wo 2015/197981 A1 I} ] 00O OO

(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE
BREVETS (PCT)

~.

(19) Organisation Mondiale de la Ny
Propriété Intellectuclle 0O T A0 OO T

Bureau international i o .
(10) Numéro de publication internationale

WO 2015/197981 A1l

\\

(43) Date de la publication internationale
30 décembre 2015 (30.12.2015) WIPQOQ I PCT

(51) Classification internationale des brevets : (72) Inventeurs : HASSERODT, Jens; 46 allée d'Ttalie, F-
A61K 49/00 (2006.01) CO7D 249/04 (2006.01) 69364 Lyon (FR). PROST, Maxime; 21 rue Marie-Made-
CO7D 311/04 (2006.01) AG61K 47/22 (2006.01) leine Fourcade, F-69007 Lyon (FR).

C07D 239/72 (2006.01) (74) Mandataires : SARLIN, Laure et al.; Cabinet Beau de

(21) Numéro de la demande internationale : Loménie, 51 Avenue jean Jaurés, BP 7073, F-69301 Lyon

PCT/FR2015/051705 Cedex 07 (FR).
(22) Date de dépot international : (81) Ktats désignés (sauf indication contraire, pour tout titre
24 juin 2015 (24.06.2015) de protection nationale disponible) : AE, AG, AL, AM,
. . AO, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BN, BR, BW, BY,
(25) Langue de dépot : frangais BZ, CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM,
(26) Langue de publication : frangais DO, DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT,
HN, HR, HU, ID, IL, IN, IR, IS, JP, KE, KG, KN, KP, KR,

(30) Données relatives a la priorité : KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LU, LY, MA, MD, ME, MG,
1456014 26 juin 2014 (26.06.2014) FR MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI NO, NZ, OM.

(71) Déposants : ECOLE NORMALE SUPERIEURE DE PA, PE, PG, PH, PL, PT, QA, RO, RS, RU, RW, SA, SC,
LYON [FR/FR]; 15 Parvis Rene Descartes, BP 7000, F- SD, SE, SG, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH, TJ, TM, TN,
69342 Lyon Cedex 07 (FR). UNIVERSITE CLAUDE TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.
BERNARD LYON I [FR/FR]; 43 Boulevard du 11 No- (84) Etats désignés (sauf indication contraire, pour tout titre
vembre 1918, F-69622 Villeurbanne Cedex (FR). de protection régionale disponible) : ARIPO (BW, GH,
CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIEN- GM, KE, LR, LS, MW, MZ, NA, RW, SD, SL, ST, SZ,
TIFIQUE [FR/FR]; 3 Rue Michel Ange, F-75794 Paris TZ, UG, ZM, ZW), eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, RU,
Cedex 16 (FR). TJ, TM), européen (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE,

DK, EE, ES, FL, FR, GB, GR, HR, HU, IE, IS, IT, LT, LU,

[Suite sur la page suivante]

(54) Title : WATER-SOLUBLE ACTIVATABLE MOLECULAR PROBES, INTERMEDIATES FOR THE SYNTHESIS THE-
REOF AND ASSOCIATED DETECTION METHODS

(54) Titre : SONDES MOLECULAIRES ACTIVABLES HYDROSOLUBLES, INTERMEDIAIRES POUR LEUR SYNTHESE
ET PROCEDES DE DETECTION ASSOCES

&

i

0. Xp

\F'

N
- . ¥
L%&

1 :

R (4

(57) Abstract : The invention relates to the probes of formula (I); in which: X; = NH, O or S; X, = O or S; SE is a labile group,
which may be removed under the action of a stimulus which may in particular be the presence of an enzyme, of a chemical com-
pound or of a physicochemical characteristic of the medium containing the probe; A is an aromatic group, which, after cleavage of
the C(X,)-0, linkage in aqueous solution, results in the release of a chomophore or a flurophore; R is a hydrogen atom or -(L)n-GP,
in which n is equal to 0 or 1, L is a link arm, GP is a hydrosolubilizing group, and also the physiologically acceptable salts, solvates
or hydrates thereof. The subject matter of the invention is also the intermediates for the synthesis thereof and the detection methods
using same.
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L'invention concerne les sondes de formule (I); dans laquelle : X1 s= NH, O ou S; X> = O ou S; SE est un groupe labile, qui pour-
ra étre éliminé sous l'action d'un stimulus qui peut notamment étre ta présence d'une enzyme, d'un composé chimique ou d'une ca-
ractéristique physicochimique du milieu dans lequel se trouve la sonde; A est un groupe aromatique, qui aprés clivage en solution
aqueuse de la liaison C(X3)-O, conduit a la libération d'un chromophore ou d'un fluorophore, R représente un atome d'hydrogéne
ou -(L)n-GP, avec n qui est €gal 4 0 ou 1, L est un bras de liaison, et GP est un groupe hydrosolubisisant, ainsi que leurs sels, sol -

vats ou hydrates, physiologiquement acceptables. L'invention a également pour objet les intermédiaires pour leur synthése et pro -
cédés de détection les mettant en ceuvre.
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SONDES MOLECULAIRES ACTIVABLES HYDROSOLUBLES, INTERMEDIAIRES
POUR LEUR SYNTHESE EY PROCEDES DE DETECTION ASSKIES

