin-2(R)-carboxylate de
méthyle (33)

T
zZ
Z T
(@]
T
Z T
(@]

O o=
o 0
P A W
29 .HCI 33 HCl
Composé 2S (29) :
Caractéristiques :  Aspect : poudre blanche ; Rendement:90 % ; Rf

(dichlorométhane / méthanol : 9/1) : 0,06

Analyses spectrales

v IR: 1725 v (C=0 ester) ; 1638 v (C=0 amide)

v RMN "H (DMSO-dg) : 1,58-1,74 (m, 1 H, N-CH2-CH>) ; 1,78-2,04 (m, 3 H, N-CH>-
CH; et CH-CH>-CH) ; 2,31-2,40 (m, 1 H, N-CH>-CH,) ; 3,19-3,25 (m, 2 H, N-CH-
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CH,, CH,-CH-CH,) ; 3,67-3,79 (m + s, 4 H, CH-COO-CHs) ; 7,23-7,49 (m, 9 H,
Ar) ; 8,35-8,46 (m, 1 H, CONH) ; 9,22-9,63 (m, 2 H, NH?").

Composé 2R (33) :

Caractéristiques : Aspect : poudre blanche ; Rendement : 91% ; Rf
(dichlorométhane / méthanol : 9/1) : 0,19

Analyses spectrales

v IR: 1725 v (C=0 ester) ; 1639 v (C=0 amide)

v RMN 'H (DMSO0-d) : 1,41-1,49 (m, 1 H, N-CH2-CH,) ; 1,44-1,58 (m, 1 H, N-CH,-
CH) ; 2,04-2,13 (m, 2 H, CH-CH2-CH) ; 2,28-2,35 (m, 1 H, N-CH2-CH>) ; 3,33-
3,40 (m, 1 H, N-CH>-CH,) ; 3,65-3,77 (s + m, 4 H, CH-COOCH5;) ; 3,83-3,88 (m, 1
H, CH,-CH-CH,) ; 7,35-7,61 (m, 9 H, Ar) ; 8,48-8,59 (m, 1 H, CONH) ; 9,22-9,63
(m, 2 H, NH?").

Chlorhydrate de-4-(napht-1-yl)carboxamidopipéridin-2(S)-carboxylate de
méthyle (30) et
chlorhydrate de-4-(napht-1-yl)carboxamidopipéridin-2(R)-carboxylate de méthyle
(34)

T

pd

ZT
o

T

ZT
o

Composé 2S (30) :

Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement: 54 % ; Rf
(dichlorométhane / méthanol : 9/1) : 0,38

Analyses spectrales

v IR:1728 v (C=0 ester) ; 1636 v (C=0 amide)

v" RMN "H (DMSO-d) : 1,62-1,77 (m, 1 H, N-CH2-CH) ; 1,80-2,07 (m, 3 H, N-CH,-
CHzet CH-CH>-CH) ; 2,28-2,38 (m, 1 H, N-CH>-CH,) ; 3,18-3,24 (m, 2 H, N-CH>-
CH2, CH,-CH-CH,) ; 3,61-3,69 (m, 1 H, CH-COO-CH5) ; 3,71-3,81 (s, 3 H, CH-
COO-CHs) ; 7,17-7,51 (m, 6 H, Ar) ; 8,84 (s, 1 H, Napht) ; 9,54 -9,61 (m, 1 H,
CONH) ; 9,72-9,82 (m, 2 H, NH?).

Composé 2R (34) :

Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement: 54 % ; Rf
(dichlorométhane / méthanol : 9/1) : 0,38
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Analyses spectrales

v IR: 1725 v (C=0 ester) ; 1636 v (C=0 amide)

v RMN 'H (DMSO-dg) : 1,40-1,45 (m, 1 H, N-CH2-CH,) ; 1,45-1,57 (m, 1 H, N-CH,-
CH,) ; 2,02-2,11 (m, 2 H, CH-CH>-CH) ; 2,31-2,39 (m, 1 H, N-CH>-CH) ; 3,35-
3,44 (m, 1 H, N-CH>-CH) ; 3,68-3,75 (m, 4 H, CH-COO-CH5;) ; 3,82-3,87 (m, 1 H,
CH.-CH-CH,) ; 7,31-7,53 (m, 6 H, Ar) ; 8,86 (s, 1 H, Napht) ; 9,11-9,16 (m, 1 H,
CONH) ; 9,72-9,82 (m, 2 H, NH*").

Chlorhydrate de 4-(adamantan-1-yl)carboxamidopipéridin-2(S)-carboxylate de
méthyle (31)

ZT

HN

2S

31 HCI

Composé 2S (31) :

Caractéristiques : Aspect : poudre grise ; Rendement : 46% ; Rf (dichlorométhane /
méthanol : 9/1) : 0,48

Analyses spectrales

v IR: 1725 v (C=0 ester) ; 1632 v (C=0 amide)

v RMN_'H (DMSO-dg) : 1,53-1,59 (m, 1 H, N-CH2-CH,) ; 1,62 (s, 6 H, CH,
adamantane) ; 1,71-1,89 (m, 9 H, CH, adamantane et CH adamantane) ; 1,96-
2,13 (m, 3 H, N-CH2-CH, et CH-CH>-CH) ; 2,24-2,35 (m, 1 H, N-CH>-CH;) ; 3,16-
3,22 (m, 2 H, N-CH>-CH,, CH,-CH-CH>) ; 3,62-3,70 (m, 1 H, CH-COOCH;) ; 3,72-
3,89 (s, 3 H, CH-COOCH:;) ; 8,55-8,67 (m, 1 H, CONH) ; 8,98 -9,11 (m, 2 H,
NH").

Méthode générale d’acylation des amines pipéridinique 28-
35 (composés 36-43)

L’amine pipéridinique est dissoute dans 30 mL d’acétonitrile anhydre, puis le
dérivé chloré 4 et la DIEA sont ajoutés. Apres 12 heures d’agitation a température
ambiante, le solvant est concentré. Le résidu est repris dans l'acétate d’éthyle, lavé
par de I'eau puis par une solution saturée en NaCl. La phase organique est séchée
sur sulfate de magnésium, filtrée et concentrée. Le résidu obtenu est purifié par
chromatographie sur couche épaisse avec un éluant dichlorométhane / acétate
d’éthyle 95 : 5. Le composé obtenu est isolé sous forme de chlorhydrate.

| Chlorhydrate de 4-benzamido-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yllméthyl}- |
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pipéridin-2(S)-carboxylate de méthyle (36)

N

C)

28 O
@)
O
/
36

CN .2HCI
Amine 28 1éq. 0,46 mmol 120 mg
Dérivé chloré 4 2 éq. 0,92 mmol 250 mg
DIEA 4,5 éq. 2,03 mmol 0,35 mL

Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement:42 % ; Rf (acétate
d’éthyle) : 0,68

Analyses spectrales

v IR : 2225 v (C=N nitrile) ; 1728 v (C=0 ester) ; 1636 v (C=0 amide)

v RMN "H (DMSO-dg) : 1,62-1,77 (m, 1 H, N-CH2-CH>) ; 1,80-2,07 (m, 3 H, N-CH>-
CH; et CH-CH2-CH) ; 2,28-2,38 (m, 1 H, N-CH>-CH) ; 3,18-3,24 (m, 1 H, N-CH-
CH2, CH,-CH-CH;) ; 3,48 (s, 2H, N-CH2-Im) ; 3,61-3,69 (m, 1 H, CH-COO-CH;) ;
3,71-3,81 (s, 3 H, CH-COO-CH5) ; 5,47 (m, 3 H, Im-CH>-Ar) ; 7,03 (s, 1H, Im) ;
7,17-7,32 (m, 10 H, Im et Ar) ; 8,22-8,33 (m, 1 H, CONH) ; 9,11-9,46 (m, 2 H, 2 x
NH™).

v' LC-MS : Tr = 3,08 min; MH" = 458 ; Pureté = 99,7 %

Analyse élémentaire : CosH27N503, 2 HCI, 2 H,0 => 565,91 g.mol™ (Calculé : %C =
55,13 ; %H = 5,83 ; %N = 12,37 ; %Cl = 12,55 ; Expérimental : %C = 55,13 ; %H =
5,79 ; %N =12,40 ; %Cl =12,51).

Chlorhydrate de 4-(biphén-2-yl)carboxamido-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1-Himidazol-
5-yllméthyl}pipéridin-2(S)-carboxylate de méthyle (37) et
chlorhydrate de 4-(biphén-2-yl)carboxamido-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1-Himidazol-
5-yllméthyl}pipéridin-2(R)-carboxylate de méthyle (41)

¢ <
N—/ ¢ /
H N H
0
o 28 R O
5 o=
/ /O
CN
37 -2HC CN 41 2HCI
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Composé 2S (37) :

Amine 29 1éq. 2,5 mmol 80 mg

Dérivé chloré 4 2 éq. 5,0 mmol 135 mg

DIEA 4,5 éq. 1,1 mmol 0,20 mL
Caractéristiques : Aspect: Poudre blanche ; Rendement: 46 % ; Rf

(dichlorométhane / méthanol : 9/1) : 0,67

Analyses spectrales

v IR : 2225 v (C=N nitrile) ; 1725 v (C=0 ester) ; 1639 v (C=0 amide)

v RMN "H (DMSO-dg) : 1,58-1,74 (m, 1 H, N-CH2-CH>) ; 1,78-2,04 (m, 3 H, N-CH>-
CH; et CH-CH>-CH) ; 2,31-2,40 (m, 1 H, N-CH>-CH,) ; 3,19-3,25 (m, 2 H, N-CH-
CH2, CH>-CH-CH;) ; 3,48 (s, 2 H, CH2-lm) ; 3,67-3,79 (m + s, 4 H, CH-COOCH:;) ;
5,47 (m, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 7,08 (s, 1 H, Im) ; 7,23-7,49 (m, 14 H, Ar + Im) ; 8,35-
8,46 (m, 1 H, CONH) ; 9,22-9,63 (m, 2 H, NH*").

v' LC-MS : Tr = 3,24 min; MH" = 534 ; Pureté = 98,4 %

Analyse élémentaire : C3;H3N503, 2 HCI, 2 H,0 => 641,91 g.mol™" (Calculé : %C =
59,81 ; %H = 5,76 ; %N = 10,90 ; %CI = 11,06 ; Expérimental : %C = 59,91 ; %H =
5,71 ; %N =10,88 ; %Cl =11,10).

Composé 2R (41) :

Amine 33 1 éq. 2,5 mmol 80 mg

Dérivé chloré 4 2 éq. 5,0 mmol 135 mg

DIEA 4.5 éq. 1,1 mmol 0,20 mL
Caractéristiques : Aspect : Poudre blanche ; Rendement : 48 % ; Rf

(dichlorométhane / méthanol : 9/1) : 0,55

Analyses spectrales

v IR : 2225 v (C=N nitrile) ; 1725 v ( CO ester) ; 1638 v (C=0 amide)

v RMN "H (DMSO-d;) : 1,41-1,49 (m, 1 H, N-CH2-CH>) ; 1,44-1,58 (m, 1 H, N-CH>-
CH) ; 2,04-2,13 (m, 2 H, CH-CH>-CH) ; 2,28-2,35 (m, 1 H, N-CH»-CH>) ; 3,33-
3,40 (m, 1 H, N-CH>-CH,) ; 3,48 (s, 2 H, CH2-lm) ; 3,65-3,77 (s + m, 4 H, CH-
COOCH:;) ; 3,83-3,88 (m, 1 H, CH2-CH-CHy;) ; 5,49 (m, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 7,03 (s,
1H, Im) ; 7,35-7,61 (m, 14 H, Ar + Im) ; 8,48-8,59 (m, 1 H, CONH) ; 9,22-9,63 (m,
2 H, 2 x NH").

v' LC-MS : Tr=3,15 min ; MH" = 534 ; Pureté = 97,8 %

Analyse élémentaire : C3,H3N503, 2 HCI, 2 H,O => 641,91 g.mol™ (Calculé : %C =
59,81 ; %H = 5,76 ; %N = 10,90 ; %CIl = 11,06 ; Expérimental : %C = 59,88 ; %H =
5,78 ; %N = 10,93 ; %Cl =11,03).
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Chlorhydrate de 4-[(napht-1-yl)carcarboxamido]-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1-
Himidazol-5-yllméthyl}pipéridin-2(S)-carboxylate de méthyle (38) et
chlorhydrate de 4-[(napht-1-yl)carcarboxamido]-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1-
Himidazol-5-yllméthyl}pipéridin-2(R)-carboxylate de méthyle (42)

¢ :
H N
(O O
O % O—*‘§2R ©
X o O
~ o 30
38 2HCI 42 SHC
Composé 2S (38) :
Amine 30 1 éq. 0,19 mmol 60 mg
Dérivé chloré 4 2 éq. 0,38 mmol 102 mg
DIEA 4.5 éq. 0,86 mmol 0,15 mL
Caractéristiques :  Aspect: poudre blanche ; Rendement:35 % ; Rf

(dichlorométhane / méthanol : 9/1) : 0,72

Analyses spectrales

v' IR :2224 v (C=N nitrile) ; 1725 v (C=0 ester) ; 1632 v (C=0 amide)

v RMN 'H (DMSO-d;) : 1,62-1,77 (m, 1 H, N-CH,-CH>) ; 1,80-2,07 (m, 3 H, N-CH>-
CH;et CH-CH,-CH) ; 2,28-2,38 (m, 1 H, N-CH>-CH) ; 3,18-3,24 (m, 2 H, N-CH-
CH,, CH2-CH-CH;) ; 3,48 (s, 2 H, CH2-Im) ; 3,61-3,69 (m, 1 H, CH-COOCH3) ;
3,71-3,81 (s, 3 H, CH-COOCHS;) ; 5,47 (m, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 7,10 (s, 1 H, Im)
7,05-7,58 (m, 11 H, Ar etIm) ; 8,84 (s, 1 H, Napht) ; 9,54 -9,61 (m, 1 H, CONH)
:9,72-9,82 (m, 2 H, 2 x NH").

v' LC-MS : Tr= 3,30 min ; MH" = 508 ; Pureté = 98,3 %

Analyse élémentaire : C3oH2N503, 2 HCI, 2 H,O => 615,91 g.mol™ (Calculé : %C =
58,45 ; %H = 5,45 ; %N = 11,36 ; %CIl = 11,52 ; Expérimental : %C = 58,51 ; %H =
5,59 ; %N =11,28 ; %Cl =11,58).

Composé 2R (42) :
Amine 34 1 éq. 0,19 mmol 60 mg
Dérivé chloré 4 2 éq. 0,38 mmol 102 mg
DIEA 4,5 éq. 0,86 mmol 0,15 mL

Caractéristiques :  Aspect: poudre blanche; Rendement: 38 % ; Rf
(dichlorométhane / méthanol : 9/1) : 0,79
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Analyses spectrales

v IR : 2224 v (C=N nitrile ) ; 1725 v C=0 ester) ; 1631 v (C=0 amide)

v RMN 'H (DMSO-dg) : 1,40-1,45 (m, 1 H, N-CH2-CH,) ; 1,45-1,57 (m, 1 H, N-CH,-
CH) ; 2,02-2,11 (m, 2 H, CH-CH>-CH) ; 2,31-2,39 (m, 1 H, N-CH»-CH>) ; 3,35-
3,44 (m, 1 H, N-CH>-CH,) ; 3,48 (s, 2H, CH>-Im) ; 3,68-3,75 (m, 4 H, CH-COO-
CH;) ;3,82-3,87 (m, 1 H, CH2-CH-CH_) ; 5,47 (m, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 7,03 (s, 1H,
Im); 7,119-7,53 (m, 11 H, Ar) ; 8,86 (s, 1 H, Napht) ; 9,11-9,16 (m, 1 H, CONH) ;
9,72-9,82 (m, 2 H, 2x NH").

v' LC-MS : Tr = 3,31 min ; MH" = 508 ; Pureté = 99,1 %

Analyse élémentaire : C3oH2oNsO3, 2 HCI, 2 H,0 => 615,91 g.mol™ (Calculé : %C =
58,45 ; %H = 5,45 ; %N = 11,36 ; %Cl = 11,52 ; Expérimental : %C = 58,40 ; %H =
5,50 ; %N = 11,31 ; %Cl =11,55).

Chlorhydrate de 4-[(adamantan-1-yl)carboxamido]-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-
imidazol-5-yllméthyl}pipéridin-2(S)-carboxylate de méthyle (39)

Z7\
S~
Z
T

(0]
28
0]
O
CN /
39 .2HCI
Composé 2S (39) :
Amine 31 1 éq. 2,5 mmol 80 mg
Dérivé chloré 4 2 éq. 5,0 mmol 135 mg
DIEA 4,5 éq. 1,1 mmol 0,20 mL

Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement:27 % ; Rf
(dichlorométhane / méthanol : 9/1) : 0,66

Analyses spectrales

v IR : 2226 v (C=N nitrile) ; 1725 v C=0 ester) ; 1634 v (C=0 amide)

v RMN_'H (DMSO-dg) : 1,53-1,59 (m, 1 H, N-CH-CH,) ; 1,62 (s, 6 H, CH;
adamantane) ; 1,71-1,89 (m, 9 H, CH, adamantane et CH adamantane) ; 1,96-
2,13 (m, 3 H, N-CH,-CH; et CH-CH2-CH) ; 2,24-2,35 (m, 1 H, N-CH>-CH) ; 3,16-
3,22 (m, 2 H, N-CH2>-CH,, CH,-CH-CH:) ; 3,48 (s, 2 H, CH2-Im) ; 3,62-3,70 (m, 1
H, CH-COOCHj3) ; 3,72-3,80 (s, 3 H, CH-COOCH3) ; 5,47 (m, 2 H, Im-CH>-Ar) ;
7,08 (s, 1H,Im); 7,11-7,56 (m, 5 H, Ar + Im) ; 8,32-8,63 (m, 1 H, CONH) ; 8,98 -
9,11 (m, 2 H, 2x NH").

v' LC-MS : Tr = 3,60 min; MH" = 516 ; Pureté = 99,3 %

Analyse élémentaire : C3oHs;N503, 2 HCI, 2 H,0 => 623,91 g.mol™ (Calculé : %C =
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57,70 ; %H = 6,89 ; %N = 11,22 ; %CI = 11,38 ; Expérimental : %C = 57,68 ; %H =
7,01; %N =11,25 ; %Cl =11,41).

Synthése des dérivés du 1,4-diazépane (séries

J,KetL)

1-Tert-butoxycarbonyl-4-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-ylJméthyl}-1,4-
diazépane (44)

CN

4, DIEA, CH,CN
N—Boc
HN
N 80 °C, 4 h s

N\%\/ GN\BOC

La Boc-homopipérazine (3,10 mL, 15,7 mmol ; 1,2 éq), le dérivé chloré 4
(3,5 g; 13,1 mmol ; 1 éq) et la diisopropyléthylamine (6,80 mL ; 39,2 mmol ; 3 éq)
sont ajoutés dans 40 mL d’acétonitrile anhydre. Aprés 4 heures d’agitation a
température ambiante, le milieu réactionnel est concentré. Le résidu est repris dans
'acétate d’éthyle et lavé par de I'eau. La phase organique est séparée puis elle est
séchée sur sulfate de magnésium, filtrée et concentrée. Le résidu est purifié sur
colonne de gel de silice avec un éluant dichlorométhane / méthanol 96 : 4.

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 72 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9:1):0,65; F : 132°C.