Linvention concerne des sondes moléculalres activables utiles dans e
domaine du diagnostic, incorporant un bras espaceur, qui en réponse & un
stimulus gul pewt notamment &tre Ia présence dune enzyme, d'un composé
chimiaue ou une caractéristique physicochimigue dans leguel se trouve a
sonde, va shulo-sifondrer pour libérer une enditd detectable du typs
flugrophore ou chromophore,

Dans Vanalvse dun echantiffon biologigue ou chimigue, 3 detection
dune acthvité snoymatique peut &re tres ullle. Les organismes entiers, fes
ceflules ou les extraits ceflulaires, los Houides bologigues ou les mélanges
chirigues sont des sxemples d'echantilions biclogiques ou chimiques dans
lesquels une activité engymatique peut &bre détecide. Les enzymes
constituent de nombreux biomargusurs de diverses pathologles. Elies sont
mplquées ausst dans de nombrew: processus oeflulalres et font done Fobijet
d'studes innombrables de 3 part des biclogistes cellulares. Alnsi, lewr
détection paut donner des informations concernant un étet métabolique ou
morhide particulier, par exemple. De s fall, des sondes capables de détecter
une activite engymatique sont és utlles st ont falt Pobist de nombreux
Travaux.

On peot notormment citer tes bravaw de Pun des inventews de 3
presente demande de brevet correspondant aux demandes WO 2013/045854
aui concerne des substrats de peplidases st WO 20147020285 qui concame
des substrats de giyvcosidases qui utilisent un expaceur auto-sffondrable
refiant un substrat de Penzyme dinkérdt 3 un groupe anvle sntrainant, aprés
clivage du substrat, 8 ovdlisation de lVespatsur st fa libdration dun
fuorophore  ESIPT (fluorophore conduisant 3 un fransfert de proton
ntramoléculaire dans un €al excltd, nommsd ESIPT pour « Exchied State
Indramaiecular Proton Transfer =3,

Or, une borne solubilité agqueuse des sondes moldaudaires répondant 3
une activitd enrymatique est un des oritéres essertiels pour Sassurer de i3
flabilité des rdsultats gu'slles délivrent. En sffet, Valowt de co-sobeant
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srganique powr dissoudre une molécule hydrophobe diminue géndralement
Vactivité des enzvimes de maniere imporiante. De plus, alors gue Futilisation
de solutions falblement concentrées est acceptable pour certains tests &
witvg, le passage & des incubstions cellulaires ou des Injections systémigues
in vive requiert Futifisation de solufions 3 des corcentrations bien plus
slevées car slles vont 8tre diludes de maniére importante une fois injectées,
De plug, Vutilisation dun co-solvant 4 viw est exclue. Enfin, une moldouls
trop hydrophobe risque de shcoumuler dans les Ussus adipeus, et non pas
dans les Ussus cibids.

Cette question de solubllité est donw depuls  longtemps  une
nréncoupation pour Ies chimistes et plusieurs solutions ont &8 développdes,
La premigre a &8 dincorpover des groupements ayant un caracters salin en
tant gue substrats ensymatiques. Cette solution, telle que renconirée dans
des sondes pour phosphatase (Haugland et st Angd Sochem 18988, 207
32Y ou caspase-3 {Uu et all X Am Chem Soe 20813, 134, 17972 par
axemple, fonctionne trés bien mals elle imite le chole des enzymes visdes
puisque celles qui reconnaissent des substrats apolaires ne peuvent &he
cibldes, De plus, s moldcules  chargées odgativement  traversent
difficiiement s membrang cellulaire ce qui imite done Papplication au ciblags
denavmes  exbraceliviaies. Une seconde solubion est le greffage de
groupements  hydrosolubilisants sy le signalophors wtiliss, souvent des
groupemaents sulfonates {Tung st 3l Tebrahedron 2008, 65 578 ; Shabat &t
al, X Am. Chem. Sooo AR, 133 10860 Encore une  fols,
Fhvdrosolubilisation spportées par ces motils est excellante, maly cette
mesure gst peu attractive car slle risque d'abaisser les performances du
signalophore une fois relicheé de g sonde inltisle sulte & Vachivitd
srzymaticue. De plus, une telle solution st towt simplement Inenvisageable
wrsque Fon veul emplover des signalophorss & I'étet solide. Ces deux
possibilites ne sont done pas généralisables au plus grand nombe de sondes
moléculaires répondant & une activitd enzymatigue.

A ce jour, # nexiste que Irés peu de sysieémes qul permettent
Fassociation versatile d'une aspéce hydrosolubliisante 3 un substrat
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erzymatique dans & bt de relarguer une molécules optiquement active.
Ceux-ci sont géndralement basés sur un espaceur édliminant substitue
{Shabat et al. J am. Chem, Soc 2008, 130 5434) ou sur une combinaison
dun espaceur ovclisant et despaceurs dliminants (Shabat et al. Boorg. Med
Chem, 2007, 15 7318). Le probléme est gue les espaceurs éiiminants
substitugs sont connus pour produire des Intermédialres réactionnels
hautement toxiques (Rokita, Ouinone Methides, 15° &d. 2008, John Wiley
and Sons Inc ; Bolton et al, Chem Res. Toxdoed 1885, § 323 ;) Thalther et
al, & Groo Chemo 1987, 82 1820), Dlaubre part, 8 combinaison
cyclisation/élimination est loin d'8tre iddals car elle introdult une forte
complexite {(ndoessité d'utiliser deux sspacewrs en série) tout en démontrant
des cindtiques deffondrement gul sont loin $8re satisfaisantes (Wu et al
Biporg. Med Chemn 3013, 20 3465), ou Hen une instebiitd face &
Fhvdrobyse spontanés non négligeable {Romisu st al Crg Lofh 20408, 18
1517 Certaings constructions Wvrert leur moldcule active en plusiews
dizaines dhewes {Shabat &t al. Slocorugate Cham, 3008, 17, 1432), ce qu
les rend difficilement utilisables pour détecter rapidement fa présence ou
Fabsence de ceriaing analvtes dans un Schantiion domné,

Hoest done souhaltable de développer une nouvelle  géndration
despacewrs oyclisant permettant HMncorporation versatile de nlimporte quel
substrat enzymatigus, qull soif polaire ou apolaire, & qui répondent aux
sxigences de solubllitd, Néanmoing, cat espaceur devia garder ung cnéliqus
deffondrament rapide et devra permellre une reconnaissance enzymatique
efficace,

Dans le cadre de Unvention, les inventeurs proposent une nouvelle
géndration de sondes qui, duns part, offre une solubiiité dans leau
satisfalsante e, dautre part, sont faclement synthétisables et modulables,
du fait de Iz présence dun groupe pipérazine dont fun des atomes dazote
peut porter divers groupes hvdroslubliisants, Les nventeurs ont cholst de
proposer une solution gqul incorpore une gzame hydrosolubilisante sur une

P composante de la sonde, & savolr dans un espaceur reliant e
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signaiophors ef le substrat ce qul permet de cholsir & volontd nimporte guel
substrat ensymatique et nimporte guelle moléoule rapportrice.
Les sondes selon Pinvention répondent a {a formule {T)
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dans lagqualle
- E=NH Qoub
- Xy=Qous
- §F est un groupe labile, e en particulier un substrat enzymatique,
- A est un groups aromatigue, qui aprés clivage en solution aqususe de
10 fa Holson CLEx-0 condult & la libdration d'un chromogphore ou dun
fluorophore,
- R représente un atome dhydrogdéne ou ~{Ln-GR, aver o qui est
dgal & Qou i,

@

§. est un bras de Haison,
15 - &P est un groupe hydrosolublisant,
ainst que leurs sals, solvats ou hydrates, physiclogiguement acceptables,
La présente nvention permet de détecler un anabte chimique ou
arzymatioue capable de diver o lialson -8B, par la détection du
chromophore ou Buorophore aul va &re Bhérd suite & I cyclisation de
20 Vespaceur du type plpérazinyle de formule :

Le substrat sslon Mnvention agit comme une sonde mpldculairs capable

de révdler I3 présence Jdun stimudus tel guung engyme, unt Compose
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chimigue ou une caractéristique physicochimique du millsu dans lequel se
trowve fa sonde {notamment un changement de pH) Quand i3 sonde est
modifise chimiquement par ledit stimulus, elis se fragmente ¥ une réaction
gt cascade pour libdrer un chromophore ou fuorophore détectable. T est
possible que fe groupement & se comporte Sgalement comme  un
chromophare ou un fluorophore forsquil est i au reste de fa molécule dans
les sondes de formude (T) Dans o cas de sondes « ratiométriques », ses
propristés spectrales, et an particulisr ses proprisiés dabsorbance elffou de
fluorascence seront différentes de Fentite libérée sous action dun stimulus
tel gu'une enzyme, un composd  chimigue ou une  caracteristinue
physicochiminque du miieu dans lequal se trouve {3 sonde. De manidre
avantageuse mais non obligatolre, e groupement & powrra &e cholsl, de
maniére & ce que la sonde de formule (1) ne solt pas détectable par
absorption ou émission de lumigre, avant de rencontrer e stimudus, sous i3
forme notamment dune engyme, dun composé chimigue ou dune
caractdristioue physicochimigue du miliey dans leguel se trouve o sonde,
{Cest-d-dire gue la sonde sst dite « furtive »),

L2 groupe labile SE est tel que son &limination, par exemple par vois
enzymatique ou consdoutivermnent & une action purement chimique {telle
quiune variation de pH ou I3 présence d'un agent reducteur), assure, par
réarrangement  intra-moléculaire  de  Fespacewr  aufo-effondrable, une
fibdration du flucrophore ou chromophore, notamment sous 2 forme A-OH
ot &, ou &'=0 (A"=0 étant uns forme obltenue aprés réarrangement de
A-0OH, une forme automérigue ou polymgrisée de &OH) e divage de v
faison SE-¥; déclenchs la libsration du fluorophore ou chromophore,
notamment sous &-OH ou &, ou &'=0 {A'=0 ¢lant une forme ohtenue
aprés régrrangement de &-OH ou A, une forme tautomérique ou
polyménsds de &-OH), par cyclisation de Vespacsur comme Hustré sur fe
Schéma 1 c-dessous



WO 2015/197981 PCT/FR2015/051705

1

15

&
Schéma 1
LN JRENE .
{5’ ?J X A \,«@g-:i\z
R ey ASE RN e,
E" \’f %t réaction chimnique [ enzymatiqus L \’f Xy eyclisation ALIH
S N o \\ ~ N - \
& 3 & %, ¥
o SE-H ‘"\?,.. X4
:,.,33\?
i\,M..J
3
R

La sonds est composée de quabtre composants moldculairss ) un

espacsur intelligent gul porte, & une extrémité, 1) un groupe iabile SE at, 3
Fautre, i) un groupe organique &-Q relid par un groupsmerd carbamate ou
thiccarbarmate de Pespacsur qul, quand # sst libéré par fragmentation du
corfugué  espaceur-&-0, pour donner le composé énoligue ou Snolate
correspordant, conduit 2 e formation dun chromophore ou fluorophors
détectable, W) un groupement hydrosolublliisant.