Analyses spectrales

» IR :2229 v (C=N nitrile), 1683 v (C=0 carbamate)

> RMN 'H (DMSO-dg) :1,45 (s, 9 H, CH3) ; 2,45-2,60 (m, 4 H, H diazépane) ; 3,31
(s, 2 H, N-CH2-Im) ; 3,31-3,46 (m, 6 H, H diazépane) ; 5,38 (s, 2 H, Im-CH>-Ar) ;
6,97 (s,1H,Im); 7,16 (D,2H,J=79,Ar); 7,56 (s,1H,Im); 763 (D,2H, J =
7,9, Ar).

Chlorhydrate de 4-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yllméthyl}-1,4-diazépane
(45)
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CN CN

iPrOH / HCI
TA. ,4h

/N 27N

VK/N\//N‘BOC D O NIV AL

Le carbamate 44 est dissous dans un minimum de méthanol et il y est ajouté
une solution d’isopropanol titrée en HCI gazeux (5-6 N). Aprés 4 heures d’agitation a
température ambiante, le solvant est concentré sous pression réduite. Le solide
obtenu est lavé a I'éther, filtré et recristallisé dans I'éthanol absolu.

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 95 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9:1):0,15; F : 153 °C.

Analyses spectrales

» IR : 2228 v (C=N nitrile)

> RMN 'H (DMSO-dk) : 3,10-3,90 (m, 10 H, H diazépane) ; 4,43 (s, 2 H, N-CH2-lm)
; 95,82 (s, 2 H, Im-CH3-Ar) ; 7,57 (m, 2 H, Ar); 7,92 (m, 2 H, Ar) ; 8,11 (s, 1 H,
Im); 9,31 (s, 1 H, Im); 9,64 (m, 1 H, NH*CI").

Méthode générale d’acylation par synthése en phase solide
avec la résine PS-HOBt (composés 46-64)

CN CN

1) PS-HOBt, R,-COOH,
PyBroP, DIEA, DMF, T.A., 8 h
2) DIEA, DMF, T.A,, 18 h

N\//;NK/G NH - HC! N\//;NK/ mN\/<O

La résine PS-HOBt (1g) est introduite dans chaque réacteur. Aprés 18 heures
dans le dichlorométhane, la résine est filtrée.

L’acide carboxylique, la DIEA et le PyBroP dissous dans 20 mL de DMF
anhydre sont introduits dans le réacteur. Le milieu réactionnel est laissé sous
agitation pendant 2 heures. Cette opération est renouvelée et la résine est filtrée,
lavée 3 fois par du DMF, 3 fois par du dichlorométhane et 3 fois par du DMF.

L’amine 45 et la DIEA dissous dan 20 mL de DMF anhydre sont introduites
dans le réacteur. Aprés 18 heures d’agitation, la résine est filtrée et lavée 3 fois par
du DMF. Le filtrat est concentré et le résidu est purifié par chromatographie sur
couche épaisse. Le produit isolé est conservé sous forme de chlorhydrate.

Chlorhydrate de 4-benzoyl-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yljméthyl}-1,4-
diazépane (46)
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CN
27N ,/\
N
= N 2HCI
=L Y
Acide benzoique 2 éq. 1,50 mmol 185 mg
PyBroP 2 éq. 1,50 mmol 700 mg
DIEA 3 éq. 2,25 mmol 370 yL
Amine 45 0,8 éq. 0,61 mmol 290 mg
DIEA 5 éq. 3,75 mmol 630 L

Caractéristiques : Aspect : solide; Rendement : 60 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9:1): 0,36 ; F : 170°C.

Analyses spectrales

» IR : 2228 v (C=N nitrile), 1623 v (C=0 amide)

» RMN 'H (DMSO-de) : 3,15-3,85 (m, 10 H, CH, diazépane) ; 4,51 (s, 2 H, N-CH.-
Im) ; 5,84 (s, 2 H, Im-CH»-Ar) ; 7,32-7,50 (m, 5 H, Ar) ; 7,41-7,57 (d, 2 H, Ar, J =
7 Hz); 7,83-7,95 (m, 3 H, Imet Ar) ; 8,18 (m, 1 H, NH") ; 9,12 (s, 1 H, Im) ; 12,13
(m, 1 H, NH").

> LC-MS: T,=2,72 min ; MH" = 400 ; pureté : 100 %.

Analyse élémentaire : Co4H25Ns0, 2 HCI, 2,5 H,O => 517,4 g.mol™ (Calculé : %C =
55,71 ; %H = 6,23 ; %N = 13,53 ; %CIl = 13,70 ; Expérimental : %C = 55,79 ; %H =
6,23 ; %N = 13,32 ; %Cl =13,29).

Chlorhydrate de 4-(2-bromobenzoyl)-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-
yllméthyl}-1,4-diazépane (47)

CN

N\//;NK/ mN Br
o

N/
2HCI
Acide 2-bromobenzoique 2 éq. 1,50 mmol 300 mg
PyBroP 2 éq. 1,50 mmol 700 mg
DIEA 3 éq. 2,25 mmol 370 uL
Amine 45 0,8 éq. 0,61 mmol 290 mg
DIEA 5 éq. 3,75 mmol 630 pL

Caractéristiques : Aspect: solide; Rendement : 46 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9:1): 0,55 ; F : 179°C.
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Analyses spectrales

» IR : 2228 v (C=N nitrile), 1623v (C=0 amide)

» RMN 'H (DMSO-de) : 3,28-3,92 (m, 10 H, CH, diazépane) ; 4,50 (s, 2 H, N-CH.-
Im) ; 5,84 (s, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 7,44-7,62 (m, 6 H, Ar) ; 7,83-7,95 (m, 3 H, Im et
Ar) ;8,21 (m,1H,NH") ;9,15 (s, 1 H, Im); 12,18 (m, 1 H, NH").

> LC-MS: T,=2,86 min; MH" = 478,1 ; pureté : 98,7 %.

Analyse élémentaire : CysH24BrNsO, 2 HCI, 1,5 H,O => 477,90 g.mol” (Calculé :
%C = 60,26 ; %H = 5,75 ; %N= 14,65 ; %CI| = 14,86 ; Expérimental : %C = 60,31 ;
%H =5,73 ; %N = 14,7 ; %Cl =15,01).

Chlorhydrate de 4-(2-chlorobenzoyl)-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-
yllméthyl}-1,4-diazépane (48)

CN

N\//;NK/ mN cl

N/ o
2HCI
Acide 2-chlorobenzoique 2 éq. 1,50 mmol 283 mg
PyBroP 2 éq. 1,50 mmol 700 mg
DIEA 3 éq. 2,25 mmol 370 uL
Amine 45 0,8 éq. 0,61 mmol 290 mg
DIEA 5 éq. 3,75 mmol 630 pL

Caractéristiques : Aspect: solide; Rendement : 52 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9 : 1) : 0,47 ; F : 140°C.

Analyses spectrales

» IR : 2228 v (C=N nitrile), 1623 v (C=0 amide)

> RMN 'H (DMSO-de) : 3,19-3,88 (m, 10 H, CH; diazépane) ; 4,51 (s, 2 H, N-CHo-
Im) ; 5,84 (s, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 7,48-7,71 (m, 6 H, Ar) ; 7,83-7,95 (m, 3 H, Im et
Ar); 8,18 (m, 1 H,NH"); 9,26 (s, 1 H, Im) ; 12,13 (m, 1 H, NH").

» LC-MS: T, =2,80 min ; MH" = 439. ; pureté : 100 %.

Analyse élémentaire : Cy4H24CINsO, 2 HCI, 2 H,0 => 542,89 g.mol™ (Calculé : %C
=53,10; %H =5,57 ; %N = 12,90 ; %Cl = 19,59 ; Expérimental : %C = 53,43 ; %H =
549 ; %N =12,71 ; %Cl =19,17).

Chlorhydrate de 4-(2-fluorobenzoyl)-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-
yllméthyl}-1,4-diazépane (49)
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N\//;NK/ mN F

N_ /" Yo 2HCI
Acide 2-fluorobenzoique 2 éq 1,50 mmol
PyBroP 2 &q. 1,50 mmol
DIEA 3 éq. 2,25 mmol
Amine 45 0,8 éq. 0,61 mmol
DIEA 5 éq. 3,75 mmol

Partie expérimentale

466 mg
700 mg
370 pL
290 mg
630 L

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 56 % ; Rf (dichlorométhane /

méthanol 9:1): 0,63 ; F : 162°C.

Analyses spectrales
» IR : 2228 v (C=N nitrile), 1623 v (C=0 amide)

> RMN 'H (DMSO-dg : 3,15-3,85 (m, 10 H, CH, diazépane) ; 4,51 (s, 2 H, N-CH-
Im) ; 5,84 (s, 2 H, Im-CHz-Ar) ; 7,17-7,39 (m, 4 H, Ar) ; 7,41-7,57 (m, 2 H, Ar) ;
7,83-7,95 (m, 3 H, Im et Ar) ; 8,18 (m, 1 H, NH*); 9,12 (s, 1 H, Im) ; 12,13 (m, 1

H, NH®).
> LC-MS: T, =3,05min ; MH" = 418 ; pureté : 99,1 %.

Analyse élémentaire : C4H24FNsO, 2 HCI, 1,5 H,0 => 517,4 g.mol™ (Calculé : %C
=5571; %H = 5,36 ; %N = 13,54 ; %CIl = 13,70 ; Expérimental : %C = 55,66 ; %H =

5,25; %N = 13,42 ; %Cl = 13,65).

Chlorhydrate de 1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yljméthyl}-4-(4-

fluorobenzoyl)-1,4-diazépane (50)

CN
F
AN
N” °N
% (\N
./ 0 .2HCI
Acide 4-fluorobenzoique 2 &q. 1,50 mmol
PyBroP 2 éq. 1,50 mmol
DIEA 3 éq. 2,25 mmol
Amine 45 0,8 éq. 0,61 mmol
DIEA 5 éq. 3,75 mmol

283 mg
700 mg
370 uL
290 mg
630 pL

Caractéristiques : Aspect: solide; Rendement : 43 % ; Rf (dichlorométhane /

méthanol 9:1):0,45; F : 96°C.
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Analyses spectrales

» IR : 2228 v (C=N nitrile), 1623 v (C=0 amide)

» RMN 'H (DMSO-de) : 3,30-3,90 (m, 10 H, CH, diazépane) ; 4,51 (s, 2 H, N-CH.-
Im) ; 5,82 (s, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 7,48-7,68 (m, 6 H, Ar) ; 7,88-7,95 (m, 3 H, Im et
Ar) ;8,18 (m, 1 H,NH") ;9,22 (s, 1 H, Im) ; 12,13 (m, 1 H, NH").

» LC-MS: T,=2,77 min; MH" = 418 ; pureté : 100 %.

Analyse élémentaire : C24H24FN5sO, 2 HCI, 1 H,0O => 508,42 g.mol™ (Calculé : %C =
56,70 ; %H = 5,55 ; %N = 13,77 ; %CIl = 13,98 ; Expérimental : %C = 56,88 ; %H =
5,82 ; %N =13,37 ; %Cl = 13,52).

Chlorhydrate de 1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-ylJméthyl}-4-(2,4-
dicholorbenzoyl)-1,4-diazépane (51)

CN

N\//;NK/ m cl

N N
" 0  .2Hc
Acide 2,4-dichlorobenzoique 2 éq. 1,50 mmol 283 mg
PyBroP 2 éq. 1,50 mmol 700 mg
DIEA 3 éq. 2,25 mmol 370 yL
Amine 45 0,8 éq. 0,61 mmol 290 mg
DIEA 5 éq. 3,75 mmol 630 L

Caractéristiques : Aspect : solide; Rendement : 40 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9:1):0,45; F : 192°C.

Analyses spectrales

» IR : 2228 v (C=N nitrile), 1623 v (C=0 amide)

» RMN 'H (DMSO-de) : 3,28-3,96 (m, 10 H, CH, diazépane) ; 4,51 (s, 2 H, N-CH.-
Im) ; 5,84 (s, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 7,48-7,68 (m, 5 H, Ar) ; 7,75-7,95 (m, 3 H, Im et
Ar) ;8,01 (m, 1 H, NH") ;9,26 (s, 1 H, Im); 12,22 (m, 1 H, NH").

> LC-MS: T, =3,14 min ; MH" = 468 ; pureté : 100 %.

Analyse élémentaire : CysH,3CloNsO, 2 HCI, 1,5 H,O => 568,33 g.mol™" (Calculé :
%C = 50,72 ; %H = 4,97 ; %N = 12,32 ; %Cl = 24,95 ; Expérimental : %C = 50,93 ;
%H =4,99 ; %N = 12,03 ; %Cl =24,61).

Chlorhydrate de 1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-ylJméthyl}-4-(2,3-
diméthoxybenzoyl)-1,4-diazépane (52)
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CN

OMe

N\//;NK/ mN OMe

N/ o 2HCI

Acide 2,3-diméthoxybenzoique 2 éq. 1,50 mmol
PyBroP 2 éq. 1,50 mmol
DIEA 3 €q. 2,25 mmol
Amine 45 0,8 éq. 0,61 mmol
DIEA 5 éq. 3,75 mmol

Partie expérimentale

283 mg
700 mg
370 yL
290 mg
630 pL

Caractéristiques : Aspect: solide; Rendement : 60 % ; Rf (dichlorométhane /

méthanol 9:1):0,44 ; F : 144°C.

Analyses spectrales
» IR : 2228 v (C=N nitrile), 1623 v (C=0 amide)

> RMN 'H (DMSO-dp) : 2,98-3,69 (m, 10 H, CH, diazépane) ; 3,71 (s, 3 H, OCH3) ;
3,83 (s, 3 H, OCHs) ; 4,51 (s, 2 H, N-CHz-Im) ; 5,84 (s, 2 H, Im-CH,-Ar) ; 6,82-
6,92 (m, 1 H, Ar) ; 7,06-7,15 (m, 2 H, Ar) ; 7,49-7,61 (m, 2 H, Ar) ; 7,95-8,15 (m,
3 H, Imet Ar): 8,25 (m, 1 H, NH*); 9,12 (s, 1 H, Im) ; 12,13 (m, 1 H, NH").

» LC-MS: T,=2,77 min ; MH" = 460 ; pureté : 100 %.

Analyse élémentaire : CsH2oN503, 2 HCI, 1,5 H,0 => 559,49 g.mol™ (Calculé : %C
=55,82; %H =6,12; %N = 12,52 ; %Cl = 12,64 ; Expérimental : %C = 55,88 ; %H =

6,16 ; %N =12,22 ; %Cl =12,84).

Chlorhydrate de 1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yllméthyl}-4-(4-

pyridinoyl)-1,4-diazépane (54)

CN
N
7/ N\
27N m —
N
= N 3HCI
=l g Y
Acide 3-isonicotinique 2 éq. 1,50 mmol
PyBroP 2 éq. 1,50 mmol
DIEA 3 éq. 2,25 mmol
Amine 45 0,8 éq. 0,61 mmol
DIEA 5 éq. 3,75 mmol

283 mg
700 mg
370 pL
290 mg
630 pL

Caractéristiques : Aspect: solide; Rendement : 52 % ; Rf (dichlorométhane /

méthanol 9:1):0,17 ; F: 211°C.
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Analyses spectrales

» IR : 2229 v (C=N nitrile), 1627 v (C=0 amide)

» RMN 'H (DMSO-dg) : 3,10-3,85 (m, 10 H, CH, diazépane) ; 4,48 (s, 2 H, N-CH.-
Im) ; 5,82 (s, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 7,27-7,35 (m, 2 H, Ar) ; 7,55-7,78 (m, 4 H, Ar) ;
8,18 (m, 1 H, Im) ; 8,92 (m, 2 H, Ar); 9,23 (s, 1 H, Im) ; 12,32 (m, 1 H, NH").

> LC-MS: T,=2,24 min ; MH" = 401 ; pureté : 98,2 %.

Analyse élémentaire : Cy3H24NgO, 3 HCI, 3 H,O => 563,91 g.mol” (Calculé : %C =
48,99 ; %H = 5,90 ; %N = 14,90 ; %Cl = 18,86 ; Expérimental : %C = 49,12 ; %H =
5,67 ; %N = 14,52 ; %Cl = 18,49).

Chlorhydrate de 1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yljméthyl}-4-(3-thénoyl)-
1,4-diazépane (55)

CN
7R
7N —
N
\%y(\ N
~_/ o -2HCI

Acide 3-thiophénecarboxylique 2 éq. 1,50 mmol 283 mg
PyBroP 2 éq. 1,50 mmol 700 mg
DIEA 3 éq. 2,25 mmol 370 uL
Amine 45 0,8 éq. 0,61 mmol 290 mg
DIEA 5 éq. 3,75 mmol 630 pL

Caractéristiques : Aspect: solide; Rendement : 54 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9:1): 0,33 ; F : 215°C.

Analyses spectrales

» IR : 2228 v (C=N nitrile), 1623 v (C=0 amide)

> RMN 'H (DMSO-de) : 3,18-3,92 (m, 10 H, CH; diazépane) ; 4,48 (s, 2 H, N-CH,-
Im) ; 5,80 (s, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 7,02-7,10 (m, 1 H, Ar) ; 7,39-7,43 (m, 1 H, Ar) ;
7,52-7,70 (m, 3 H, Ar) ; 7,83-7,95 (m, 3 H, Im et Ar) ; 8,13 (m, 1 H, NH") ; 9,22 (s,
1H,1Im); 12,13 (m, 1 H, NH").

» LC-MS: T, =2,62 min ; MH" = 406 ; pureté : 98,2 %.

Analyse élémentaire : C,,H23N50S, 2 HCI, 2 H,0 => 541,53 g.mol ™ (Calculé : %C =
48,75 ; %H = 5,36 ; %N = 12,93 ; %CI = 13,11 ; Expérimental : %C = 48,81 ; %H =
5,41 ; %N = 13,01 ; %CI =13,01).

Chlorhydrate de 4-(4-biphénoyl)-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yljméthyl}-
1,4-diazépane (56)
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L O
\&K/ N 2HCI

N/ o
Acide 4-biphénylcarboxylique 2 éq. 1,50 mmol 283 mg
PyBroP 2 éq. 1,50 mmol 700 mg
DIEA 3 éq. 2,25 mmol 370 yL
Amine 45 0,8 éq. 0,61 mmol 290 mg
DIEA 5 éq. 3,75 mmol 630 pL

Caractéristiques : Aspect: solide; Rendement : 56 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9 : 1) : 0,42 ; F : 233°C.

Analyses spectrales

> IR: 2228v(C N nitrile), 1623 v (C=0 amide)

> RMN 'H (DMSO- -de) : 3,12-3,85 (m, 10 H, CH2 diazépane) ; 4,48 (s, 2 H, N-CH»-
Im) ; 5,83 (s, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 7,38-7,62 (m, 7 H, Ar) ; 7,67-7,79 (m, 4 H, Ar) ;
7,83-7,95 (m, 3 H, Aretlm); 8,15 (m, 1 H, NH*) ;9,22 (s, 1 H, Im) ; 12,13 (m, 1
H, NH").

> LC-MS: T,=2,91 min; MH" = 414 ; pureté : 98,7 %.

Analyse élémentaire : C3oHxNsO, 2 HCI, 2 H,0O => 584,54 g.mol™ (Calculé : %C =
61,64 ; %H = 6,03 ; %N = 11,98 ; %Cl = 12,13 ; Expérimental : %C = 61,86 ; %H =
5,82 ; %N = 11,96 ; %Cl = 12,19).

Chlorhydrate de 4-(3-biphénoyl)-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-ylJméthyl}-
1,4-diazépane (57)

CN

o
VLm 2HC|

Acide 3-biphénylcarboxylique 2 &q. 1,50 mmol 283 mg
PyBroP 2 éq. 1,50 mmol 700 mg
DIEA 3 éq. 2,25 mmol 370 uL
Amine 45 0,8 éq. 0,61 mmol 290 mg
DIEA 5 éq. 3,75 mmol 630 pL

Caractéristiques : Aspect: solide; Rendement : 55 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9:1): 0,42 ; F : 247°C.

- 174 -



Partie expérimentale

Analyses spectrales

» IR : 2228 v (C=N nitrile), 1623 v (C=0 amide)

» RMN 'H (DMSO-dg) : 3,15-3,85 (m, 10 H, CH, diazépane) ; 4,44 (s, 2 H, N-CH-
Im) ; 5,84 (s, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 7,34-7,60 (m, 7 H, Ar) ; 7,67-7,79 (m, 4 H, Ar) ;
7,81-7,96 (m, 3 H, Im et Ar) ; 8,15 (m, 1 H, NH") ; 9,12 (s, 1 H, Im) ; 12,20 (m, 1
H, NH").

> LC-MS: T, = 3,24 min ; MH" = 476 ; pureté : 100 %.

Analyse élémentaire : C3oH2NsO, 2 HCI, 2 H,0 => 584,54 g.mol™ (Calculé : %C =
61,64 ; %H = 6,03 ; %N = 11,98 ; %Cl = 12,13 ; Expérimental : %C = 61,63 ; %H =
6,06 ; %N = 11,92 ; %Cl = 12,08).

Chlorhydrate de 4-(2-biphénoyl)-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yliméthyl}-
1,4-diazépane (58)

CN

N//\N Q 2HCI
./ ©

Acide 2-biphénylcarboxylique 2 éq. 1,50 mmol 283 mg
PyBroP 2 éq. 1,50 mmol 700 mg
DIEA 3 éq. 2,25 mmol 370 yL
Amine 45 0,8 éq. 0,61 mmol 290 mg
DIEA 5 éq. 3,75 mmol 630 pL

Caractéristiques : Aspect: solide; Rendement : 56 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9:1):0,42 ; F : >250°C.

Analyses spectrales

» IR :2228 v (C=N nitrile), 1630 v (C=0 amide)

> RMN 'H (DMSO-d) : 3,12-3,77 (m, 10 H, CH2 diazépane) ; 4,45 (s, 2 H, N-CH»-
Im); 5,77 (s, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 7,38-7,60 (m, 11 H, Ar) ; 7,83-7,95 (m, 3 H, Im et
Ar) ;8,09 (m, 1 H, NH") ;9,18 (s, 1 H, Im) ; 12,09 (m, 1 H, NH").

> LC-MS: T, =3,12 min ; MH" = 476 ; pureté : 100 %.

Analyse élémentaire : C3oHNsO, 2 HCI, 2 H,0O => 584,54 g.mol™" (Calculé : %C =
61,64 ; %H = 6,03 ; %N = 11,98 ; %Cl = 12,13 ; Expérimental : %C = 61,44 ; %H =
5,88 ; %N =12,08 ; %Cl =11,67).

Chlorhydrate de 1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yljméthyl}-4-(1-naphtoyl)-
1,4-diazépane (59)
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CN
= O
N
\%K/NK\N
./ o 2HCI

Acide 2-naphtoique 2 éq. 1,50 mmol
PyBroP 2 éq. 1,50 mmol
DIEA 3 éq. 2,25 mmol
Amine 45 0,8 éq. 0,61 mmol
DIEA 5 éq. 3,75 mmol

Caractéristiques : Aspect : solide ; Rendement :
méthanol 9 : 1) : 0,42 ; F : 229°C.

Analyses spectrales
» IR :2228 v (C=N nitrile), 1641 v (C=0 amide)

Partie expérimentale

283 mg
700 mg
370 pL
290 mg
630 pL

68 % ; Rf (dichlorométhane /

> RMN 'H (DMSO-dg) : 3,15-3,95 (m, 10 H, CH. diazépane) ; 4,48 (s, 2 H, N-CH-
Im) ; 5,82 (s, 2 H, Im-CHz-Ar) ; 7,40-7,60 (m, 5 H, Ar) ; 7,85-8,05 (m, 6 H, Im et
Ar)): 8,21 (m, 1 H, NH*); 9,27 (s, 1 H, Ar) ; 12,22 (m, 1 H, NH*).

» LC-MS: T, = 3,03 min; MH" =450 ; pureté : 100 %.

Analyse élémentaire : CysH27NsO, 2 HCI, 3 H,0 => 576,52 g.mol™ (Calculé : %C =
58,33 ; %H =6,12 ; %N = 12,15 ; %CIl = 12,30 ; Expérimental : %C = 58,24 ; %H =

5,84 ; %N =12,22 ; %Cl =11,93).

Chlorhydrate de 1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yljméthyl}-4-(2-naphtoyl)-

1,4-diazépane (60)

Ap | s

N\%GN o) .2HCI

Acide 2-naphtoique 2 éq. 1,50 mmol
PyBroP 2 éq. 1,50 mmol
DIEA 3 éq. 2,25 mmol
Amine 45 0,8 éq. 0,61 mmol
DIEA 5 éq. 3,75 mmol

Caractéristiques : Aspect : solide ; Rendement :
méthanol 9:1): 0,39 ; F : 156°C.
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Analyses spectrales

» IR : 2228 v (C=N nitrile), 1632 v (C=0 amide)

» RMN 'H (DMSO-dg) : 3,15-3,85 (m, 10 H, CH, diazépane) ; 4,48 (s, 2 H, N-CH.-
Im) ; 5,82 (s, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 7,50-7,65 (m, 5 H, Ar) ; 7,85-8,08 (m, 7 H, Im et
Ar) ;8,13 (m, 1 H,NH") ;9,18 (s, 1 H, Im) ; 12,13 (m, 1 H, NH").

> LC-MS: T, =3,02 min; MH" = 450 ; pureté : 98,2 %.

Analyse élémentaire : CysH27NsO, 2 HCI, 2 H,O => 558,51 g.mol™ (Calculé : %C =
60,21 ; %H = 5,95 ; %N = 12,54 ; %Cl = 12,69 ; Expérimental : %C = 60,14 ; %H =
593 ; %N =12,78 ; %Cl =12,64).

Chlorhydrate de 1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yllméthyl}-4-(3-
méthylbutyroyl)-1,4-diazépane (62)

CN

o

\JN o -2HCI
Acide 3-méthylbutanoique 2 éq. 1,50 mmol 443 mg
PyBroP 2 éq. 1,50 mmol 700 mg
DIEA 3 éq. 2,25 mmol 370 pL
Amine 45 0,8 éq. 0,61 mmol 290 mg
DIEA 5 éq. 3,75 mmol 630 pL

Caractéristiques : Aspect : solide beige ; Rendement : 56 % ; Rf (CH,Cl, / MeOH 9 :
1):0,65; F:160°C.

Analyses spectrales

» IR : 2228 v (C=N nitrile), 1623 v (C=0 amide)

» RMN 'H (DMSO-ds) : 0,87-0,95 (d, 6 H, J = 7,2, (CH3),-CH) ; 2,07-2,21 (m, 1 H,
CH); 2,38-2,42 (d, 2 H, J = 6,1, CH>-CH) ; 3,15-3,85 (m, 10 H, CH; diazépane) ;
4,51 (s, 2 H, N-CH2-Im) ; 5,84 (s, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 7,41-7,57 (m, 2 H, Ar) ; 7,83-
7,95 (m, 3 H, Im et Ar) ; 8,18 (m, 1 H, NH*) ; 9,12 (s, 1 H, Im) ; 12,13 (m, 1 H,
NH™).

> LC-MS: T, =2,40 min ; MH" = 380 ; pureté : 97,8 %.

Analyse élémentaire : CxH2oNs0, 2 HCI, 1,5 H,O ; 479,4 g.mol” (Calculé : %C =
55,12 ; %H = 6,83 ; %N = 14,61 ; %Cl = 14,78 ; Expérimental : %C = 55,22 ; %H =
6,75 ; %N = 14,20 ; %Cl =14,72).

Chlorhydrate de 1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yljméthyl}-4-
cyclohexanoyl-1,4-diazépane (63)
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CN
N//\N
— N
\/K/N\J 0 .2HCI
Acide cyclohexanoique 2 &q. 1,50 mmol
PyBroP 2 éq. 1,50 mmol
DIEA 3 €q. 2,25 mmol
Amine 45 0,8 éq. 0,61 mmol
DIEA 5 éq. 3,75 mmol

Partie expérimentale

283 mg
700 mg
370 uL
290 mg
630 pL

Caractéristiques : Aspect: solide; Rendement : 58 % ; Rf (dichlorométhane /

méthanol 9 : 1) : 0,45 ; F : 213°C.

Analyses spectrales
» IR : 2228 v (C=N nitrile), 1623 v (C=0 amide)

> RMN 'H (DMSO-d6) : 1,15-1,40 (m, 6 H, H cyclohexane) ; 1,55-1,80 (m, 5 H, H
cyclohexane) ; 2,95-3,15 (m, 2 H, H diazépane) ; 3,30-3,65 (m, 6 H, H
diazépane) ; 3,85-4,20 (m, 2 H, H diazépane) ; 4,44 (s, 2 H, N-CH2>-Im) ; 5,80 (s,
2 H, Im-CH»-Ar) ; 7,41-7,57 (m, 2 H, Ar) ; 7,92-8,15 (m, 3 H, Im et Ar) ; 8,14 (m,

1H,NH"); 9,24 (s, 1 H,Im); 12,10 (m, 1 H, NH").
> LC-MS: T, =2,91 min; MH" = 414. ; pureté : 98,7 %.

Analyse élémentaire : Cp4H31NsO, 2 HCI, 2 H,0O => 514,49 g.mol” (Calculé : %C =
56,03 ; %H = 7,25 ; %N = 13,61 ; %Cl = 13,78 ; Expérimental : %C = 56,31 ; %H =

7,32 ; %N =13,90 ; %Cl =13,50).

Chlorhydrate de 4-(1-adamantanoyl)-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-

yllméthyl}-1,4-diazépane (64)

CN

NQL(\

N N

./ 0 .2HCI
Acide 1-adamantanecarboxylique 2 éq. 1,50 mmol
PyBroP 2 &q. 1,50 mmol
DIEA 3 éq. 2,25 mmol
Amine 45 0,8 éq 0,61 mmol
DIEA 5 éq. 3,75 mmol

283 mg
700 mg
370 pL
290 mg
630 pL

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 58 % ; Rf (dichlorométhane /

méthanol 9 : 1) : 0,29 ; F : 206°C.
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Analyses spectrales

» IR : 2228 v (C=N nitrile), 1623 v (C=0 amide)

» RMN 'H (DMSO-dg) : 1,68 (s, 6 H, CH; adamantane) ; 1,80-2,00 (m, 9 H, CH;
adamantane et CH adamantane) ; 3,00-3,12 (m, 2 H, H diazépane) ; 3,30-3,60
(m, 6 H, H diazépane) ; 3,85-4,15 (m, 2 H, H diazépane) ; 4,46 (s, 2 H, N-CH>-
Im) ; 5,82 (s, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 7,35-7,47 (m, 2 H, Ar) ; 7,88-8,03 (m, 3 H, Im et
Ar) ;8,18 (m, 1 H,NH") ;9,29 (s, 1 H, Im) ; 12,08 (m, 1 H, NH").

» LC-MS: T, = 3,29 min ; MH" = 458. ; pureté : 98,0 %.

Analyse élémentaire : CysH3sNsO, 2 HCI, 2 H,O => 566,57 g.mol™ (Calculé : %C =
60,32 ; %H = 7,23 ; %N = 12,56 ; %Cl = 12,72 ; Expérimental : %C = 59,82 ; %H =
7,25 ; %N = 12,60 ; %Cl =12,64).

N-(1-méthanesulfonyl)benzotriazole

N - N
\ pyridine, T.A. \\N
N + CH,S0,CI 18 h /

> N

H \

Le benzotriazole (1 éq., 100 mmol, 11,9 g), le chlorure de méthanesulfonyle (1,4
€q., 140 mmol, 9,3 mL) et la pyridine (1,6 éq., 160 mmol, 12,7 mL) sont mélangés
dans 100 mL de toluéne anhydre. Aprés 18 heures d’agitation a température
ambiante, 100 mL d’eau sont ajoutés au milieu réactionnel. Les deux phases sont
séparées et la phase aqueuse est extraite trois fois par de l'acétate d’éthyle. Les
phases organiques sont ensuite réunies pour étre lavées par une solution saturée en
NaCl. La phase organique est séchée sur MgSO,4 avant d’étre concentrée. Le produit
est purifié par recristallisation dans le toluene.

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 83 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9:1):0,45; F : 110°C.

Analyses spectrales :

» IR:1213 v (S=0 sulfone)

» RMN "H (CDCIs) : 2,83 (s, 3 H, CHs) ; 7,37-7,49 (m, 2 H, Ar) ; 7,95-8,02 (m, 2 H,
Ar).

Méthode générale d’obtention des -cétoesters

o 1) Bt-SO,Me, TEA, THF, reflux, 18 h
)J\ 2) acétoacétate d'éthyle, NaH, THF, 18 h M
G~ “OH G o7

L’acide carboxylique, le 1-méthanesulfonylbenzotriazole et la triéthylamine sont
dissous dans du THF anhydre. Aprés 18 heures de chauffage a reflux, le milieu
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réactionnel est concentré. Le résidu est ensuite repris par de I'acétate d'éthyle pour
étre lavé par de I'eau et par de la solution saturée en NaCl. La phase organique est
alors séchée sur MgSO,4 avant d’étre concentrée pour donner I'ester activé. L’hydrure
de sodium est ajouté par portions a l'acétoacétate d’éthyle dissous dans du THF
anhydre. Aprés une demi-heure d’agitation a température ambiante, I'ester activé est
ajouté au milieu réactionnel qui est ensuite laissé sous agitation pendant 18 heures.
La réaction est arrétée par ajout de 0,5 mL d’eau, 4 g de NH4Cl et 5,8 mL NH,OH a
20% (pour 22,8 mmol d’acide carboxylique). Aprés une heure de chauffage a reflux,
le milieu réactionnel est acidifié par de 'HCI 6N. Les deux phases sont séparées et la
phase aqueuse est extraite trois fois par de I'acétate d’éthyle. Les phases organiques
sont réunies pour étre lavées par de I'’eau puis par une solution saturée en NaCl.

3-Oxoheptanoate d’éthyle (68)

O @)
\/\)UJ\O/\
Acide pentanoique 1 éq. 22,8 mmol 2,5mL
1-Méthanesulfonylbenzotriazole 1 éq. 22,8 mmol 4549
Triéthylamine 1,5 éq. 34,2 mmol 4,8 mL
Acétoacétate d’éthyle 1 éq. 22,8 mmol 29 mL
NaH 60 % dans I'huile 1,1 éq. 25,1 mmol 19

Caractéristiques : Aspect : huile incolore ; Rendement : 63 % ; Rf cyclohexane /
acétate d’éthyle 5 : 5) : 0,65.

Analyses spectrales :

» IR :1626 v (C=0 cétone); 1720 v (C=0 ester).

> RMN 'H (CDCI5) : 0,76-0,82 (t, 3H, J = 7, 1, CH3-CHy) ; 1,15-1,37 (m, 5 H, CH3-
CH>-CH;) ; 1,48-1,61 (m, 2 H, CH3-CH>-CH>) ; 2,43-2,53 (t, 2 H, J = 6,7, CO-CH>-
CH.) ; 3,39 (s, 2 H, CO-CH»-CO) ; 4,08-4,19 (q, 2 H, J = 7, 2, CH2>-CH3).

5-Méthyl-3-oxohexanoate d’éthyle (69)

J§%
o~

Acide 3-méthylbutanoique 1 éq. 22,8 mmol 2,5mL
Méthanesulfonylbenzotriazole 1 éq. 22,8 mmol 45¢
Triéthylamine 1,5 éq. 34,2 mmol 4,8 mL
Acétoacétate d’éthyle 1 éq. 22,8 mmol 2,9mL
NaH 60 % dans I'huile 1,1 éq. 25,1 mmol 19

Caractéristiques : Aspect: solide blanc; Rendement : 67 % ; Rf cyclohexane /
acétate d’éthyle 5: 5) : 0,65.

Analyses spectrales :
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» IR:1626 v (C=0 cétone); 1720 v (C=0 ester).

» RMN "H (CDCIs) : 0,87-0,95 (d, 6 H, J = 7,0, (CH3)-CH) ; 1,22-1,29 (t, 2H, J = 7,
CH;-CHy) ; 2,07-2,21 (m, 1 H, CH) ; 2,38-2,42 (d, 2 H, J = 6,6, CH>-CH) ; 3,39 (s,
2 H, CO-CH»-CO) ; 4,13-4,21 (q, 2 H, J=7,4, CH,-CH3).

3-(Naphthalén-1-yl)-3-oxopropanoate d’éthyle (70)

O @)

LT

Acide 1-naphtoique 1 éq. 101 mmol 17,4 g
1-Méthanesulfonylbenzotriazole 1 éq. 101 mmol 2049
Triéthylamine 1,5 éq. 152 mmol 21,3 mL
Acétoacétate d’éthyle 1 éq. 101 mmol 12,9 mL
NaH 60 % dans 'huile 1,1 éq. 111 mmol 4,45¢

Caractéristiques : Aspect : huile jaunatre ; Rendement : 81 % ; Rf (cyclohexane /
acétate d’éthyle 5: 5) : 0,75.

Analyses spectrales :

» IR :1626 v (C=0 cétone); 1720 v (C=0 ester); 1497 v (C=C aromatique)

> RMN 'H (CDCl5) : 1,21-1,25 (t, 3H, J = 7,2, CH3) ; 4,13 (s, 2 H, CH,) ; 4,18-4,25
(9,2H,J=7,0, CH>-CH3) ; 7,45-7,71 (m, 3 H, Ar) ; 7,84-7,94 (m, 2 H, Ar) ; 8,05-
8,11 (d,1H,J=28,4, Ar); 8,76-8,79 (d, 1 H, J = 9,2 Hz, Ar).

3-(4-Bromophényl)-3-oxopropanoate d’éthyle (71)

O O
o™
Br
Acide 4-bromobenzoique 1 éq. 22,8 mmol 45¢g
1-Méthanesulfonylbenzotriazole 1 éq. 22,8 mmol 469
Triéthylamine 1,5 éq. 34,2 mmol 4,8 mL
Acétoacétate d’éthyle 1 éq. 2,45 mmol 2,45 mL
NaH 60 % dans 'huile minérale 1,1 éq. 25,1 mmol 19

Caractéristiques : Aspect : huile jaunatre ; Rendement : 78 % ; Rf (cyclohexane /
acétate d’éthyle 5 : 5) : 0,80.

Analyses spectrales :
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» IR:1626 v (C=0 cétone); 1720 v (C=0 ester); 1497 v (C=C aromatique)
» RMN 'H (CDCl5) : 1,21-1,25 (t, 3H, J = 7,2, CH3) ; 4,13 (s, 2 H, CH,) ; 4,18-4,25
(0,2H,J=7,6, CH~CH5) ; 7,60-7,63 (d, 2 H, Ar) ; 7.76-7.85 (d, 2 H, Ar).