Dans ke cadre de Pnvention, la présence de Patome Fazote porteur du
groupement 8 permet de moduler les propriétés de 3 sonde et dintroduire
une trofsiéme fonctionnalisation, & ofté du groupe iahile SE ot du groupe &
conduisant, aprds dlimination du groups 8F e 3 1B oyclisation de PFespacsur,
i ia libdration d'un chwomeophore ou flugrophore détectable,

£ sffet, los sondes de formude {1 selon finvention comportent un
aspacewr de type pipgrazine multifonctionnalisable qui permet Mincorporation
dun large choix de substrats enzymatiques, b d'un groupe annexe B qui
parmettra, en fonction de sa nature, de rendre o moldoule encore plus
hydrosoluble. La présence de Vatome 'azote, pormst 8 partlr d'un méme
intermédialre de synthése de conduire 3 diffdrentes fonctionnalisations R
hydrosalubliisantes.

De plus, lgs sondes selon Pinvention présentent une solubiiité
améliorée, par rapport 3 leuwrs homologues compranant un espaceur du type
pipdridinvde, sxemplifiés dans les demandes WO 20137045854 et WO

2014/020285 e par rapport aux réactifs commerciaux ne comprenant pas du



WO 2015/197981 PCT/FR2015/051705

18

15

20

25

7

tout d'espacewr tels que la S-meéthyi-7-{phémviacstamidoicoumaring ou

oo
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d-mdthyl-7-{phenviacetamidolonumaning $-méthylumbelifery] acetats

Par allleurs, comme dans le ¢as des demandes WG 2013/045854 ot WO
2014/02028%, Rk sonde comporte un sspacewr pré-organisd powr S
cyclisation aprés clivage de e Halson SB-X; qul acodiére e processus dauto-
gffondrement de Uespaceur, toul en assurand ung honne raconnaissancs
enzymatique. Or, | n'élait nullement evident qu'aver la modification de
Paspaceur opdrée dang le cadre de Pinvention dans laguelle des groupemeants
sont introdults pour augmentsr Mhvdrosolubiiite, § r'y 3t pas dimpadd sur
Pacthvité rapporirice des sondes. Qr, dans le cadre de Pinvention, i 8 &8
démontrd que  Uintroduction dlune charge oy Taugmentation  de
Vencombrament stérique au niveau du groupe R, et done sur une position
nrache du site daction du stimulus (e une snpyme, un composd chimigue
ou une variation d'une caractéristinue physicochimique du milieu dans lequsd
se trowve 13 sonde, en fonction de la nature du groupe 5B}, ne modifiait pas
ia rdaction obtenue sous Vaction du shimulus correspondant.

La présents invention concermne donwe les composds de formude (3,
gquelie qus soit leur variante de mise en ceuvwee déarite dans la présente
demande de brevel, pour la détection & e, chez thomme ou Vanimal, &
witre, i celfulp ou ex wieg, dun stimulus el qulune snzyme, un CoOmposs
chimigque ou une caractéristique physicachimigue du miliey dans lequel se
trowve g sonde, dont 8 présence entraing le civage de iz lintson 88-Y,.

Selon un avtre aspedt, Finvention concemns un procédé & witro pour
ddtecter, au moven duns sonde de formude {1) selon Finvention, 1a présence
dun stimulus el gu'une enoyme, un composé  chimique ou une
carackéristique physicochimigue du millsy dans lequel se trouve 12 sonds,

dont fa présence entraine e clivage de ia lalson SE-¥;. Plus précisément,
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Fivention concerne un procéds pour détecter la présence d'un stimulus tel
giune  ersyme, un composé  chimigue oy une  Carackeristique
physicochimique du milisu dans lequel se rouve la sonde, dont {a présence
gntraine le civage de iz lislson $E-¥,, comprenant les Stapes de

- miss sn contact d'un &chantifion suspecté de contenir ledit composé
chimigue ou ladite ereyme ou de presenter ladite  caractéristique
physicochimigque aves une sonde de formule (1) selon Prvention ;

~ Fapplication de conditions approprides pour permetire le divage de
Halson covalente entre ¥ ot 8B, sous action dudit stirmulus, gul est subd
dun clivage de a Halson (O entre Uatome de carbone porteur de atome
(), of Vatome d'oxygdne porteur du groupament A sulte & une gyclisation
de Paspaceur présent dans g sonde de formule (3, et

~ analyse quantitative ou qualitative du chromophore ou Rurophore
Hibdre.

Léchantiiion powrra &tre tout échantiiion biologique aporopvie, I pourra
sagly notarament dun préiévement de fluide biologique, nolamment un
gchantifon de sang total, de sérum, plasma, urine, dun préldvemsnt
tissulaire ou de cellules isolées, e en particulier dun milleu cellulaire. Ce
prélgvement peul &trs utilisd tel guel, ou ben &tre soumis avant mise en
présence de la sonds, 3 une préparation de type envichissement ou culfure,
bign connue de Fhomme de fart

De maniére avantageuse, les composés de formule (1) se comportent
commime des sondes fonctionnant selon un mode steintfallumé, Cest-d-dire
gifavant clivage par e stimulus (e, une argyme, un compose chimigue ou
une variation dune caractdristigus physicochimigue du miliey dans lequet se
trouve 1o sonds, en fonction de i nature du groups 88}, o sonde est
« irevisible ». I est également possible de cholsir e groupement &, de
maniére & oblenir des propridtés specirales diffdrentes entre 1) I
groupement Hbérd aprés clivage de e Haison 0O entre Patome de carboneg
portewr de Fatome (X3 et Patome doxygéne porteur du groupement A et #)
fa sonde de formule {1}
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En particulier, e procédé de détection selon finvention paut &tre mis en
cuvre dans des conclitions physiologiques, notamment dans un miliey
aqueuy tamponné & un pH appartenant & & gamme allant de 4 3 8, &t
notamment 3 un pH de fordre de 7,4,

Dans un mode de réalisation de finvention, un fuorophore ast béré et
son analyse comprend les Sapes subvantes

- exposition du Rucrophore & une source lumineuse capabie de produlre
une fumigre & une longueur d'onde dabsorption du Nuorophore ; &t

- détection de la fuorescence résultante.

Dans un autre mode de réalisation de Vinvention, un chromophore ast
lihérd of son andlvse comprend iss étapes sufvantas ;

- exposition du chromophore § une souwrce lumineuse Capable de
prociuire une fumisre & une longueur donde d'absorption du chyvomaphore
et

- détection de la lumidre absorbée par e chromoghare.

Dang e cas o un chromophore est Bherd, on déteciara un changament
gde couleur suite & Vaction du stmulus {le. une sngyme, un composd
chimigue ou wne variation dune caractenstinue physicochimigue du milisy
dans lequel se trouve B sonde, en fonction de 3 nature du groupe SEL

De manigre préférde, mals non ndeessaire, e fluorophors oy ke
chromophore hérd, en particulier sous fa forme &-OH ou &0, tu &%=0
{& =0 étant uns forme obtenus aprés rearrangement de &-OH ou A0, une
forme tautomdrique ou polymérisée de A-OH), forme un précipitd en solution
anususe,

Linvention va maintenant &tre décrite de mardére plus détailice,

Definition des groupes lablles 88

SE ast un groupe iabils, &iminable sn solution agueuse sous action
d'un stimulus gl peut notarmment &tre fa présence d'une enzyme, dun
composé chimigue ou d'une caractéristigue physicochirmigus du milieu dans
equet se trowve la sonde. L'élimination de SE peut notamment se falre en
miliey agque. & fitre Jexemple d'une proprigtd ghysicochimique, on peut

citer une variation de pH, ou la variation du potentisl redox, la derniére
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chvant les ponts disulfures présents notamment dans les cas ol Xy = & D
maniére préférde, notamment dans les cas ob ¥y = NH ou O, I8 groupe lablle
SE est susceptible 3 un composé chimigue {un reactif cible} ou une enzyme.
Une enzyme est définis comme une protéine naturslle qui catalyse une
réaction chirdgus.

De mantére prefdrde, e groupe labile SE assure la reconnalssance
dune cible (compoess chimigue ou enzymatique, parametre physico-chimique
du milleyw), 8 notamment dune sneyme, sélectivement localisde dans un
tissu ou dans un type de cellules visé,

Les groupements 8B ont la caractéristique de powvolr 8tre dlivés du
reste de la moldcule sous Paction dun stimulus gui peut notarmment &re i
présence d'une empyme, dun composé chimique ou dune carackeristique
nhwsicochimique du mifieu dans lequsl se trouve Ia sonde. Dans e o35 ot 88
ast un substrat snzymatigue, Fenzyme joue alors le rdls de calalvseur de fa
coupure entre 8 et Patome ¥ auguel § est 8. Une telle coupure est s

comsdquence dune hydrolyse en mifiey squsuy pow laquelle Ferzyme va

jousr le rBle de catalyseur. Bien que dans ce cos dgalement, B coupurs

metts en jeu une hydrolyse, on parlera de divage sous faction dune engyme
guil et catabvticuement active pour la réaction dhydrolyse.

Lo choby de ¥y sera adapts en fonction du groups BB, st notamment du
substrat dsnzyme sélectionng, de manidre 3 obtenlr e divage souhaitd, En
particulier, ¥ sera un oxyoéne dans le cas ob 8B sera un substrat
destérase, de  glvonsidase, de  phosphatase, de sulfatase, ou de
glucuronidase, X; sera NH dans fe cas ob 8B sera un substral de protéase,
notarament damidase, ou de transférase eb Xg sera un soufre dans le cas ol
¥;-SE sera un pont disulfure qul sera civé par un agent réducteur.

En particulier, Phomme du métier, en fonddion de Vapplication visée
pour les sondes selon Pnvention, pourra cholsh un substral powr au moing
une enzyme cholsie panmi les estérases telles que les carhoxviestérases ou
les Hipases ; les atkaling-phosphatases ; les glucuronigases telles que g B-
glucuronidase :  les  glvoosidases ;  les  protéases  telles que  les
métalioprotéases; les peptidases st les amidases,
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Le groupement SE sera, de préférence, choist de maniére & &ire
specifigue dune enzyme dintérst. En revanche, certaings enzymes ont i3
capacitd de cliver un ensemble de groupements SE différents ; parmi elles,
on peut citer a hexosaminidase, ef les estérasss.