Méthode générale d’obtention des
2,3,4,5-tétrahydro-1H-1,4-diazépin-5-ones

EtOWG xyléne / micro o G
ondes 300 W / 10 min YN
0 © > HN NH

+

H,N NH
/

2 2

La réaction se fait dans un four micro-ondes (CEM Discover®) équipé d’un
agitateur magnétique. Le p-cétoester (1 éq.) et I'éthanediamine (1 éq.) sont ajoutés
dans du xyléne anhydre. Le milieu réactionnel est ensuite chauffé a 135°C par
irradiation micro-ondes (300 W) pendant 10 minutes. Le milieu réactionnel est
ensuite concentré et le solide formé est recristallisé dans le toluéne.

7-Phényl-2,3,4,5-tétrahydro-1H-1,4-diazépin-5-one (72)

O
X
HN NH
A4
Benzoylacétate d’éthyle 1éq. 166 mmol 28,8 mL
Ethanediamine 1€q. 166 mmol 11,2 mL

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 60 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9: 1) : 0,35 ; F : 206°C

Analyses spectrales :

» IR :1626 v (C=0 lactame); 1550 v (C=N énamine); 1497 v (C=C aromatique)

» RMN 'H (CDCI5) : 3,49-3,53 (m, 2 H, CH»-NH) ; 3,64-3,68 (m, 2 H, CH-NHCO) ;
4,91 (m, 1 H, CH); 5,00 (s, 1 H, NH) ; 6,10 (m, 1 H, NHCO) ; 7,38-7,41 (m, 3 H,
Ar) ; 7,51-7,53 (m, 2 H, Ar).

7-(4-Méthoxyphényl)-2,3,4,5-tétrahydro-1H-1,4-diazépin-5-one (73)
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O
~

HN NH
S

3-(4-Méthoxyphényl)-3-oxopropanoate d’éthyle 1 éq. 52 mmol 109
Ethanediamine 1 éq. 52 mmol 2,8 mL

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 58 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9:1): 0,35 ; F : 168°C.

Analyses spectrales :

» IR :1626 v (C=0 lactame) ; 1550 v (C=N énamine) ; 1497 v (C=C aromatique)

» RMN 'H (DMSO-d6) : 3,15-3,27 (m, 2 H, CH2-NH) ; 3,29-3,49 (m, 2 H, CHo-
NHCO) ; 3,77 (s, 3 H, O-CH;) ; 4,47 (m, 1 H, CH) ; 6,90-7,05 (m, 3 H, NH et Ar) ;
7,07-7,18 (m, 1 H, NH) ; 7,41-7,53 (m, 2 H, Ar).

7-(4-Trifluorométhylphényl)-2,3,4,5-tétrahydro-1H-1,4-diazépin-5-one (74)

CF,

@)

HN NH
S

3-(4-Trifluorométhylphényl)-3-oxopropanoate d’éthyle 1 éq. 9,6 mmol 2 mL
Ethanediamine 1éq. 9,6 mmol 0,5mL

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 55 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9:1):0,47 ; F: 171°C.

Analyses spectrales :

» IR :1626 v (C=0 lactame); 1550 v (C=N énamine); 1497 v (C=C aromatique)

» RMN "H (CDCI5) : 3,49-3,53 (m, 2 H, CH»-NH) ; 3,64-3,68 (m, 2 H, CH,-NHCO) ;
4,91 (m, 1 H, CH) ; 5,00 (s, 1 H, NH) ; 6,10 (m, 1 H, NHCO) ; 7,51-7,58 (m, 2 H,
Ar) ; 7,65-7,72 (m, 2 H, Ar).

7-Méthyl-2,3,4,5-tétrahydro-1H-1,4-diazépin-5-one (75)
O CH,
N
HN NH
AN

Acétoacétate d’éthyle 1 éq. 166 mmol 21 mL
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Ethanediamine 1 éq. 166 mmol 11,2 mL

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 47 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9:1):0,15; F : 110°C.

Analyses spectrales :

» IR :1626 v (C=0 lactame); 1550 v (C=N énamine).

» RMN 'H (CDCl3) : 1,29 (s, 3 H, CHa) ; 3,33-3,43 (m, 2 H, CHy) ; 3,44-3,52 (m, 2 H,
CH2) ;4,55 (s, 1 H, CH); 5,00 (m, 1 H, NH) ; 6,41 (m, 1 H, CONH).

7-Butyl-2,3,4,5-tétrahydro-1H-1,4-diazépin-5-one (76)

o

HN NH

AN
3-Oxoheptanoate d’éthyle 1éq. 32 mmol 55¢g
Ethanediamine 1éq. 32 mmol 2,15 mL

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 48 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9:1): 0,50 ; F : 168°C.

Analyses spectrales :

» IR: 1626 v (C=0 lactame); 1550 v (C=N énamine).

» RMN 'H (DMSO-dg) : 0,81-0,91 (m, 3 H, CH3) ; 1,21-1,52 (m, 4 H, CH3-CH,-CHy")
; 1,94-2,05 (m, 2 H, CH2-(CH2)2-CH3) ; 3,05-3,12 (m, 2 H, CH2>-NH) ; 3,17-3,24 (m,
2 H, CH-NH) ; 4,14 (s, 1 H, CH) ; 6,67 (m, 1 H, NH) ; 6,80 (m, 1 H, NH).

7-Isobutyl-2,3,4,5-tétrahydro-1H-1,4-diazépin-5-one (77)
0]

HN NH
S

5-Méthyl-3-oxohexanoate d’éthyle 1éq. 23mmol 4g
Ethanediamine 1€q. 23 mmol 1,6 mL

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 54 % ; Rf (dichlorométhane /

méthanol 9: 1) : 0,50 ; F : 188°C.

Analyses spectrales :

» IR: 1626 v (C=0 lactame); 1550 v (C=N énamine).

> RMN "H (CDCIs) : 0,83-0,92 (m, 6 H, 2 x CH3) ; 1,78-1,88 (m, 2 H, CHy) ; 3,06-
3,13 (m, 2 H, CH2>-NH) ; 3,07-3,17 (m, 2 H, CH2>-NH) ; 3,35 (s, 1 H, CH-(CH3)>) ;
4,10 (m, 1 H, CH); 6,67 (m, 1 H, NH) ; 6,84 (m, 1 H, NH).

7-(1-Naphtyl)-2,3,4,5-tétrahydro-1H-1,4-diazépin-5-one (78)
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" !
~
HN NH
N/

3-(1-Naphtyl)-3-oxopropanoate d’éthyle 1 éq. 9,6 mmol 2mL
Ethanediamine 1 éq. 9,6 mmol 0,5mL

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 57 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9:1): 0,50 ; F : 192°C.

Analyses spectrales :

» IR :1626 v (C=0 lactame); 1550 v (C=N énamine); 1497 v (C=C aromatique)

> RMN "H (CDCI5) : 3,49-3,53 (m, 2 H, CH,-NH) ; 3,64-3,68 (m, 2 H, CH,-NHCO) ;
4,91 (m, 1 H, CH) ; 5,00 (s, 1 H, NH) ; 6,10 (m, 1 H, NHCO) ; 7,25-7,58 (m, 5 H,
Ar); 7,65-7,72 (m, 2 H, Ar); 7,80 (s, 1 H, Ar).

7-(4-Bromophényl)-2,3,4,5-tétrahydro-1H-1,4-diazépin-5-one (79)

Br
@)
X
HN NH
AN
3-(4-Bromophényl)-3-oxopropanoate d’éthyle 1 éq. 30 mmol 8g
Ethanediamine 1 éq. 30 mmol 2 mL

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 55 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9:1):0,51; F : 166°C.

Analyses spectrales :

» IR :1626 v (C=0 lactame); 1550 v (C=N énamine); 1497 v (C=C aromatique)

» RMN 'H (DMSO-dg) : 3,19-3,25 (m, 2 H, CHz-NH) ; 3,36-3,42 (m, 2 H, CHo-
NHCO) ; 4,47 (m, 1 H, CH); 7,08 (s, 1 H, NH) ; 7,17 (m, 1 H, NH) ; 7,51-7,58 (m,
2H,Ar);7,65-7,72 (m, 2 H, Ar).

Méthode générale de réduction des
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2,3,4,5-tétrahydro-1H-1,4-diazépin-5-ones 72 a 79 (composés 80-85)

R H, / Pd-C O
W 50 bars / 24 h. Y\(

HN NH ~ HN NH
S AN

O R

Le palladium a 10% sur charbon est ajouté a la diazépinone solubilisée dans
le méthanol. Le milieu réactionnel est mis sous agitation sous 50 bars d’hydrogéne, a
50°C, pendant 24 heures. Le catalyseur est ensuite filtré et le filtrat est concentré.

7-Phényl-1,4-diazépan-5-one (80)

o)

HN NH
N/

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 90 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9: 1) : 0,35 ; F : 45°C.

Analyses spectrales

» IR: 1670 v (C=0 lactame), 1495 v (C=C aromatique)

» RMN 'H (CDCls) : 2,00 (m, 1 H, NH) ; 2,57-2,61 (d, 1 H, J = 14,0, CH»-CO) ;
2,95-3,00 (m, 2 H, CH»-CO, CH>-NH) ; 3,17-3,22 (m, 2 H, CH>-NH, CH>-NHCO) ;
3,47-3,55 (m, 1 H, CH>-NHCO) ; 3,89-3,93 (d, 1 H, J = 10,0, CH) ; 7,25 (m, 1 H,
CONH) ; 7,28-7,37 (m, 5 H, Ar).

7-(4-Méthoxyphényl)-1,4-diazépan-5-one (81)

O

HN NH
A

Caractéristiques : Aspect : Solide blanc ; Rendement : 90 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9 : 1) : 0,35 ; F : 55°C.

Analyses spectrales

» IR: 1670 v (C=0 lactame), 1495 v (C=C aromatique)

» RMN "H (CDCI3) : 2,00 (m, 1 H, NH) ; 2,57-2,61 (d, 1 H, CH»-CO, J = 14,0) ;
2,95-3,00 (m, 2 H, CH>-CO, CH>-NH) ; 3,17-3,22 (m, 2 H, CH>-NH, CH>-NHCO) ;
3,47-3,55 (m, 1 H, CH,-NHCO) ; 3,77 (s, 3 H, CH3-0) ; 3,89-3,93 (d, 1 H, J =
10,0, CH); 7,25 (m, 1 H, CONH) ; 7,28-7,37 (m, 4 H, Ar).

7-(4-Trifluorométhylphényl)-1,4-diazépan-5-one (82)
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CF,

@)

HN NH
N/

Caractéristiques : Aspect : Solide blanc ; Rendement : 90 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9:1):0,46 ; F : 47°C.

Analyses spectrales

» IR: 1670 v (C=0 lactame), 1495 v (C=C aromatique)

» RMN 'H (CDCls) : 2,00 (m, 1 H, NH) ; 2,47-2,54 (d, 1 H, CH»-CO, J = 13,0) ;
2,95-3,00 (m, 2 H, CH»-CO, CH>-NH) ; 3,17-3,22 (m, 2 H, CH>-NH, CH>-NHCO) ;
3,47-3,55 (m, 1 H, CH,-NHCO) ; 4,17-4,28 (m, 1 H, CH, J=10,0) ; 7,25 (m, 1 H,
CONH) ; 7,28-7,37 (m, 4 H, Ar).

7-Méthyl-1,4-diazépan-5-one (83)

o>/\(cH3

HN NH
N/

Caractéristiques : Aspect : solide blanc hygroscopique ; Rendement : 90 % ; Rf
(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,15 ; F : 35°C.

Analyses spectrales

» IR : 1670 v (C=0 lactame)

» RMN 'H (CDCl5) : 1,27-1,32 (d, 3 H, J = 5,1, CH3) ; 2,42-2,48 (d, 1 H, CO-CH),) ;
2,82-3,09 (m, 2 H, CO-CH;, NH-CH.-CH>) ; 3,17-3,56 (m, 4 H, NH-CH,-CH;, CO-
CH2-CH) ; 7,87 (m, 1H, NH) ; 9,64 (m, 1 H, CONH).

> RMN 2D :

e L T e bbb bt

» RMN °C (CDCIs) : 19,6 (CHs3) ; 38,5 (CHy) ; 41,7 (CH,) ; 47,5 (CHy) ; 49,6 (CH).
> LC-MS: T, = 0,40 min ; MH" = 129.
7-Butyl-1,4-diazépan-5-one (84)
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OW\/\
HN NH
A4

Caractéristiques : Aspect : huile jaunatre ; Rendement : 90 % ; Rf (dichlorométhane
/ méthanol 9: 1) : 0,45.

Analyses spectrales

» IR :1670 v (C=0 lactame)

» RMN 'H (CDCl;) : 0,81-0,91 (m, 3 H, CH3) ; 1,21-1,52 (m, 4 H, CH3-CH>-CH) ;
1,57-1,68 (m, 2H, CH-CH>-(CH>),) ; 2,42-2,48 (d, 1 H, CO-CH;) ; 2,82-3,09 (m, 2
H, CO-CH>, NH-CH,-CH>) ; 3,17-3,56 (m, 4 H, NH-CH>-CH_,, CO-CH;-CH) ; 7,87
(m, 1H, NH) ; 9,64 (m, 1 H, CONH).

7-Isobutyl-1,4-diazépan-5-one (85)
O

HN NH
S

Caractéristiques : Aspect : Huile jaunatre ; Rendement : 90 % ; Rf (dichlorométhane
/ méthanol 9: 1) : 0,45.

Analyses spectrales

» IR:1670 v (C=0 lactame),

» RMN "H (CDCIs) : 0,83-0,92 (m, 6 H, 2 x CH3) ; 1,78-1,88 (m, 2 H, CH_) ; 3,35 (s,
1 H, CH-(CH3)2) ; 2,42-2,48 (d, 1 H, CO-CH,) ; 2,82-3,09 (m, 2 H, CO-CH;, NH-
CH.-CH,) ; 3,17-3,56 (m, 4 H, NH-CH,-CH,, CO-CH»-CH) ; 7,87 (m, 1H, NH) ;
9,64 (m, 1 H, CONH).

Méthode générale de N-protection sous forme de carbamate de tert-
butyle (composés 86-91)

o s B0C)01 o G
dioxane / eau Y\(
T.amb. /24 h.

HN NH > HN N— goc

La diazépanone et la diisopropyléthylamine sont solubilisées dans 40 mL d’un
mélange dioxane / eau (4 : 1) puis le dicarbonate de di-tert-butyle est ajouté par
portions. Aprés 24 heures d’agitation a température ambiante, le milieu réactionnel
est concentré et le résidu est recristallisé dans I'hexane.

1-Tert-butoxycarbonyl-7-phényl-1,4-diazépan-5-one (86)
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O
HN N—
\ / BOC
Diazépanone 41 1 éq. 8,85 mmol 2649
Dicarbonate de di-tert-butyle 1,1 éq. 9,75 mmol 229
Diisopropyléthylamine 2,5 éq. 22,1 mmol 3,8 mL

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 95 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9 : 1) : 0,65.

Analyses spectrales

» IR: 1681 v (C=0 carbamate), 1672 v (C=0 lactame), 1498 v (C=C aromatique)

> RMN 'H (CDCl3) : 1,38 (s, 9 H, BOC) ; 2,57-2,61 (d, 1 H, J = 14,0, CH,-CO) ;
2,95-3,00 (m, 2 H, CH2>-CO, CH2-N) ; 3,17-3,22 (m, 2 H, CH,-NBOC, CH>-NH) ;
3,47-3,55 (m, 1 H, CH2-NH) ; 3,89-3,93 (d, 1 H, J = 10,0, CH) ; 7,25 (m, 1 H,
CONH) ; 7,28-7,37 (m, 5 H, Ar).

1-Tert-butoxycarbonyl-7-(4-trifluorométhylphényl)-1,4-diazépan-5-one (87)

CF,
@)
HN N—
\ / BOC
Diazépanone 43 1 éq. 8,85 mmol 2,79
Dicarbonate de di-tert-butyle 1,1 éq. 9,75 mmol 22g
Diisopropyléthylamine 2,5 éq. 22,1 mmol 3,8 mL

Caractéristiques : Aspect : Solide blanc ; Rendement : 95 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9 : 1) : 0,65 ; F (hexane) : 85°C.

Analyses spectrales

» IR :1681 v (C=0 carbamate), 1672 v (C=0 lactame), 1498 v (C=C aromatique)

> RMN 'H (CDCls): 1,37 (s, 9 H, BOC) ; 2,57-2,61 (d, 1 H, J = 14,2, CH,-CO) ;
2,95-3,00 (m, 2 H, CH2>-CO, CH2-N) ; 3,17-3,22 (m, 2 H, CH>-NBOC, CH>-NH) ;
3,47-3,55 (m, 1 H, CH2-NH) ; 3,89-3,93 (d, 1 H, J = 10,1, CH) ; 7,25 (m, 1 H,
CONH) ; 7,48-7,63 (m, 4 H, Ar).

1-Tert-butoxycarbonyl-7-(4-méthoxyphényl)-1,4-diazépan-5-one (88)
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O—
)
HN N—
\ / BOC
Diazépanone 42 1 éq. 8,85 mmol 2,79
Dicarbonate de di-tert-butyle 1,1 éq. 9,75 mmol 22g
Diisopropyléthylamine 2,5 éq. 22,1 mmol 3,8 mL

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 95 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9 : 1) : 0,65 ; F (hexane) : 121°C.

Analyses spectrales

» IR :1681 v (C=0 carbamate), 1672 v (C=0 lactame), 1498 v (C=C aromatique)

> RMN 'H (CDCl) : 1,38 (s, 9 H, BOC) ; 2,57-2,61 (d, 1 H, J = 14,2, CH,-CO) ;
2,95-3,00 (m, 2 H, CH,-CO, CH>-N) ; 3,17-3.22 (m, 2H, CH>-NBOC, CH>-NH) ;
3,47-3,55 (m, 1H, CH2-NH) ; 3,78 (s, 3 H, O-CH5) ; 3,89-3,93 (d, 1H, J = 10,0,
CH);7.25(m, 1 H, CONH) ; 7,31-7,37 (m, 4H, Ar).

1-Tert-butoxycarbonyl-7-méthyl-1,4-diazépan-5-one (89)

O CH

Y\( 3
HN N—
\ / BOC
Diazépanone 44 1 éq. 8,85 mmol 249
Dicarbonate de di-tert-butyle 1,1 éq. 9,75 mmol 22¢g
Diisopropyléthylamine 2,5 éq. 22,1 mmol 3,8 mL

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 95 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9 : 1) : 0,65 ; F (hexane) : 85°C.

Analyses spectrales

» IR:1681 v (C=0 carbamate), 1672 v (C=0 lactame).

» RMN 'H (CDCl3) : 1,27-1,32 (d, 3H, J=5,1, CH3) ; 1,41 (s, 9 H, BOC) ; 2,42-2,48
(d, 1 H, NH-CH>-CH,) ; 2,82-3,09 (m, 2 H, NH-CH>-CH2, NH-CH,-CH) ; 3,17-3,56
(m, 4 H, NH-CH2-CH,, CO-CH>-CH) ; 5,64 (m, 1 H, CONH).

1-Tert-butoxycarbonyl-7-butyl-1,4-diazépan-5-one (90)
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N

HN N—BOC
Diazépanone 45 1 éq. 8,85 mmol 2449
Dicarbonate de di-tert-butyle 1,1 éq. 9,75 mmol 229
Diisopropyléthylamine 2,5 éq. 22,1 mmol 3,8 mL

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 95 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9 : 1) : 0,65 ; F (hexane) : 135 °C.