De tels substrats dleneyme seront notamment cholsis parmy les groupes
glycosyle Hés par leur carbone anomérigue au reste de la molecule, des
acides gras Hés par lewr fonction awvie au reste de o molécule, les groupes
peptidvie HBés au reste de i moldoule par une fonclion acyle poriée par feur
carbone terminal ou par un chainon lateral, ou un groupe sulforyle formant
un sulfonamide avec X qui représente alors NH.

En particufier, 8B peut &re un substrat de glycosidase, e notamment
de galactosidase st correspondre & groupement glycosyle Hié par son carbong
anomérique au reste de la moldoule.

Par « glycosidase », on entend une enavme giveoside hydolase gl a la
capacité de catalyser hydrolyse de Halsons ghyoosidinues, de maniére 3
fiodrer au moins un compose osidique.

Par groupe «giveosye », on entend foul sucre, mong oy poby-
saccharide 56 au reste de b moldoule par un Ben glycosyle, Cest-a-dire s
sont carbong  anomeérigue. Le carbong anomérigue pewt  adopter la
configuration alpha ou Dela, A tre dexemple de groupe 5B, on peut dter
fes groupements mong-ghveosvle, Cest-d-dire formd dune seule unité
saccharidique et poly-ghvcosyle, Cest-a-dire formg de plusiewrs  unités
saccharidiques identiques ou différentes. Les unilds saccharidigues pauvent
&tre notarment du bype hexose ou pertose, o cholsles parmi le galactoss,
e glucose, ke mamnoss, e gulose, Uallose, laltrose, Vidose, le talose, le
fucose, le fructose, Farabinose, le lvxose, e vibose et e wylose, par exemple.
Los unitds ﬁatmari{iix;u%s peuvent &re de stdrenchimie L ou D Tous les
groupements glyeosyle possibles constituant des substrals de glycosidass
peuvert 8tre ulilisés en tant que SE. Les unités ghoosvile peuwvert étre
fonctionnalisées ou non, notamment avec un groupement acdtyl ou amino.
Les N-acgtyihexosamines sord des exemples de groupe givoosyie. Le plus
souvent, e groupe SE comprendra de 1§ 50 unités saccharidiguss. Dans le
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cas dun polyglvoosyle, # pourra saglr dun homopolymsre ou d'un
copolvmére aves une structure aldatolre, alternds gu blo

Des exemples de tals groupss §E se comportant comme des subsirats
de givcosidase sont donnés di-aprés : les groupsments mono-glycosylés
cholsis parmit i galactosvle, le glucosyle, le mannosyle, le gulosyvie, Valiosyle,
Faltrosyle, Uidosvle, e ialosvie, le fucosvle, e fructosvie, Varabinosyle, e
hosyie, Is ribosyle, Ie xylosvie, 1e glucuronvie et le N-acdhyi-hexosaminyie at
les groupements polvglveosylds constituds de plusieurs {notarmment 2 a 26,
de préférence de 3 & 10, et plus particulidremsnt de 4 3 6) de a5
groupements monoghycosviés identiquas ou diffdrents,

A tire dlexemples denpvime ghycosidase qul pauvent &tres ¢iblés par les
sondes ssfon Vinvention, on paut cier la N-aodtyl-f-galactnsaminidase | la N-
acétyi-p-glucosaminidase ; b e-amylase ;| g c-arabinofuranosidase | B o-
arabinosidase ; s foelloblosidase | I f-chitoblosidase ; & e-galactosidase
{a frgalactosidass ; 18 a-glucosidase ; s Peglucosidase ; ia 8-glucuronidase ;
fa c-maltosidase ;I8 e-mannosidase ; Ia -mannosidase ;| a g-ylosidase
ta p-D-fucosidase ;  e-L-fucosidase ;) la g-Lfucosidase ; s Liduronidase ot
fa cellulase (Orenga, S, Jamss, A L, Manafl, M, Perry, 1 I, & Pincus, DL K
{2009). Enpymatic substrates in microbiology. Jownad of Miorobiclogics!
Methods, J2Y, 135-155).

S8 peut également &re un substral de galadiosidase, st en particulier
de fa B-galactosidase, de Ninduronidase, de la glucosidase, de g N-aodtylD-
glucosaminidase, de & N-acdtyi-Dgalactosaminidase, de s mannosidase, de
i furosidase ou de a glucuronidase, notamment de g Sglucuronidase.

Das exemples de tels groupss 8E se comportant comme des substrats
de galactosidase sort domnés chapres les groupements mono-glycosyiés
cholsis parmi & De-glucuronyle, le Liduronvie, e Deglucopyranosyie, e D-
galactopyranosyle, e NeacdtylbDeglucosaminvie, I N-aoshyl-D-
gatactosaminvie, & D-mannopyranosyie, e Lfucopyranosyle et les
graupemsnts polvalveosyiés constitués de plusiewrs {notamment 2 & 20, de
préférence de 3 & 10, et plus particuliérement de 4 8 §) de cas groupements
monoglycosylés identiques ou différants.
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SE peut auss 8tre un substrat d'estérase, notamment de lipase. Dans
ce cas, SE sst un groups aovle, Hé par sa fonction T(O) au reste de a
molgcule, En particulier, SE peut étre -C{ORI avec BRI qul représerte, par
sxemple, un groupe alkvie de préférence de 1 3 20 atomss de carbone,
alcénvie de préférence de 1 & 20 stomes de carbone, un groupe benavle,
arvie ou héisroands.

S powd ausst &ire un substrat dune protéase ou dune peptidase,
notamment un substrat de cathepsing ou de métalloprotéass, notamment de
fa PSMA {Frostate Spedfic Membrane Antigaen).

Dans o2 cas, $8 est un groupe pephidvie ou aminoacide lie par une
fonction acvle portde par son carbone terminal ou par un chalnon latéral au
reste de la moléqule,

Par groups « peptidyle », on entend un enchalnement d'au moins deux
acides amings B8y entre eux por une lalson peptidique. Dars e cadre de
Pinvention, te ou les adides aminés présents dans S8 peuvent &tre des acides
aminés naturels ou non, mals seront, de préférence, cholsls panm les 20
acides amings naturels { = protéinogdniques), sventusliement spus une
forme salifise ou probégés. La fonction N-terminale de Fadide aming termingl
pourra dventueliement Stre salifide ou fonctionnalisée. A tire dexemple de
forme  salifde, on peut citer b forme  chlorhydrate, tosylate ou
trifluoroacétats,

Tous les groupes peplidvie ou aminoacdides possitles constituant des
substrats de peptidases peuvent Stre utifises sn tant gue groupe SE. Les
aminoacides peuvent étre forctionnalisés ou non, en particulier sur
Pextrémité N-terminale de SE. Selon des modes de réafisation particuliers, e
résidu peptichvie SE a2 au plus 10 amincacides qul peuvent &tre identigues ou
diffdrants. Les aminoacides du résidu peptidvie $E sont, de préférence,
cholsds parrd les aminoacides natursls, Néanmoins, Pedirémité N-termingle
de Faminoacide ou du groupe peptidvle peut &re fonctonnslisgs avec
un groupe acyle —-COR,, Ry étant un groupe {(C-Celalinde ou un groupe (-
{Ci-Calalkyle. La fonctionnalisation possible de Fexdrémité N-terminale dune

sonde donnge aver un groupe aovie (ReUO-) provient du falt gue certaines
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endoprotéases winteragiront pas aver un substral ayant un groupe amine
fihre 3 son oxirdémits. Aussl, celle fonctonnalisation N-terminale sera
préférée dans le cas ol SE représente un groupe peptidvie, alors que dans e
cas ol SE représente un acide aming, sa fonction N-lerminale sera libre, ou
de préférence salifide sous a forme d'un ammoniurm, La synthése peptidigue
en phase solide {SPPS) au moven de groupes protecteurs de carbamate {qu
constituent ausst des groupes “acyle™ dans ce contexte} permel souvent de
synthétiser plus simplement une sonde présentant un carbamate & celts
extrémite N-terminale. Dans le cas des amino-pentidase, on préférera utiliser
un groupe 8B qui représente un adide aming, alors que dans e cas des
endopeptidases, on préférera utiliser un groupe SE qui représente un groupe
peptidyie.

A titre dexemples, les groupes peptidvle sulvants pewvent &tre cids
Lau {pour Iz leucine aminopeptidase), Ser-Gin-Asn-Tyr {Ia partle N-terminale
de la sdauence de clivage préfdres de iz peptidase du VIH-1), Asp-Glu-Val-
Asp- {pour la caspase 3), His-Ser-Ser-lys-Lew-Gln {pour Pantigéne spécifique
3 fa prostate « PSA ») o Pextrémité N-terminale peut &ire fibwe ou ébre
substituge par un groups acyle ~CORg, Re &tant un groupe {(G-Coalkyle ou
urt groupe -O-{Ce-Celaliovle {par exemple un groupe ~C0Me).

Le groupe peptidvie ou aminoacide est choisi pour son adéguation aver
in sélectivitd de séquence connue de 1B peptidase ciblée, qui e reconnaiira.
Le groups peptidvie ou aminoacide peut &tre choist powr Vaction préférds
gir'une peptidase impliquée dans cerlaines maladias va avolr sur ce dernier,
comme présents, notamment, dans le Tableawy 1.
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Tablsau 1 : Exemples de peptidases gul peuvent servir de Diomarquswrs

oour des phenomeénes bologiques ou des maladies pendant Mmageris

Peptidase (lasse | Fongction Maladie

‘ Maturation post-

Lewcine . . .

By e Lo protéasomale de peplides -

| aminopephicase  présentss de classe § ‘

{aspase-3 Cys Apoptose Cancer

Peptidasede  aoh | Réplication de VIH SIDA

VIH-1

Rénine Asp Production dangictensing 1 | Hypertension

" . - ) : Infarctus du

N T 3 4 ol 3

Thrombing Ser Coagulation sanguing myocarde

Tryptase Ser Phagocylose Asthme

Cathepsine K Cys Résorption osseuse Ostéoporose
ALE anc Production d'angiotensine [T | Hypertension

 Plasmepsines | . Dégradation de e

et ASE spemogiobine Malaria

f-Secretase Asp Synthese damyioide p Z%igiiigmw

PSA Cor Liquification de 'dleculat de [ Cancer de g

{kadlikoein I ) sperme prostate

SE peut ausst Sre un substrat Famidase, catalyseur de Phydrolyse de
Haisons amides non peptidigues, notamment un substrat des pénicifiine
amidases, d'hydrolase damide dadides gras, ou encore des malonamidases.

BE peut susst 8re un substral de transférass, catalvsewr du bansfert
de groupement fonctionns! o'un substrat & un autre, notamment un substrat
des transamingsas, ou de a glutathione transférase ou de la gamma-
glutarmvifransférase. Dans ce cas, 8B correspond & un groups peptidyle ou
aminoacide ¢ par une fonction acyle portée par son carbone terminal ou par
un chainon fatéral ou un groupe sulfonyie formant un sulfonamide aver X
guil représente alors NH.