Analyses spectrales

» IR:1681 v (C=0 carbamate), 1672 v (C=0 lactame)

» RMN 'H (CDCI3): 0,81-0,91 (m, 3 H, CH3) ; 1,21-1,52 (m, 4 H, CH3-CH»-CH.) ;
1,42-1,48 (s, 9 H, BOC) ; 1,57-1,68 (m, 2H, CH-CH»-(CH>);) ; 2,57-2,61 (d, 1 H,
CH»-CO, J = 14,0) ; 2,95-3,00 (m, 2H, CH»-CO, CH2-N) ; 3,17-3,22 (m, 2 H, CH>-
NBOC, CH>-NH), 3,47-3,55 (m, 1 H, CH2-NH) ; 4,09-4,13 (m, 1 H, CH), 6,05 (m,
1 H, CONH).

1-Tert-butoxycarbonyl-7-isobutyl-1,4-diazépan-5-one (91)

O
HN N—
\__/ BOC
Diazépanone 46 1 éq. 8,85 mmol 2449
Dicarbonate de di-tert-butyle 1,1 éq. 9,75 mmol 22g
Diisopropyléthylamine 2,5 éq. 22,1 mmol 3,8 mL

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 95 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9 : 1) : 0,65 ; F (hexane) : 137 °C.

Analyses spectrales

» IR :1681 v (C=0 carbamate), 1672 v (C=0 lactame)

> RMN 'H (CDCI3) : 0,83-0,92 (m, 6 H, 2 x CH3) ; 1,42-1,48 (s, 9 H, BOC) 1,78-1,88
(m, 2 H, CH-CH,) ; 3,35 (s, 1 H, CH-(CH3);) ; 2,57-2,61 (d, 1 H, CH,-CO, J =
14,0) ; 2,95-3,00 (m, 2H, CH»-CO, CH,-NBOC) ; 3,17-3,22 (m, 2 H, CH>-NBOC,
CH>-NH) ; 3,47-3,55 (m, 1 H, CH2-NH) ; 4,09-4,13 (m, 1 H, CH), 6,05 (m, 1 H,
CONH).
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Méthode générale de réduction du groupement lactame
86-91 (composés 92-100)

LiAH,, THF K\/

T.A.8h K\( + N
—_— ~—

AN N~Boc «__N—BoC BOC

O G

A une suspension d’hydrure de lithium et d’aluminium dans 60 mL de
tétrahydrofurane sec est ajouté le lactame. Aprés 8 heures d’agitation sous
atmosphére d’azote a température ambiante, le mélange réactionnel est porté a 0°C
puis 20 mL de tétrahydrofurane, 10 mL d’eau et 25 mL d’'une solution de soude 2N
sont successivement ajoutés (pour 68 mmol d’AlLiH,). Le précipité formé est filtré et
écarté. Aprés évaporation du filtrat, le résidu est purifié sur colonne de gel de silice
(dichlorométhane / méthanol 97 : 3 => 95 : 5) ou deux produits principaux sont isolés
dans certains cas.

1-Tert-butoxycarbonyl-7-phényl-1,4-diazépane (92) et
1-tert-butoxycarbonyl-2-(3-phénylpropyl)éthane-1,2-diamine (98)

\_MN—Boc
92 98
Diazépanone 86 1éq. 8,5 mmol 25¢g
Hydrure de lithium et d’aluminium 2 éq. 17 mmol 0,65¢

Composé 92

Caractéristiques : Aspect : Huile incolore ; Rendement : 30 % ; Rf (dichlorométhane
/ méthanol 9: 1) : 0,60

Analyses spectrales

» IR :1697 v (C=0 carbamate) ; 1530 v (C=C aromatique)

> RMN 'H (CDCls) : 1,48 (s, 9 H, BOC) ; 1,72-1,91 (m, 1 H, CH-CH2-CH,-NH) ;
2,05-2,11 (m, 1 H, CH-CH2>-CH2-NH) ; 2,15 (m, 1 H, NH) ; 2,80-2,93 (m, 1 H, CH-
CH2-CH2-NH) ; 3,10-3,17 (m, 1 H, CH-CH2-CH>-NH) ; 3,33-3,76 (m, 5 H, CH>-
CH>-N(BOC)-CH) ; 7,22—-7,45 (m, 5 H, Ar).

> RMN C (CDCls) : 29,4 (BOC) ; 38,4 (CH-CH,-CH,-NH) ; 44,8 (CH,-NBOC) ;
49,6 (CH,-NH-CHy) ; 65,1 (CH) ; 125,8 (Ar).

Composé 98

Caractéristiques : Aspect : huile incolore ; Rendement : 35 % ; Rf (dichlorométhane
/ méthanol 9: 1) : 0,40
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Analyses spectrales

» IR:1701 v (C=0 carbamate) ; 1501 v (C=C aromatique)

> RMN 'H (CDCl3) : 1,45 (s, 9 H, BOC) ; 1,79-1,84 (m, 3 H, CH2-CH»-CH2-NH) ;
2,62-2,72 (m, 6 H, CH>-CH2-CH>-NH-CH>) ; 3,21-3,23 (m, 2 H, CH>-NHBOC);
5,07 (m, 1 H, NHBOC) ; 7,18-7,27 (m, 5 H, Ar).

» RMN "*C NMR (CDCl) : 28,4 (CHs) ; 31,6 (CH,-CH>-CHy) ; 33,6 (CH2-Ar) ; 40,2
(CH2-NHBOC) ; 49,0 (CH>-NH-CH.) ; 125,8 (Ar) ; 128,4 (Ar).

1-Tert-butoxycarbonyl-7-(4-méthoxyphényl)-1,4-diazépane (93) et
2-tert-butoxycarbonyl-1-[3-(4-méthoxyphényl)propyl]éthane-1,2-diamine (99)

O\
HN N— + H
93 99
Diazépanone 87 1 éq. 17 mmol 19
Hydrure de lithium et d’aluminium 2 éq. 34 mmol 1,39

Composé 93

Caractéristiques : Aspect : Huile incolore ; Rendement : 30 % ; Rf (dichlorométhane
/ méthanol 9: 1) : 0,63

Analyses spectrales

» IR: 1695 v (C=0 carbamate) ; 1535 v (C=C aromatique)

» RMN 'H (CDCls) : 1,50 (s, 9 H, BOC) ; 1,85-1,89 (m, 1 H, CH-CH2-CH,-NH) ;
2,03-2,12 (m, 1 H, CH-CH2>-CH2>-NH) ; 2,13 (m, 1 H, NH) ; 2,82-2,95 (m, 1 H, CH-
CH2-CH>-NH) ; 3,13-3,19 (m, 1 H, CH-CH2-CH2-NH) ; 3,36-3,75 (m, 5 H, CH>-
CH2>-N(BOC)-CH) ; 3,80 (s, 3 H, CH3-0O) ; 7,21-7,34 (m, 2 H, Ar) ; 7,42-7,59 (m,
2 H, Ar).

Composé 99

Caractéristiques : Aspect : huile incolore ; Rendement : 35 % ; Rf (dichlorométhane
/ méthanol 9: 1) : 0,42

Analyses spectrales
» IR :1697 v (C=0 carbamate) ; 1501 v (C=C aromatique)
> RMN 'H (CDCl3) : 1,45 (s, 9 H, BOC) ; 1,79-1,84 (m, 3 H, CH,-CH,-CH-NH) ;
2,62-2,72 (m, 6 H, CH>-CH,-CH>-NH-CH.) ; 3,21-3,23 (m, 2 H, CH>-NHBOC);
3,81 (s, 3 H, CH3-0) ; 5,07 (m, 1 H, NHBOC) ; 7,11-7,24 (m, 2 H, Ar) ; 7,33—
7,41 (m, 2 H, Ar).
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1-Tert-butoxycarbonyl-7-(4-trifluorométhylphényl)-1,4-diazépane (94) et
1-tert-butoxycarbonyl-2-[3-(4-trifluorométhylphényl)propyl]éthane-1,2-diamine

(100)
\__N—Boc N~ Boc
94 100
Diazépanone 88 1 éq. 59 17 mmol
Hydrure de lithium aluminium 2 &q. 1,39 34 mmol

Composé 94

Caractéristiques : Aspect : Huile incolore ; Rendement : 30 % ; Rf (dichlorométhane
/ méthanol 9: 1) : 0,60

Analyses spectrales

» IR :1697 v (C=0 carbamate) ; 1501 v (C=C aromatique)

» RMN 'H (CDCIs) : 1,50 (s, 9 H, BOC) ; 1,81-1,86 (m, 1 H, CH-CH2-CH,-NH) ;
2,06-2,14 (m, 1 H, CH-CH>-CH>-NH) ; 2,65 (m, 1 H, NH) ; 2,82-2,95 (m, 1 H, CH-
CH2-CH2-NH) ; 3,13-3,19 (m, 1 H, CH-CH2-CH2-NH) ; 3,36-3,75 (m, 5 H, CH>-
CH>-N(BOC)-CH) ; 7,16-7,28 (m, 2 H, Ar) ; 7,36—7,44 (m, 2 H, Ar).

Composé 100

Caractéristiques : Aspect : huile incolore, Rendement : 35 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9 : 1) : 0,34

Analyses spectrales

> IR: 1697 v (C=0 carbamate) ; 1501 v (C=C aromatique)

> RMN 'H (CDCls) : 1,45 (s, 9 H, BOC) ; 1,79-1,84 (m, 3 H, CH2-CH2-CH,-NH) ;
2,62-2,72 (m, 6 H, CH,-CH2-CH>-NH-CH,) ; 3,21-3,23 (m, 2 H, CH>-NHBOC) ;
5,07 (m, 1 H, NHBOC) ; 7,26—7,28 (m, 2 H, Ar) ; 7,45-7,57 (m, 2 H, Ar).

1-Tert-butoxycarbonyl-7-méthyl-1,4-diazépane (95)

HN N— BOC
Diazépanone 89 1éq. 59 17 mmol
Hydrure de lithium et d’aluminium 2 éq. 1,39 34 mmol

Caractéristiques : Aspect : Huile incolore ; Rendement : 55 % ; Rf (dichlorométhane
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/ méthanol 9: 1) : 0,28.

Analyses spectrales

» IR :1697 v (C=0 carbamate) ; 1501 v (C=C aromatique)

> RMN 'H (CDCl5) : 1,27-1,32 (d, 3 H, J = 5,1, CH3) ; 1,41 (s, 9 H, BOC) ; 1,85—
1,89 (m, 1 H, CH-CH>-CH2>-NH) ; 2,01-2,17 (m, 1 H, CH-CH,-CH2>-NH) ; 2,82—
2,95 (m, 1 H, CH-CH2-CH>-NH) ; 3,10-3,22 (m, 1 H, CH-CH2-CH>-NH) ; 3,33—
3,75 (m, 5 H, CH2-CH>-N(BOC)-CH) ; 4,56 (m, 1 H, NH).

1-Tert-butoxycarbonyl-7-butyl-1,4-diazépane (96)

HN N—
. , BOC

Diazépanone 51 1éq. 59 17 mmol
Hydrure de lithium et d’aluminium 2 éq. 1,39 34 mmol

Caractéristiques : Aspect : Huile incolore ; Rendement : 51 % ; Rf (dichlorométhane
/ méthanol 9: 1) : 0,33.

Analyses spectrales

» IR: 1697 v (C=0 carbamate)

» RMN 'H (CDCls) : 0,77-0,90 (m, 3 H, CH3) ; 1,21-1,52 (m, 4 H, CH3-CH,-CH>-) ;
1,42 (s, 9 H, BOC) ; 1,67-1,77 (m, 2 H, CH-CH>~(CH>);) ; 1,79-1,85 (m, 1 H, CH-
CH,-CH2-NH) ; 2,03-2,12 (m, 1 H, CH-CH>-CH>-NH) ; 2,45 (m, 1 H, NH) ; 2,82—
2,95 (m, 1 H, CH-CH2-CH>-NH) ; 3,09-3,12 (m, 1 H, CH-CH2-CH>-NH) ; 3,22—
3,68 (m, 5 H, CH»-CH>-N(BOC)-CH)

1-Tert-butoxycarbonyl-7-isobutyl-1,4-diazépane (97)

HN N— BOC

Diazépanone 52 1 éq. 350 mg 1,3 mmol
Hydrure de lithium et d’aluminium 2 éq. 100 mg 2,6 mmol

Caractéristiques : Aspect : Huile incolore ; Rendement : 57 % ; Rf (dichlorométhane
/ méthanol 9: 1) : 0,35.

Analyses spectrales

» IR: 1697 v (C=0 carbamate)

» RMN "H (CDCIs) : 0,78-0,93 (m, 6 H, 2 x CH3) ; 1,48 (s, 9 H, BOC) 1,78-1,88 (m,
2 H, CH-CH>-CH3) ; 1,85-1,89 (m, 1 H, CH-CH>-CH2-NH) ; 1,97-2,08 (m, 1 H,
CH-CH>-CH2-NH) ; 2,21 (m, 1 H, NH) ; 2,41 (s, 1 H, CH-(CH3);) ;2,77-2,89 (m, 1
H, CH-CH,-CH>-NH) ; 3,10-3,21 (m, 1 H, CH-CH2-CH>-NH) ; 3,29-3,69 (m, 5 H,
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CH-CH2-N(BOC)-CH)

1-Tert-butoxycarbonyl-4-{[1-(4-cyanobenzyl)-1 H-imidazol-5-yljméthyl}-7-phényl-
1,4-diazépane (101)

oo ©K3
N + \ DIEA/ CH,ON \/( )

N\> Q) Hel 80C/3h
H NC

L’amine 92 (1 éq., 1 g, 3,6 mmol), le dérivé chloré 4 (1 éq., 1,1 g, 3,6 mmol) et
la diisopropyléthylamine (3 éq., 2,4 mL, 2,4 mmol) sont introduits dans 50 mL
d’acétonitrile. Aprés 3 heures de chauffage a 80°C, le solvant est concentré. Le
résidu est repris par de I'acétate d’éthyle pour étre lavé par de I'eau et une solution
saturée en NaCl. La phase organique est séchée sur MgSO, avant d'étre
concentrée. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice avec un éluant
dichlorométhane / éthanol (97:3).

NC

Caractéristiques : Aspect : Huile jaunatre ; Rendement : 55 % ; Rf (dichlorométhane
/ méthanol 9: 1) : 0,65.

Analyses spectrales

» IR :2229 v (C=N nitrile), 1689 v (C=0 carbamate)

» RMN 'H (CDCI5) : 1,50 (s, 9 H, BOC) ; 1,85-1,89 (m, 1 H, N-CH,-CH,-CH-Ar) ;
2,03-2,12 (m, 1 H, N-CH2-CH>-CH-Ar) ; 2,82-2,95 (m, 1 H, N-CH>-CH>-CH-Ar) ;
3,13-3,19 (m, 1 H, N-CH2-CH,-CH-Ar) ; 3,36-3,75 (m, 7 H, Im-CH2>-N-CH>-CH>-N-
CH-Ar) ; 547 (s, 2 H, Ar-CH3-Im) ; 6,78-6,80 (m, 1H, Im) ; 7,21-7,58 (m, 10 H,
Ar).

Chlorhydrate de 4-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yllméthyl}-7-phényl-1,4-
diazépane (102)

CN
HCI / iPrOH N
- \\\J/NH

TA./24h
uN\Bo
NN

NT N
\—y \—y 3HCI
2 mL d’'une solution d’acide chlorhydrique (5N) dans l'isopropanol (5 éq., 2
mL, 10,6 mmol) sont ajoutés a I'amine 101 (1éq., 1 g, 2,10 mmol) dissoute dans 3

mL de méthanol. Aprés 2 heures d’agitation a température ambiante, le solvant est
concentré. 100 mL d’acétate d’éthyle sont ajoutés au résidu dissous dans un
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minimum d’éthanol. Aprés quelques heures d’agitation, le précipité formé est filtré.

Caractéristiques : Aspect : solide blanc ; Rendement : 95 % ; Rf (dichlorométhane /
méthanol 9 : 1) : 0,05 ; F > 250°C.

Analyses spectrales

» IR : 2229 v (C=N nitrile)

» RMN 'H (D,0): 1,85-1,89 (m, 1 H, Ar-CH-CH,-CH>) ; 2,03-2,12 (m, 1 H, Ar-CH-
CH>-CH3-) ; 2,82-2,95 (m, 1 H, Ar-CH-CH,-CH>) ; 3,13-3,19 (m, 1 H, Ar-CH-CH>-
CH,) ; 3,36-3,75 (m, 7 H, Ar-CH-NH-CH2-CH2>-N-CH3-Im) ; 5,45 (s, 2 H, Im-CH
Ar) ; 6,93-6,96 (m, 1 H, Im) ; 7,19-7,59 (m, 10 H, Ar).

2-tert-butoxycarbonyl-7-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-ylJméthyl}- 1-(3-
phénylpropyl)éthane-1,2-diamine (109)

BOC

Cl

HNj

N
DIEA/CH,CN NN
ol

j 80°C/3h

L’amine 98 (1 éq., 1 g, 3,6 mmol), le dérivé chloré 4 (1 éq., 1,1 g, 3,6 mmol) et
la diisopropyléthylamine (3 éq., 2,4 mL, 2,4 mmol) sont introduit dans 50 mL
d’acétonitrile. Aprés 3 heures de chauffage a 80°C, le solvant est concentré. Le
résidu est repris par de I'acétate d’éthyle pour étre lavé par de I'eau et une solution
saturée en NaCl. La phase organique est séchée sur MgSO, avant d’étre
concentrée. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice avec un éluant
dichlorométhane / méthanol (95:5).

Caractéristiques : Aspect : huile jaunatre ; Rendement : 55 % ; Rf (dichlorométhane
/ méthanol 9: 1) : 0,62.

Analyses spectrales

» IR :2229 v (C=N nitrile) ; 1689 v (C=0 carbamate)

» RMN 'H (CDCI;) : 1,45 (s, 9 H, BOC) ; 1,63—1,72 (m, 2 H, CH2-CH,-CH,) ; 2,42—
2,62 (m, 6 H, CH>-CH2-CH>-N-CH>) ; 3,05-3,19 (m, 2 H, CH2>-NH) ; 3.39 (s, 2 H,
N-CHz-lm) ; 4,54 (m, 1 H, NH) ; 5,36 (s, 2 H, CH2-Ar) ; 7,05-7,65 (m, 11 H, Ar et
Im).
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Chlorhydrate de 7-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-ylJméthyl}-1-(3-
phénylpropyl)éthane-1,2-diamine (110)

WO

\__N~Boc HCI/ iPrOH _
95%

.3HCI

2 mL d’'une solution d’acide chlorhydrique 5N dans l'isopropanol sont ajoutés a
'amine 70 dissoute dans 3 mL de méthanol. Aprés 2 heures d’agitation a
température ambiante, le solvant est concentré. 100 mL d’acétate d’éthyle sont
ajoutés au résidu dissous dans un minimum d’éthanol. Apres quelques heures
d’agitation, le précipité formé est filtré puis lavé par de I'acétate d’éthyle.

Caractéristiques : Aspect : solide blanc hygroscopique ; Rendement : 95 % ; Rf
(dichlorométhane / méthanol 9 : 1) : 0,05 ; F > 250°C.

Analyses spectrales

» IR : 2229 v (C=N nitrile), 1649 v (C=0 amide)

» RMN 'H (D,0) : 1,69-1,80 (m, 2 H, CH,-CH>-CHy) ; 2,62—2,72 (m, 2 H, CH2-CH2-
Ar) , 3,11-3,30 (m, 4 H, 2 x CH>-N) ; 4,03—4,17 (m, 2 H, CH>-NH) ; 4,54 (s, 2 H,
N-CH>-Im) ; 5,55 (s, 2 H, CHz-Ar) ; 7,00-7,10 (d, 2 H, J = 4,2, Ar); 7,12-7,22 (m,
5H, Ar); 7,55(s,1H,Im); 7,59-7,70 (d, 2 H, J = 4,2, Ar); 8,74 (s, 1 H, Im).

Méthode générale d’acylation de I’'amine 102 et 110
(composés 103-108, 111’ et 112’)

La résine PS-HOBt (1g) est introduite dans chaque réacteur. Aprés 18 heures
dans le dichlorométhane, la résine est filtrée.

L’acide carboxylique, la DIEA et le PyBroP dissous dans 20 mL de DMF
anhydre sont introduits dans le réacteur. Le milieu réactionnel est laissé sous
agitation pendant 2 heures. Cette opération est renouvelée et la résine est filtrée et
lavée 3 fois par du DMF, 3 fois par du dichlorométhane et 3 fois par du DMF.

L’amine 71 et la DIEA dissous dans 20 mL de DMF anhydre sont introduites
dans le réacteur. Aprés 18 heures d’agitation, la résine est filtrée et lavée 3 fois par
du DMF. Le filtrat est concentré et le résidu est purifié par chromatographie sur
couche épaisse (dichlorométhane / méthanol : 95 / 5). Le produit isolé est conservé
sous forme de chlorhydrate.
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Chlorhydrate de 2-benzoyl-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yljméthyl}-1-(3-
phénylpropyl)éthane-1,2-diamine (111)

CN
H
N\\N/N (@)
NT N
2HCI

\:N
Acide benzoique 2 €q. 1,50 mmol 185 mg
PyBroP 2 éq. 1,50 mmol 700 mg
DIEA 3 éq. 2,25 mmol 370 uL
Amine 110 0,8 éq. 0,61 mmol 290 mg
DIEA 5 éq. 3,75 mmol 630 uL

Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 75 % ; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9 : 1) : 0,70 ; F > 200°C.

Analyses spectrales :

» IR : 2229 v (C=N nitrile), 1649 v (C=0 amide)

» RMN 'H (D,0) : 1,69-1,80 (m, 2 H, CH2-CH>-CHy) ; 2,62—2,72 (m, 2 H, CH2-CH>-
Ar) ; 3,07-3,29 (m, 4 H, 2 x CH2-N) ; 4,03—4,17 (m, 2 H, CH2-NH) ; 4,25 (s, 2 H,
N-CHz-Im) ; 5,33 (s, 2 H, CHz-Ar) ; 7,02-7,32 (m, 7 H, Ar) ; 7,55 (s, 1 H, Im) ;
7,59-7,70 (d, 2 H, Ar); 8,74 (s, 1 H, Im)

» LC-MS : Tr = 3,50 min. ; MH" =478 ; Pureté = 98,5 %

Analyse élémentaire : C3H31NsO, 2 HCI, 1,5 H,O => 577,3 g.mol™ (Calculé : %C =
62,42 ; %H = 6,02; %N = 12,28 ; %CIl = 12,13; Expérimental: %C = 62,12 ; %H =
6,26 ; %N =12,23 ; %Cl = 12,01).

Chlorhydrate de 1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yljméthyl}-2-(1-naphtoyl)-
1-(3-phénylpropyl)éthane-1,2-diamine (112)

/\HQ
N N

O]

__ 2HCI

L OQ

CN
N
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Acide 1-naphtoique 2 éq. 1,50 mmol 260 mg
PyBroP 2 éq. 1,50 mmol 700 mg
DIEA 3 €q. 2,25 mmol 370 pL
Amine 110 0,8 éq. 0,61 mmol 290 mg
DIEA 5 éq. 3,75 mmol 630 pL

Caractéristiques : Aspect : poudre blanche hygroscopique ; Rendement : 77 % ; Rf
(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,70 ; F : 215°C.

Analyses spectrales :

» IR : 2229 v (C=N nitrile), 1649 v (C=0 amide)

» RMN 'H (D,0) : 1,97-2,11 (m, 2 H, CH,-CH2-CH>) ; 2,62—2,72 (m, 2 H, CH,-CH,-
Ar) ; 3,11-3,23 (m, 2 H, CH2>-N) ; 3,45-3,52 (m, 2 H, CH2>-N) ; 3,75-3,82 (m, 2 H,
CH>-NHCO) ; 4,54 (s, 2 H, N-CH2-Im) ; 5,55 (s, 2 H, CH>-Ar) ; 7,15-8,15 (m, 17
H, Ar etIlm); 8,84 (s, 1 H, napht).

> LC-MS : Tr=3,70 min. ; MH" = 528 ; Pureté = 98,7 %

Analyse élémentaire : Ca4H3,N50, 2 HCI, 1,5 H,0 => 618,6 g.mol™ (Calculé : %C =
66,01 ; %H = 5,78 ; %N = 11,32 ; %Cl = 11,46 ; Expérimental : %C = 66,12 ; %H =
551; %N =11,18 ; %Cl =11,65).

Chlorhydrate de 4-benzoyl-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-ylJméthyl}-5-
phényl-1,4-diazépane (103)

CN
N N O
%

N X

\—q 2HCI
Acide benzoique 2 éq. 1,24 mmol 150 mg
EDCI.HCI 2 éq. 1,24 mmol 240 mg
Pyridine 3 éq. 1,86 mmol 150 uL
DMAP catalytique
Amine 102 1éq. 0,62 mmol 300 mg

Caractéristiques : Aspect : poudre blanche hygroscopique ; Rendement : 85 % ; Rf
(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,70 ; F : 185 °C.

Analyses spectrales :

» IR :2231 v (C=N nitrile), 1652 v (C=0 amide)

> RMN 'H (D20O) : 1,78-2,15 (2 x m, 2 H, Ar-CH-CH>-CH>) ; 2,78-2,89 (m, 1 H, Ar-
CH-CH-CH.) ; 3,07-3,16 (m, 1 H, Ar-CH-CH.-CH) ; 3,36-3,75 (m, 7 H, Ar-CH-N-
CH3-CH2-N) ; 3,95 (s, 2 H, N-CH>-Im) ; 5,25 (s, 2 H, Im-CH-Ar) ; 7,01-7,75 (m,
16 H, Ar et Im).

> LC-MS : Tr = 3,81 min.,, MH" = 476, Pureté = 99,7 %
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Analyse élémentaire : C3Ho9NsO, 2 HCI, 1,5 H,O => 557,5 g.mol™ (Calculé : %C =
64,63 ; %H = 5,88 ; %N = 12,56 ; %Cl = 12,71 ; Expérimental : %C = 64,72 ; %H =
6,01 ; %N =12,34 ; %Cl =12,87).

Chlorhydrate de 4-(2,4-dichlorobenzoyl)-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-
yllméthyl}-5-phényl-1,4-diazépane (104)

CN
N\\/N 0
j} a
N
\:N 2HCI
Cl
Acide 2,4-dichlorobenzoique 2 éq. 1,24 mmol 240 mg
EDCI.HCI 2 éq. 1,24 mmol 240 mg
Pyridine 3 éq. 1,86 mmol 150 pL
DMAP catalytique
Amine 63 1éq. 0,62 mmol 300 mg
Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 82 %; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,70 ; F : 188°C.

Analyses spectrales :

» IR : 2229 v (C=N nitrile), 1649 v (C=0 amide)

> RMN 'H (DMSO-d) : 1,88-2,21 (m, 2 H, Ar-CH-CH,-CH,-) ; 2,82-2,95 (m, 1 H,
Ar-CH-CH;-CH>-) ; 3,08-3,15 (m, 1 H, Ar-CH-CH>-CH>-) ; 3,33-3,81 (m, 5 H, Ar-
CH-N-CH,-CH>) ; 4,01 (s, 2 H, N-CH>-lm); 5,18 (s, 2 H, Im-CHAr) ; 7,01-7,72
(m, 14 H, Ar et Im).

» LC-MS : Tr = 3,70 min., MH" = 510, Pureté = 98,7 %

Analyse élémentaire : C3;H27CI.NsO, 2 HCI, 1 H,O => 634,84 g.mol™ (Calculé : %C
=56,84 ; %H =4,88 ; %N = 11,03 ; %CIl = 22,37 ; Expérimental : %C = 56,75 ; %H =
4,96 ; %N = 11,01 ; %Cl = 22,41).

Chlorhydrate de 4-(2-biphénoyl)-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yljméthyl}-
5-phényl-1,4-diazépane (105)

CN
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Acide 2-biphénoique 2 éq. 1,24 mmol 245 mg

EDCI.HCI 2 éq. 1,24 mmol 240 mg

Pyridine 3 éq. 1,86 mmol 150 pL

DMAP catalytique

Amine 102 1éq. 0,62 mmol 300 mg
Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 78 % ; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,78 ; F > 250°C.

Analyses spectrales :

» IR :2229 v (C=N nitrile), 1649 v (C=0 amide)

» RMN 'H (D,0) : 1,81-1,87 (m, 1 H, Ar-CH-CH,-CH,) ; 2,07-2,16 (m, 1 H, Ar-CH-
CH>-CHy) ; 2,76-2,93 (m, 1 H, Ar-CH-CH>-CH,) 3,11-3,69 (m, 6 H, Ar-CH-N-CH-
CH2-N-CH>) ; 3,95 (s, 2 H, N-CH2-Im) ; 5,45 (s, 2 H, Im-CH>-Ar) ; 6,93-6,96 (m, 1
H, Im); 7,06-7,70 (m, 19 H, Ar et Im).

» LC-MS :Tr=23,73 min. ; MH" = 552 ; Pureté = 98,7 %

Analyse élémentaire : CssHasNsO, 2 HCI, 1,5 H,O => 642,6 g.mol™ (Calculé : %C =
67,29 ; %H = 5,73 ; %N = 10,09 ; %Cl = 11,03 ; Expérimental : %C = 67,22 ; %H =
6,06 ; %N =10,43 ; %Cl =11,11).

Chlorhydrate de 1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yllméthyl}-4-(1-naphtoyl)-
5-phényl-1,4-diazépane (106)

CN
N O
N
e 2HClI
£
=
Acide a-naphtoique 2 éq. 1,24 mmol 220 mg
EDCI.HCI 2 éq. 1,24 mmol 240 mg
Pyridine 3 €q. 1,86 mmol 150 uL
DMAP catalytique
Amine 102 1 éq. 0,62 mmol 300 mg

Caractéristiques : Aspect : poudre blanche hygroscopique ; Rendement : 75 % ; Rf
(dichlorométhane / méthanol 9 : 1) : 0,75 ; F : 205°C.

Analyses spectrales :

» IR : 2227 v (C=N nitrile), 1649 v (C=0 amide)

»> RMN 'H (DMSO-d) : 1,85-1,89 (m, 1 H, Ar-CH-CH,-CH,-) ; 2,03-2,12 (m, 1 H,
Ar-CH-CH>-CH-) ; 2,82-2,95 (m, 1 H, Ar-CH-CH,-CH>-) ; 3,13-3,19 (m, 1 H, Ar-
CH-CH2-CH>-) ; 3,36-3,75 (m, 7 H, Ar-CH-N-CH>-CH2-N-CH>-Im); 5,45 (s, 2 H,
Im-CH>-Ar) ; 6,93-6,96 (m, 1 H, Im) ; 7,15-8,15 (m, 17 H, AretIm) ; 8,84 (s, 1 H,
napht).
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> LC-MS : Tr = 3,70 min., MH" = 526, Pureté = 98,7 %
Analyse élémentaire : Ca;H3:NsO, 2 HCI, 1,5 H,O => 616,6 g.mol™ (Calculé : %C =
66,23 ; %H = 5,48 ; %N = 11,36 ; %Cl = 11,49 ; Expérimental : %C = 66,12 ; %H =
5,51; %N =11,18 ; %Cl =11,65).

Chlorhydrate de 1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yljméthyl}-4-
cyclohexanoyl-5-phényl-1,4-diazépane (107)

CN
N\\/N 0

e

\—y 2HCI
Acide cyclohexanoique 2 éq. 1,24 mmol 160 mg
EDCI.HCI 2 éq. 1,24 mmol 240 mg
Pyridine 3 éq. 1,86 mmol 150 uL
DMAP catalytique
Amine 102 1éq. 0,62 mmol 300 mg

Caractéristiques : Aspect : poudre blanche hygroscopique ; Rendement : 68 % ; Rf
(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,62 ; F : 125°C.

Analyses spectrales :

» IR : 2229 v (C=N nitrile), 1649 v (C=0 amide)

> RMN 'H (D20) : 1,15-1,40 (m, 6 H, H cyclohexane) ; 1,55-1,80 (m, 5 H, H
cyclohexane) ; 1,85-1,89 (m, 1 H, Ar-CH-CH,-CH;-) ; 2,03-2,12 (m, 1 H, Ar-CH-
CH>-CH3-) ; 2,82-2,95 (m, 1 H, Ar-CH-CH,-CH>-) ; 3,13-3,19 (m, 1 H, Ar-CH-CH>-
CH>-) ; 3,36-3,75 (m, 7 H, Ar-CH-N-CH2-CH2-N-CH>-Im); 5,45 (s, 2 H, Im-CH-
Ar) ; 6,93-6,96 (m, 1 H, Im) ; 7,17-7,63 (m, 10 H, Ar et Im).

> LC-MS : Tr=3,70 min. ; MH" = 482 ; Pureté = 98,7 %

Analyse élémentaire : C3H3sNsO, 2 HCI, 1,5 H,O => 581,6 g.mol™ (Calculé : %C =
61,95 ; %H = 6,74 ; %N = 12,04 ; %Cl = 12,18 ; Expérimental: %C = 61,99 ; %H =
6,55 ; %N =12,05 ; %Cl =12,22).
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Chlorhydrate de 4-(1-adamantanoyl)-1-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-
yllméthyl}-5-phényl-1,4-diazépane (108)

CN
N\\/N o)

e

\—y 2HCl
Acide 1-adamantanoique 2 éq. 1,24 mmol 230 mg
EDCI.HCI 2 éq. 1,24 mmol 240 mg
Pyridine 3 éq. 1,86 mmol 150 pL
DMAP catalytique
Amine 102 1éq. 0,62 mmol 300 mg

Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 67 %; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,64 ; F > 250°C

Analyses spectrales :

» IR : 2229 v (C=N nitrile), 1649 v (C=0 amide)

> RMN 'H (D,0) : 1,68 (s, 6 H, CH, adamantane) ; 1,80-2,00 (m, 9 H, CH, et CH
adamantane) ; 1,85-1,89 (m, 1 H, Ar-CH-CH,-CH>-) ; 2,03-2,12 (m, 1 H, Ar-CH-
CH>-CH3-) ; 2,82-2,95 (m, 1 H, Ar-CH-CH2-CH>-) ; 3,13-3,19 (m, 1 H, Ar-CH-CH_-
CH>-) ; 3,36-3,75 (m, 7 H, Ar-CH-N-CH>-CH2>-N-CH>-lm); 5,45 (s, 2 H, Im-CH--
Ar) ; 6,93-6,96 (m, 1 H, Im) ; 7,21-7,65 (m, 9 H, Ar et Im).

» LC-MS :Tr=3,70 min. ; MH" = 534 ; Pureté = 98,7 %

Analyse élémentaire : Ca;H3gNsO, 2 HCI, 1,5 H,O => 624,6 g.mol™ (Calculé : %C =
65,38 ; %H =6,86 ; %N = 11,21 ; %Cl = 11,35 ; Expérimental : %C = 65,22 ; %H =
6,26 ; %N = 11,03 ; %Cl =11,08).

Méthode générale d’acylation du 5-phényl-1,4-dizépane 92
(composés 111-116)

L’amine 53 est dissoute dans 30 mL de diméthylformamide, puis l'acide
carboxylique, 'EDCIL.HCI, la pyridine et la DMAP sont ajoutés. Aprés 18 heures
d’agitation a température ambiante, le solvant est concentré. Le résidu est repris de
'acétate d’éthyle pour étre lavé par deux fois une solution de soude 1M, une fois par
de I'eau et une fois par une solution aqueuse saturée en chlorure de sodium. Aprés
séchage sur sulfate de magnésium, la phase aqueuse est évaporée. Le résidu est
purifié par chromatographie sur gel de silice (dichlorométhane / méthanol 95 : 5).
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4-tert-Butoxycarbonyl-1-benzoyl-5-phényl-1,4-diazépane (113)

s N N—goc
o

Acide benzoique 2 éq. 1,24 mmol 155 mg

EDCI.HCI 2 éq. 1,24 mmol 240 mg

Pyridine 3 éq. 1,86 mmol 150 pL

DMAP catalytique

Amine 92 1éq. 0,62 mmol 300 mg
Caractéristiques : Aspect: huile transparente; Rendement : 77 % ; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9 : 1) : 0,87.

Analyses spectrales :

» IR:1682 v (C=0 carbamate) ; 1649 v (C=0 amide)

» RMN 'H (DMSO-d;) : 1,33 (s, 9 H, BOC) ; 1,55-1,61 (m, 1 H, CH-CH»-CH,-N) ;
2,13-2,21 (m, 1 H, CH-CH2>-CH>-N) ; 2,71-3,77 (m, 6 H, CH-CH2-CH>-N-CH>-
CH>-N(BOC)-CH) ; 3,82-3,99 (m, 1 H, CH-CH2-CH2>-N) ; 7,11-7,55 (m, 8 H, Ar) ;
7,72-7,91 (m, 2 H, Ar).

\ 1-(2,4-dichlorobenzoyl)-4-tert-butoxycarbonyl-5-phényl-1,4-diazépane (114) \

o N N—Boc
o

Acide 2,4-dichlorobenzoique 2 éq. 1,24 mmol 240 mg

EDCI.HCI 2 éq. 1,24 mmol 240 mg

Pyridine 3 €q. 1,86 mmol 150 uL

DMAP catalytique

Amine 92 1 éq. 0,62 mmol 300 mg
Caractéristiques : Aspect: huile translucide; Rendement : 95 %; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9 : 1) : 0,95

Analyses spectrales :

» IR :1691 v (C=0 carbamate) ; 1649 v (C=0 amide)

» RMN 'H (DMSO-d;) : 1,38 (s, 9 H, BOC) ; 1,85-1,89 (m, 1 H, CH-CH,-CH,-N) ;
2,03-2,12 (m, 1 H, CH-CH>-CH>-N) ; 2,82-2,95 (m, 1 H, CH-CH2-CH>-N) ; 3,13-
3,19 (m, 1 H, CH-CH>-CH>-N) ; 3,36-3,75 (m, 5 H, CH2-CH>-N(BOC)-CH) ; 7,11—
7,55 (m, 8 H, Ar).
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1-(2-biphénoyl)-4-tert-butoxycarbonyl-5-phényl-1,4-diazépane (115)

O¢

Acide ortho-biphénoique 2 &q. 1,24 mmol 250 mg

EDCI.HCI 2 éq. 1,24 mmol 240 mg

Pyridine 3 €q. 1,86 mmol 150 uL

DMAP catalytique

Amine 92 1 éq. 0,62 mmol 300 mg
Caractéristiques : Aspect: huile translucide; Rendement : 95 % ; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,95.

Analyses spectrales :

» IR :1680 v (C=0 carbamate), 1649 v (C=0 amide)

> RMN "H (DMSO-d¢) : 1,50 (s, 9 H, BOC) ; 1,85-1,89 (m, 1 H, CH-CH,-CH,-N) ;
2,03-2,12 (m, 1 H, CH-CH2-CH2-N) ; 2,82-2,95 (m, 1 H, CH-CH2-CH2-N) ; 3,13—
3,19 (m, 1 H, CH-CH2-CH>-N) ; 3,36-3,75 (m, 5 H, CH>-CH>-N(BOC)-CH) ; 7,11—
7,80 (m, 14 H, Ar).

1-(1-naphtoyl)-4-tert-butoxycarbonyl-5-phényl-1,4-diazépane (116)

Nu

N—poc
O
Acide 2,4-dichlorobenzoique 2 éq. 1,24 mmol 220 mg
EDCI.HCI 2 éq. 1,24 mmol 240 mg
Pyridine 3 €q. 1,86 mmol 150 uL
DMAP catalytique
Amine 63 1 éq. 0,62 mmol 300 mg
Caractéristiques : Aspect: huile translucide; Rendement : 95 %; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9 : 1) : 0,95.

Analyses spectrales :

» IR : 1685 v (C=0 carbamate), 1649 v (C=0 amide)

» RMN 'H (DMSO-dg) : 1,50 (s, 9 H, CH3) ; 1,85-1,89 (m, 1 H, CH-CH,-CH2-N) ;
2,03-2,12 (m, 1 H, CH-CH>-CH>-N) ; 2,82-2,95 (m, 1 H, CH-CH2-CH>-N) ; 3,13-
3,19 (m, 1 H, CH-CH2>-CH>-N) ; 3,36-3,75 (m, 5 H, CH>-CH>-N(BOC)-CH) ; 7,11—
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1-cyclohexanoyl-4-tert-butoxycarbonyl-5-phényl-1,4-diazépane (117)

s N N—goc
o

Acide cyclohexanecarboxylique 2 éq. 1,24 mmol 160 mg

EDCI.HCI 2 éq. 1,24 mmol 240 mg

Pyridine 3 €q. 1,86 mmol 150 uL

DMAP catalytique

Amine 63 1éq. 0,62 mmol 300 mg
Caractéristiques : Aspect: huile translucide; Rendement : 91 % ; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,85.

Analyses spectrales :
» IR :1686 v (C=0 carbamate) ; 1649 v (C=0 amide)

> RMN 'H (DMSO-dg) : 1,10-1,38 (m, 6 H, H cyclohexane) ; 1,39 (s, 9 H, BOC) ;
1,45-1,78 (m, 5 H, H cyclohexane) ; 1,81-1,92 (m, 1 H, CH-CH,-CH2-N) ; 2,08—
2,21 (m, 1 H, CH-CH>-CHx-N) ; 2,82-2,95 (m, 1 H, CH-CH2-CH>-N) ; 3,13-3,19
(m, 1 H, CH-CH2-CH>-N) ; 3,38-3,73 (m, 5 H, CH>-CH>-N(BOC)-CH) ; 7,09-7,38

(m, 5 H, Ar).

\ 1-(1-adamantanoyl)-4-tert-butoxycarbonyl-5-phényl-1,4-diazépane (118)

7//N N— BOC
O

Acide 1-adamantanoique 2 éq. 1,24 mmol
EDCI.HCI 2 éq. 1,24 mmol
Pyridine 3 éq. 1,86 mmol
DMAP catalytique

Amine 92 1 éq. 0,62 mmol

230 mg
240 mg
150 pL

300 mg

Caractéristiques : Aspect : huile blanche ; Rendement : 88 % ; Rf (dichlorométhane

/ méthanol 9: 1) : 0,85.

Analyses spectrales :
» IR:1690 v (C=0 carbamate) ; 1649 v (C=0 amide)

> RMN 'H (DMSO-d6) : 1,55-1,72 (m, 15 H, BOC et CH, adamantane) ; 1,75-1,95
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(m, 9 H, CH; et CH adamantane) ; 1,98-2,05 (m, 1 H, CH-CH,-CH2-N) ; 2,03—
2,12 (m, 1 H, CH-CH>-CH2-N) ; 2,82-2,95 (m, 1 H, CH-CH2-CH>-N) ; 3,13-3,19
(m, 1 H, CH-CH2-CH2-N) ; 3,36-3,75 (m, 5 H, CH,-CH>-N(BOC)-CH) ; 7,11-7,45
(m, 5 H, Ar).

Méthode générale de déprotection des amines 113 a 118
(composés 119-124)

1 mL d’une solution d’acide chlorhydrique 5N dans l'isopropanol sont ajoutés
a I'amine dissoute dans 3 mL de méthanol. Aprés 2 heures d’agitation a température
ambiante, le solvant est concentré. 100 mL d’acétate d’éthyle sont ajoutés au résidu
dissous dans un minimum d’éthanol. Aprés quelques heures d’agitation, le précipité
formé est filtré et mis immédiatement au dessiccateur.

Chlorhydrate de 1-benzoyl-5-phényl-1,4-diazépane (119)

O HCl

Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 95 % ; Rf
(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,15 ; F : 175°C.

Analyses spectrales :

» IR: 1653 v (C=0 amide)

» RMN 'H (DMSO-d¢) : 1,88—1,98 (m, 1 H, CH-CH,-CH,-NH) ; 2,09-2,21 (m, 1 H,
CH-CH>-CH2-NH) ; 2,76-2,97 (m, 1 H, CH-CH2-CH>-NH) ; 3,13-3,19 (m, 1 H, CH-
CH2-CH>-NH) ; 3,36-3,75 (m, 5 H, CH,-CH,-NH-CH) ; 7,11-7,55 (m, 10 H, Ar).

Chlorhydrate de 1-(2,4-dichlorobenzoyl)-5-phényl-1,4-diazépane (120)

N, NH
¢ U " Hal

Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 95 %; Rf
(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,20 ; F : 205°C.

Analyses spectrales :

» IR: 1649 v (C=0 amide)

> RMN 'H (DMSO-d6) : 1,85-1,89 (m, 1 H, CH-CH2-CH2-N) ; 2,03-2,12 (m, 1 H,
CH-CH>-CH2-N) ; 2,82-2,95 (m, 1 H, CH-CH2-CH>-NH) ; 3,13-3,19 (m, 1 H, CH-
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CH2-CH2-N) ; 3,36-3,75 (m, 5 H, CH-CH,-NH-CH) ; 7,11-7,55 (m, 8 H, Ar).

Chlorhydrate de 1-(2-phénylbenzoyl)-5-phényl-1,4-diazépane (121)

C)¢ T w

Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 95 %; Rf
(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,20 ; F : 188°C.

Analyses spectrales :

» IR: 1649 v (C=0 amide)

> RMN 'H (DMSO-d) : 1,85-1,89 (m, 1 H, CH-CH2-CH2-NH) ; 2,03-2,12 (m, 1 H,
CH-CH>-CH2-NH) ; 2,82—-2,95 (m, 1 H, CH-CH2-CH>-NH) ; 3,13-3,19 (m, 1 H, CH-
CH2-CH>-NH) ; 3,36-3,75 (m, 5 H, CH>-CH>-N-CH) ; 7,11-7,65 (m, 14 H, Ar).

Chlorhydrate de 1-(1-naphtoyl)-5-phényl-1,4-diazépane (122)

P

N
o) .HCI

Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 95 %; Rf
(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,20 ; F : 188°C.

Analyses spectrales :

» IR : 1649 v (C=0 amide)

> RMN 'H (DMSO-d) : 1,85-1,89 (m, 1 H, Ar-CH-CH,-CH,-) ; 2,03-2,12 (m, 1 H,
Ar-CH-CH»>-CH) ; 2,82-2,95 (m, 1 H, Ar-CH-CH,-CH>) ; 3,13-3,19 (m, 1 H, Ar-
CH-CH2-CH,) ; 3,36-3,75 (m, 7 H, Ar-CH-NH-CH>-CH,-N-CH) ; 5,45 (s, 2 H, Im-
CH-Ar) ; 7,21-7,55 (m, 11 H, Ar) ; 8,79 (s, 1 H, Napht).
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Chlorhydrate de 1-cyclohexanoyl-5-phényl-1,4-diazépane (123)

N NH
N/

O HCI

Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 95 %; Rf
(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,10 ; F : 195°C.

Analyses spectrales :

» IR: 1649 v (C=0 amide)

> RMN 'H (DMSO-d6) : 1,15-1,40 (m, 6 H, H cyclohexane) ; 1,55-1,80 (m, 5 H, H
cyclohexane) ; 1,85-1,89 (m, 1 H, CH-CH>-CH2-NH) ; 2,03-2,12 (m, 1 H, CH-
CH>-CH2-NH) ; 2,82-2,95 (m, 1 H, CH-CH2-CH2-NH) ; 3,13-3,19 (m, 1 H, CH-
CH2-CH>-NH) ; 3,36-3,75 (m, 5 H, CH,-CH2-NH-CH) ; 7,11-7,45 (m, 5 H, Ar).

Chlorhydrate de 1-(1-adamantanoyl)-5-phényl-1,4-diazépane (124)

N NH
A4
@)
.HCI
Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 95 % ; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9 : 1) : 0,10 ; F : 188°C.

Analyses spectrales :

» IR:1649 v (C=0 amide)

> RMN 'H (DMSO-ds) : 1,68 (s, 6 H, CH; adamantane) ; 1,82-2,05 (m, 9 H, CH; et
CH adamantane) ; 1,98-2,05 (m, 1 H, CH-CH>-CH>-NH) ; 2,08-2,17 (m, 1 H, CH-
CH2-CH2-NH) ; 2,91-3,03 (m, 1 H, CH-CH>-CH>-NH) ; 3,17-3,29 (m, 1 H, CH-
CH2-CH2-NH) ; 3,14-3,66 (m, 5 H, CH>-CH>-NH-CH) ; 7,17-7,49 (m, 5 H, Ar).

Méthode générale d’alkylation
des 5-phényl-1,4-diazépanes 119 a 124 (composés 125 a 130)

Les amines 119 a 124, le dérivé chloré 4 et la diisopropyléthylamine sont
introduit dans 50 mL d’acétonitrile. Aprés 3 heures de chauffage a 80°C, le solvant
est concentré. Le résidu est repris par de I'acétate d’éthyle pour étre lavé par de
'eau et une solution saturée en NaCl. La phase organique est séchée sur MgSQO4
avant d’étre concentrée. Le résidu est purifié par chromatographie sur gel de silice
avec un éluant dichlorométhane / méthanol (95:5).
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Chlorhydrate de 1-benzoyl-4-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-ylméthyl}-5-
phényl-1,4-diazépane (125)

o
Q”?ﬁ@

.2HCI
Amine 117 1éq. 0,5 mmol 150 mg
Dérivé chloré 4 1,5 éq. 0,7 mmol 190 mg
Diisopropyléthylamine 3 €q. 1,5 mmol 150 pL

Caractéristiques : Aspect : poudre blanche hygroscopique ; Rendement : 55 % ; Rf
(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,69 ; F : 185 °C.

Analyses spectrales :

> IR: 2229v(C N nitrile), 1649 v (C=0 amide)

> RMN 'H (D20O) : 1,45-1,57 (m, 1 H, Ar-CH-CH>-CH) ; 1,73-1,85 (m, 1 H, Ar-CH-
CH»-CH3) ; 2,55-2,68 (m, 1 H, Ar-CH-CHz-CHz) ; 3,01-3,12 (m, 1 H, Ar-CH-CH.-
CH,) ; 3,22-3,61 (m, 7 H, Ar-CH-N-CH>-CH2-N-CH>-Im) ; 5,11 (s, 2 H, Im-CH--
Ar) ; 6,93-6,96 (m, 1 H, Im) ; 7,13-7,62 (m, 14 H, Ar et Im).

> LC-MS : Tr = 3,81 min.,, MH" = 476, Pureté = 99,7 %

Analyse élémentaire : CsoHxgNsO, 2 HCI, 1,5 H,O => 557,5 g.mol™ (Calculé : %C =
64,63 ; %H =5,88 ; %N = 12,56 ; %Cl = 12,71 ; Expérimental : %C = 64,72 ; %H =
6,01 ; %N =12,34 ; %Cl =12,87).

Chlorhydrate de 1-(2,4-dichlorobenzoyl)-4-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-
yllméthyl}-5-phényl-1,4-diazépane (126)

T~
p*”%ﬁ@

HCI
Amine 118 1 éq. 0,5 mmol 150 mg
Dérive chloré 4 1,5 éq. 0,7 mmol 190 mg
Diisopropyléthylamine 3 €q. 1,5 mmol 150 pL

Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 95 %; Rf
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(dichlorométhane / méthanol 9:1): 0,70 ; F : 188°C.

Analyses spectrales :

» IR : 2229 v (C=N nitrile), 1649 v (C=0 amide)

» RMN 'H (D,0) : 1,91-1,99 (m, 1 H, Ar-CH-CH-CH,) ; 2,01-2,09 (m, 1 H, Ar-CH-
CH»-CHy) ; 2,76-2,91 (m, 1 H, Ar-CH-CH,-CH;) ; 3,13-3,19 (m, 1 H, Ar-CH-CH,-
CH,) ; 3,36-3,75 (m, 7 H, Ar-CH-N-CH>-CH,-N-CH>-Im) ; 5,30 (s, 2 H, Im-CH-
Ar) ; 7,05-7,63 (m, 14 H, Ar et Im).

» LC-MS : Tr = 3,70 min., MH" = 510, Pureté = 100 %

Analyse élémentaire : C3oH2;NsOCl,, 2 HCI, 1 H,O => 634,84 g.mol™ (Calculé : %C
= 56,84 ; %H = 4,88 ; %N = 11,03 ; %CI = 22,37 ; Expérimental : %C = 56,75 ; %H =
4,96 ; %N = 11,01 ; %Cl = 22,41).

Chlorhydrate de 1-(2-biphénoyl)-4-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yljméthyl}-
5-phényl-1,4-diazépane (127)

N
HCI
Amine 119 1éq. 0,5 mmol 150 mg
Dérivé chloré 4 1,5 éq. 0,7 mmol 190 mg
Diisopropyléthylamine 3 éq. 1,5 mmol 150 pL
Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 62 % ; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9 : 1) : 0,70 ; F > 250°C.

Analyses spectrales :

» IR :2229 v (C=N nitrile), 1649 v (C=0 amide)

> RMN 'H (D,0) : 1,70-2,03 (m, 2 H, Ar-CH-CH»-CH,) ; 2,55-3,55 (m, 5 H, Ar-CH-
N-CH>-CH2-N-CH2-Im) ; 4,17-4,26 (m, 1 H, CH) ; 4,48 (s, 2 H, Im-CH-N) ; 5,45
(s, 2 H, Im-CH2-Ar) ; 7,05-7,70 (m, 19 H, Ar et Im).

» LC-MS : Tr = 3,60 min. ; MH" = 552 ; Pureté = 100 %

Analyse élémentaire : C3sH3sNsO, 2 HCI, 1,5 H,O => 642,6 g.mol™ (Calculé : %C =
67,29 ; %H = 5,73 ; %N = 10,09 ; %CI = 11,03 ; Expérimental : %C = 67,22 ; %H =
6,06 ; %N =10,43 ; %Cl =11,11).
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Chlorhydrate de 1-(1-naphtoyl)-4-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-yllméthyl}-
5-phényl-1,4-diazépane (128)

CJ
=

Amine 120 1 éq. 0,5 mmol 150 mg

Dérivé chloré 4 1,5 éq. 0,7 mmol 190 mg

Diisopropyléthylamine 3 €q. 1,5 mmol 150 pL
Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 51 %; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9 : 1) : 0,81 ; F : 208°C.

Analyses spectrales :

» IR : 2227 v (C=N nitrile), 1654 v (C=0 amide)

» RMN 'H (DMSO-ds) : 1,78-1,86 (m, 1 H, Ar-CH-CH,-CH,) ; 1,91-2,06 (m, 1 H, Ar-
CH-CH>-CH;) ; 2,75-2,82 (m, 1 H, Ar-CH-CH»-CH,) ; 3,01-3,11 (m, 1 H, Ar-CH-
CH2-CH;) ; 3,36-3,75 (m, 7 H, Ar-CH-N-CH>-CH>-N-CH>-CH>) ; 4,01-4,09 (m, 1 H,
CH) ;4,12 (s, 2 H, Im-CH>-N) ; 5,05 (s, 2 H, Im-CH=-Ar) ; 6,93-6,96 (m, 1 H, Im)
: 7,05-8,17 (m, 17 H, Ar et Im*) ; 8,84 (s, 1 H, napht).

» LC-MS : Tr = 3,72 min., MH" = 526, Pureté = 99,7 %

Analyse élémentaire : Ca;H3:NsO, 2 HCI, 1,5 H,O => 616,6 g.mol™ (Calculé : %C =
66,23 ; %H =5,48 ; %N = 11,36 ; %Cl = 11,49 ; Expérimental : %C = 66,12 ; %H =
551; %N =11,18 ; %Cl =11,65).

Chlorhydrate de 1-cyclohexanoyl-4-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-
yllméthyl}-5-phényl-1,4-diazépane (129)

Vo,

Amine 121 1éq. 0,5 mmol 150 mg
Dérivé chloré 4 1,5 éq. 0,7 mmol 190 mg
Diisopropyléthylamine 3 éq. 1,5 mmol 150 pL

Caractéristiques : Aspect : poudre blanche hygroscopique ; Rendement : 82 % ; Rf
(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,70 ; F : 125°C.
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Analyses spectrales :

» IR :2229 v (C=N nitrile) ; 1649 v (C=0 amide)

> RMN 'H (D,O) : 1,17-1,41 (m, 6 H, H cyclohexane) ; 1,63-1,96 (m, 6 H, H
cyclohexane et Ar-CH-CH>-CH;) ) ; 2,02-2,10 (m, 1 H, Ar-CH-CH>-CH) ; 3,12-
3,75 (m, 7 H, Ar-CH-N-CH>-CH>-N-CH>-CH,) ; 4,02-4,11 (m, 1 H, CH) ; 4,17 (s, 2
H, Im-CH--N) ; 5,15 (s, 2 H, Im-CH=-Ar) ; 6,95-6,99 (m, 1 H, Im) ; 7,18-7,65 (m
10 H, Ar et Im).

> LC-MS :Tr=23,70 min. ; MH" = 482 ; Pureté = 100 %

Analyse élémentaire : CH3sNsO, 2 HCI, 1,5 H,O => 581,6 g.mol™ (Calculé : %C =
61,95 ; %H = 6,74 ; %N = 12,04 ; %Cl = 12,18 ; Expérimental: %C = 61,99 ; %H =
6,55 ; %N = 12,05 ; %Cl =12,22).

Chlorhydrate de 1-(1-adamantanoyl)-4-{[1-(4-cyanobenzyl)-1H-imidazol-5-
yllméthyl}-5-phényl-1,4-diazépane (130)

Q

L,

Amine 122 1éq. 0,5 mmol 150 mg

Dérivé chloré 4 1,5 éq. 0,7 mmol 190 mg

Diisopropyléthylamine 3 éq. 1,5 mmol 150 pL
Caractéristiques : Aspect: poudre blanche; Rendement : 57 %; Rf

(dichlorométhane / méthanol 9: 1) : 0,59 ; F > 250°C

Analyses spectrales :

» IR : 2229 v (C=N nitrile), 1649 v (C=0 amide)

> RMN 'H (D,0) : 1,59 (s, 6 H, CH, adamantane) ; 1,78-2,08 (m, 10 H, CH,, CH
adamantane et Ar-CH-CH>-CH,) ; 3,36-3,75 (m, 7 H, Ar-CH-N-CH>-CH>-N-CH-
CH,) ; 4,10-4,18 (m, 1 H, CH) ; 4,28 (s, 2 H, Im-CH>-N) ; 5,30 (s, 2 H, Im-CH
Ar); 6,93-6,96 (m, 1 H, Im) ; 7,21-7,45 (m, 10 H, Ar et Im).

> LC-MS : Tr=3,94 min. ; MH" = 534 ; Pureté = 97,7 %

Analyse élémentaire : Cs;H39NsO, 2 HCI, 1,5 H,O => 624,6 g.mol™ (Calculé : %C =
65,38 ; %H =6,86 ; %N = 11,21 ; %Cl = 11,35 ; Expérimental : %C = 65,22 ; %H =
6,26 ; %N = 11,03 ; %CIl =11,08).
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Partie B : Evaluation pharmacologique

l. Mesure de I'inhibition de la prolifération cellulaire

La mesure des activités cellulaires a été réalisée au laboratoire par
Mademoiselle Amélie Lemoine, sous la direction de Madame Nicole Pommery,
Maitre de Conférences. Les lignées cellulaires utilisées sont les PC3 isolées de
meétastases osseuses de carcinome de prostate humain ainsi que les DU145,
cellules cancéreuses de prostate issues de métastases cérébrales, toutes deux
représentatives du stade d’hormono-indépendance.Le choix de ces lignées est dicté
par I'objectif de I'équipe qui tend a mettre en évidence des composés actifs sur des
lignées cancéreuses représentatives de cancers difficilement curables par la
chimiothérapie actuelle. La lignée L1210 est, quant a elle, utilisée classiquement
dans les tests de screening des molécules a visée antitumorale.

Les cellules sont cultivées en monocouche dans un milieu RPMI-1640 (Life
Technologies) supplémenté avec 10 % de Sérum de Veau Feetal (SVF), et 2 mM de
Glutamine. Le milieu est tamponné a pH 7,4 par du bicarbonate de sodium a une
concentration de 26 mM. Le milieu RPMI-1640 est également supplémenté en
antibiotiques tels que la streptomycine (100 ug/mL) et la pénicilline (100 Ul/mL), puis
la solution est filtrée. Les cellules sont placées dans une étuve a 37°C sous une
atmosphére humide contrélée (5% COy,).

La croissance cellulaire est déterminée par mesure d’une activité
enzymatique, le test MTT. Les cellules sont ensemencées dans leur milieu de culture
en plaque 96 puits. On les laisse adhérer et se diviser pendant 72 heures. Elles sont
ensuite cultivées pendant 24 heures dans un milieu dépourvu de sérum, ce qui leur
permet d’entrer dans une phase de différenciation appelée phase de quiescence.
Les molécules a tester sont alors mises au contact des cellules pendant 72 heures, a
différentes concentrations (10* & 10”7 M). A I'issue de ce traitement, leur activité est
évaluée grace au test MTT.

Ce test met en jeu le bromure de 3-(4,5-diméthylthiazolyl)-2,5-
diphényltétrazolium (MTT), sel de couleur jaune soluble dans I'eau. Les cellules
vivantes possédent des déshydrogénases mitochondriales, enzymes capables de
cliver ce sel en un dérivé formazan, de couleur bleue, insoluble en milieu aqueux. Le
MTT est laissé au contact des cellules traitées pendant 4 heures, puis les cristaux
bleus de formazan formés sont solubilisés dans une solution de SDS (dodécylsulfate
de sodium) solubilisé dans HCIl pendant 18 heures a 37°C. On mesure alors
I'absorbance (A) du contenu des différents puits a 570 nm, avec une correction a 630
nm : elle est proportionnelle au nombre de cellules vivantes.

On peut ainsi déterminer le pourcentage de croissance :

% croissance = (A¢=72n — Ao) / (Ag) x 100
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Q\(/N\NQ succinyl déshydrogénase
/ mitochondriale (SDM)

H
N=N + No AL _N
s N~ N7 s
Br N/ N
7, CH,
CH, CH,
MTT ( jaune) MTT-Formazan (bleu-violet)

Il TRAITEMENT DES CELLULES

Une fois synchronisées en G2/M, les cellules sont traitées avec différents
inhibiteurs de farnésyltransférase, dissous dans du DMSO dont la concentration
n’excéde pas 1%o pour ne pas altérer la croissance cellulaire.

. TRANSFECTION PAR siRNA

La transfection est réalisée dans des boites 6 puits. Dans des tubes séparés,
on dilue un volume approprié de siRNA 2uM (Tube 1) et de réactif de transfection
dharmaFECT (/nvitrogen) (Tube 2) dans un milieu sans SVF. Aprés mélange par
refoulement, chaque tube est incubé 5 min a température ambiante. Ensuite, la
solution est transférée du tube 1 dans le tube 2, et est également mélangé par
refoulement puis incubée 20 min a température ambiante. Une fois I'incubation
terminée, du milieu avec 10% de SVF mais sans pénicilline et streptomycine est
ajoute.

Le milieu des cellules est remplacé par le mix : milieu + dharmaFECT + siRNA
puis les cellules sont incubées a 37°C a 5% de CO, durant 48 a 96 h.

IV. EXTRACTION PROTEIQUE

Les cellules sont préalablement lavées au PBS 1X a froid puis les membranes
sont lysées avec un tampon de lyse contenant du Triton X-100, du DOC
(Déoxycholate), du NaPP (pyrophosphate de sodium), du NaV (orthovanadate de
sodium), du NaF (Fluorure de sodium), du PMSF et un cocktail d’inhibiteurs 1X.

Les lysats cellulaires sont récupérés puis centrifugés 25 min a 13000 rpm. Les
extraits protéiques provenant du surnageant sont stockés a -20°C et seront utilisés
pour des techniques de Western Blot.

La concentration en protéine est ensuite déterminée par la méthode BCA
(acide bicinchoninique).

V. DOSAGE DES PROTEINES

On effectue une gamme étalon grace a la BSA (Bovine Serum Albumine). A la
gamme, ainsi qu’a I'échantillon, est ajouté un mélange préparé extemporanément de
réactif A (carbonate et bicarbonate de sodium, réactif de détection BCA et tartrate de
sodium 0,2N dans I'hydroxyde de sodium) avec le réactif B (sulfate de cuivre a 4%)
avec un rapport 50 :1.
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Les échantillons, déposés dans une plaque 96 puits, sont incubés 30 min a
37°C avant lecture au spectrophotométre a 570 nm.

VI.  WESTERN BLOT

Séparation des protéines sur gel de polyacrylamide

Les fractions protéiques sont diluées dans 7,5 uyl de tampon SDS et 3 uL
d’agent réducteur. Les échantillons sont chauffés 10 min a 70°C, refroidis,
centrifugés puis déposés sur un gel de polyacrylamide 3-8 % Tris-Acétate
(Invitrogen). La migration s’effectue 1 h a 150V.

Transfert des protéines sur membrane de nitrocellulose

Les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose 1 h a 30 V
dans un tampon 5% de tampon de transfert 20X, 20% de méthanol et 1%o
d’antioxydant.

Révélation de la membrane

La membrane est saturée dans du tampon de base avec Tween additionné de
lait a 5% pendant une heure. Elle est ensuite incubée 1h avec l'anticorps primaire
dilué dans le tampon de base avec Tween. Aprés 3 lavages de 15 min, la membrane
est incubée une heure avec l'anticorps secondaire couplé a 'HRP (Horseradish
Peroxydase), puis la révélation est effectuée par la technique de 'lECL+ (Amersham).

VlIl. MARQUAGE NUCLEAIRE

Les cellules sont ensemencées sur des lamelles et incubées 24h a 37°C a 5%
de COa,. Les cellules sont marquées avec différents marqueurs nucléaires tels que le
DRAQ-5 et le Hoechst Vital 33 342.

Les cellules sont ensuite lavées au PBS 1X et fixées au PFA sous sorbonne.
Une fois lavées au PBS, les lamelles sont montées sur lames avec 5ul de Mowiol.
Apres 24h a 4°C, les lames sont visualisées au microsope a fluorescence.

VIll. IMMUNOFLUORESCENCE

Les cellules, une fois ensemencées sur des lamelles en poly-D-lysine afin
d’améliorer 'adhérence des cellules, sont, aprés 24 h, lavées au PBS 1X et fixées au
PFA puis relavées au PBS 1X et perméabilisées avec du Triton X-100. Une fois
lavées, les cellules sont bloquées pendant 45 minutes. Elles sont ensuite rincées
puis incubées 1 h avec l'anticorps primaire puis aprés lavages, sont incubées 1 h
également avec I'anticorps secondaire. Les cellules sont alors lavées puis montées
sur lames au Mowiol et visualisées en microscopie a fluorescence.

IX. Mesure des activités FTase

La mesure des activités enzymatiques a été réalisée a I'Institut de Chimie des
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Substances Naturelles a Gif-sur-Yvette (Essonne). J'ai effectué la majorité des
mesures sous la direction de Madame Joélle Dubois, Chargée de Recherches
(CNRS).

La méthode utilisée pour mesurer I'activité FTase est basée sur la mesure de
'augmentation de la fluorescence au cours de la farnésylation du peptide dansylé
(Cassidy et al., 1995). Cette augmentation de fluorescence, ainsi que le déplacement
de la longueur d'onde maximale vers une longueur d’onde plus faible qui
'accompagne, sont dus a un changement de polarité dans I'environnement du
groupement dansyle, provoqué par le farnésyle. En effet, la liaison covalente du
farnésyle avec le groupement thiol de la cystéine place la chaine hydrophobe prés
du groupement dansyle, modifiant la polarité et causant un changement radical des
propriétés de fluorescence.

Dans le cas du peptide dansyl-GCVLS, un spectre d’émission pris avant (en
bleu) et aprés farnésylation enzymatique (en rose) indique une augmentation de
I'intensité de fluorescence, ainsi qu’un déplacement de la longueur d’onde maximale.
Cette méthode permet ainsi de suivre la cinétique de farnésylation en temps réel.

(a) (b)
HS N, ‘“"»z.’/"'\v/\.pf\v/"x‘_,/\“/"3 \
R 1 .
HiC Ry GCVLS | HC GCVLS
N : . NH N A . NH
3 B o i
WS NN s WY Y 25
| J; w3 o] farnésyl transférase |1 s - )
g SN

380 430 480 530 580 630

Longueur d'onde (nm)

Spectres d’émission du peptide dansylé avant (a) et aprés farnésylation (b).

A. Production de la FTase humaine recombinante

Pour obtenir la FTase humaine recombinante hétérodimérique d’Escherichia
coli, les deux sous-unités sont codées sous forme d’opéron qui sont sous la
dépendance transcriptionnelle du bactériophage T7 dans le plasmide pET-DUET-1
(Novagen). Le couplage traductionnel est effectué en placant la séquence codant
pour la sous-unité a en amont de la séquence codant pour la sous-unité 3. Une
séquence de six histidines est incorporée a la partie C-terminale de la sous-unité a,
permettant ainsi une purification par affinité de I'hétérodimére a partir des extraits
d’E. coli.

L’espéce transformée de BL21 RIL(DE3) est cultivée a 37°C dans 14 litres de
milieu LB enrichi avec 50 ug.mL™" d’ampicilline et la densité bactérienne est ajustée a
une densité optique de 0,6 Asoo avec 1 mM d’isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside.
Aprés 12-15 h, les bactéries sont collectées par centrifugation. Une fraction (22,5 g)
est diluée dans 50 mL de tampon A (25 mM Tris,HCI pH 7,4, 0,5 M NaCl) et des
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inhibiteurs de protéase et est lysée par un broyeur Dyno mill (0.2 mm) 25 fois
pendant 30 s a 4 °C, 4500 rpm. Les solutions de lysat et de ringage (60 mL) sont
rassemblées et centrifugées a 10000 rpm (JA 2550) pendant 20 min. Le surnageant
est introduit sur une colonne type His, (5 mL, Amersham) et est élué, par étapes
successives avec du tampon A et du tampon B (25 mM Tris,HCI pH 7,4, 0,5 M NaCl,
0,5 M imidazole): 0-4 % B, 4-25 % B, 25-100 % B. Les fractions les plus actives
(~80%) éluées a 25% de tampon B sont rassemblées, concentrées par ultrafiltration
(YMS3O filtre) et stockées dans le tampon A avec 5% glycérol a 4°C.

B. Détermination des cinétiques de farnésylation par fluorescence en
continu

Les cinétiques sont suivies par la technique décrite (Cassidy et al., 7995)
grace a la fluorescence émise par les peptides substrats dansylés dansyl-GCVLS.

Mode opératoire
» Préparation des solutions meres de dansyl-GCVLS
La concentration en peptide dansylé est déterminée par spectrophotométrie
en utilisant un étalonnage par la dansyl-glycine. Les solutions méres sont préparées
dans le DMSO a 5 mM en DTT, diluées dans un tampon (20 mM Tris HCI ; pH 7,0 ;
10 mM EDTA), puis aliquotées et stockées a -20°C.

» Suivi de la cinétique de farnésylation

L’analyse est réalisée dans des plaques 96 puits, préparées avec deux robots
pipeteur-diluteur robots Beckman NX et Biomec 3000 permettant de travailler sur
plaque multi-puits (96 ou 384) par groupe de 8 puits ou mono-puits et directement
par 96 puits. La lecture des plaques est réalisée sur fluorimétre Wallac Victor
(Perkin-Elmer). Par puit 20 pL de farnésylpyrophosphate (10 uM) sont ajoutés a 180
ML d’'une solution contenant 2 yL du composé testé a différentes concentrations
(diluées dans le DMSO) et 178 uL d’une solution composée par 0,1 mL de FTase
humaine recombinante partiellemnt purifiée (2,2 mg/mL) et 7,0 mL du peptide
Dansyl-GCVLS (2 yM) dans une solution tampon (5,5 mM DTT, 10 mM MgCl,, 10
MM ZnCl; and 0.08% (w/v) OGP, 50 mM Tris/HCI, pH 7,5). L'augmentation de
fluorescence est ensuite enregistrée pendant 15 minutes (0,7 secondes par puit
répété 20 fois) a 30°C avec une excitation a 340 nm et une émission a 486 nm.
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Conception, synthése et évaluation pharmacologique d’inhibiteurs potentiels de
farnésyltransférase dans le traitement du cancer

La maturation de nombreuses protéines requiert une voire plusieurs modification(s) post-traductionnelle(s).
Environ 60 oncoprotéines (Ras, Rheb, RhoB, CENP-E, -F) sont activées par une série de modifications post-
traductionnelles incluant la prénylation, la protéolyse et la carboxyméthylation. La prénylation est I'ajout d’'un
groupement isoprénoide sur le résidu cystéinyle localisé au niveau de la séquence C-terminale tétrapeptidique
appelée “boite CA1AX" (A1A2: deux acides aminés aliphatiques; X: une méthionine ou une sérine pour la FTase et
une leucine ou une isoleucine pour la GGTase-l). Cette réaction est catalysée par une métaloenzyme a zinc, la
farnésyltransferase (C15) (FTase) ou la géranylgéranyltransférase (C20) (GGTase-l). La farnésylation apporte
'hydrophobie suffisante pour la localisation cellulaire adéquate de protéines suractivées dans certaines
pathologies comme le cancer. Ce disfonctionnement peut étre induit soit directement par mutation de la protéine
farnésylée soit indirectement par mutation d’un activateur ou un inactivateur de la protéine farnésylée. D’intenses
études se sont donc focalisées pour concevoir des inhibiteurs de farnésyltransférase (FTis).

Actuellement, trois composés, avec une inhibition sélective de la FTase vis-a-vis de la GGTase-l, sont en
essais cliniques. Une étude sur des lignées cellulaires cancéreuses a montré que plus de 70% de ces lignées sont
sensibles aux FTis, mais leur mécanisme d’action exact reste encore inconnu. Une connaissance précise du
nombre de protéines farnésylées et I'élucidation des conséquences de leur farnésylation faciliteraient la découverte
de ce mécanisme. Cependant, I'excellente efficacité et la faible toxicité systémique sur des modéles précliniques
animaux des FTis présentent ces inhibiteurs comme agents prometteurs dans la thérapie anti-cancéreuse.

Une des stratégies pour inhiber cette enzyme consiste a concevoir des peptidomimétiques de la “boite
CA,AX". La connaissance de la FTase a permis le passage des FTis peptidomimétiques contenant des thiols a
des molécules sans thiol, non-peptidiques, pouvant ou ne pouvant pas interagir avec I'atome de zinc. Sur la base
de ce modele et d’études de modélisation moléculaire, nous avons congu trois séries de composés, dans
lesquelles le chélateur de zinc, le 1-(4-cyanobenzyl)-5-méthylimidazole, est constant :

- une série dans laquelle I'espaceur est la 4-aminopipéridine-2-carboxylate de méthyle ou la partie
hydrophobe est substituée,

- deux séries ou I'espaceur est le 1,4-diazépane substitué ou non par un phényle et dans lesquelles la
partie hydrophobe est I'élément de modulation.

Les évaluations enzymatique et cellulaire (DU145 et PC3) des composés synthétisés nous ont permis de
compléter les relations structure-activité, permettant ainsi de proposer de nouvelles structures. Les protéines
associées aux centromeres, CENP-E et CENP-F, sont des cibles pertinentes des FTis, puisque leur association
fonctionnelle avec le fuseau mitotique nécessite une farnesylation. Nous avons également souhaité évaluer
quelques FTis sélectionnés pour leur effet sur les CENP.

Design, synthesis and pharmacological evaluation of potent farnesyltransferase
inhibitors in cancer therapy

The maturation of many proteins requires one or more post-translational modification(s). Around 60
proteins (Ras, Rheb, RhoB, CENP-E, -F) were activated by a series of post-translational modifications including
prenylation, proteolysis and carboxymethylation. The prenylation is the addition of an isoprenoid moiety to the
cysteine residue located at the C-terminal tetrapeptidic sequence called “CA;AX box” (A1A;: aliphatic amino acids;
X: methionine or serine for farnesyltransferase, leucine or isoleucine for geranylgeranyltransferase-l). This reaction
is catalyzed by a zinc metaloenzyme, the farnesyltransferase (C15) (FTase) or geranylgeranyltransferase (C20)
(GGTase-l). The farnesylation give the sufficient hydrophobicity for the adequate cellular localisation of the protein
overactivated in some pathology like cancer. This perturbation can be inducing ether directly by mutation of the
farnesylated protein or by mutation of an activator or an inactivator of the farnesylate protein. Thus intense studies
have been focused to design farnesyltransferase inhibitors (FTis).

Actually, three compounds with selective inhibition of FTase vs GGTase-l are in clinical trials. A survey of
cancer cell lines has shown that more than 70% of these cell lines are sensitive to FTis, with the exact biological
mechanism remains still unknown. An accuracy acknowledgment of the number of farnesylated proteins and the
role of their farnesylation would allow the discovery of this mechanism. Yet, the excellent efficacy and low systemic
toxicity in preclinical animal models of FTis present these inhibitors as promising agents in cancer therapy.

One of the strategies to inhibit this enzyme consists in the design of peptidomimetics of the “CA;A.X box”.
The acknowledgment of the FTase allowed the evolution of FTis from thiol-containing peptidomimetics to non-thiol,
non-peptidic molecules, which may or may not interact with the zinc atom. On the basis of this model and studies of
molecular modelling, we have designed three series of compounds, in which the zinc chelator, the 1-(4-
cyanobenzyl)-5-methylimidazole, is constant:

- a series in which the spacer is a 4-aminopiperidine-2-carboxylate methyl ester where the hydrophobic
moiety is modulate,

- two series where the spacer is the 1,4-diazepane substituted or not by a phenyl and in which hydrophobic
moiety is the variation component.

Enzymatic and cellular (DU145 and PC3) assays of the synthesized compounds allowed us to establish
structure-activity relationships, and thus to design new appropriate structures. CENP-E and CENP-F, centromere-
associated proteins, are pertinent targets of FTis since their functional association with mitotic spindle requires
farnesylation. We would so like to evaluate any selcted FTis for their effects on the CENP.
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