Les substrats de protéases sont blen connus ef notamment décrits dans

le « Handbook of profeohtic encymes» {Ralings et Salvesen, 2013, 3%

oy

Sitlon, Elsevier Lid) et dans la bass de donndge MEROPS accessible en ligne
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{hiip://merops.sangeraculfindex. shiml, Bateman st all Nuclele acid res.
2014, 42 DR03), auquel on pourra se véfdrer pour plus de details,

SE peut aussi &tre un subsitral réagissant avec un compose chimique,
af notamment un groupe formant un pont disulfure avec ¥y qui est un atome
de soufre gui sera rédult/clivé par un agent réducteur, notamment par e
dithiothréitol ou par la cystéine présent dans échantifon 2 analyser, ou un
subsirat réagissant par clivage dune Halson lablle en milleu adde lors de
Pacidification de Véchantition analysé et notamment un groupe formant une
falson acdtale aver Xy qul est un atome doxvgéne, fels gque des
groupements 88 mrs'es;mstiam & méthvioxyméthyle  {CHO-CH5),
methyvloxyéthyle  ((CH-G-CHCHL, methyvioxyphernyd {~CH-G-PhRY,
methyloxyalvie ((THG-Al)

Définition des grounes &

& est un groupement aromatique qul apres ciivage de iz liaison C¥-0
nermet i formation d'un chromophore ou fluorophore. Ce chromophors ou
fluorophore peut correspondre dirsctement au composs libéré &-0H ou & 58
forme &C qui se forme en solution agqueuse, ou 3 un composs résultant
fune réaction post-clivage du composd A-CH ou A-D Hbérd telle guune
gimérisation ou & un compose résultant d'un réarrangemeant post clivage du
compose &OH ou A&, par exemple pow conduire & ung forme
tautomgriaue, Un tel composé sera nomms &'=0,

Par « groups aromatinue », on entend un groups compranant un ou
plusieurs oycles aromatiques substitués ou non substituds, lesdits ovdes
pouvant comprendre un ou plusieurs hétdroatomes choisis parmi les atomes
Fazots, doovvgine ou de soufre ebfou un ou plusieurs atorass de carbone
sous o forme dun carbonyle C=0. A& comprend, par sxemple, de préfdrence
de 4 3 40 atomes de carbone o de 0 8 10 hétdroatomes choisis parmi les
stomss  dazots, doxygéne ou de soufre. En particufier, un groupe
aromatique & peut 8tre un carboodle monooyclious, un carbogycle
hicyclique ou un carbooycle polyovcligue aver plus de dewx oydles, et
comporiant de préférencs de 5 3 40 chalnons, et préferentiellement de § &
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15 chalnons, st compranant au moins un ovcle aromatique, led carbocydle
comprenart dventuellement au moins un hétérostome cholst parmi les
atomes doxyaéne, azote ou soufre intégré au sein du carbooydle elfou un ou
plusieurs atomes de carbone formant e cavbooyde sous fa forme dun
carbomyie C=0, un el carbocycle pouvant &tre non substitué ou porteur de
un ou  plusieurs substituants. Les groupes aromatiques comprennent
notamment les groupes arvie st hétéroaryle, non substitués ou substitués, A
titre dexemple de tels carbooydes, sous leur forme nonesubstituds, on pewt
citer les groupes phémvle, naphtvle, 2-, 3~ cu Spyridimyle, 3- ou 3-furoylsg, 3-
ou 3-thiophénvie, pyrrolvie, imidszobde, pyrazoivie, thiazohde, oxazolyie,
moxazolvle, pyridireds, pyrazinvle, pyrimidirgls, tSrazolvle, thisdiazodvle,
oxadiazabvie, trlazolvle, pyridazinyle, indobyle, pyranyle.

U chromophore est une moldcule capable d'absorber une partle du
spectre de fa lumisre visible. On paut cter, comme siemple de
chromophore, & paranitrophencl e ses dérivés, les colorants du type
incigoldes obtenus aprés dimérisation du dérivé énol correspondant {et
correspondant done & A=) qul forment un prdcpite en milley agueux
adrobinus, ou encors es composas tels gue B ovdiohexenossculstine {THE),
Valizarine ou encore Vindrosyflavone qui forment un précipité colord en
présence de certaing métaux
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Loes hydroxyvindolvies peuvent Stre substituss par un ou plusieurs X
identiques ou différents choisis parmi les atomes de chiors, brome, fode ou
fluor et positionné{s) sur nimporte quelle position du oyide benzénique.

Un fluoraphore est une molécule capable de géndrer de a fluorescence,
orsgu'slle est soumise & une excitation lumineuse de longueur donde
adaptée. La « fluorescence » est la proprigté par laguelle une molécule qui
est excitde par os I3 lumigre Jdune longusur donde donnse émet de
fumigre 3 une plus grande longuew donde. La fuorescence est un
phénoméne qui résulte de Pinteraction d'un Suorophore avee un pholon
incidert. Ce processus est appeld excitation. L'sbsorption du photon améne
un Slectron dans e fluorophore, & passer de son &at fondamental, & un
niveau d'énergle supdrieur. Ensulte, dlectron revient 3 son nhveau original
an emettant un phaton, Ce processus est appele amission de Aumrescence,
Le fluorophore émet ensuite de la lumidre 8 une plus grands onguewr donde
que celle du photon absorbe, Cert est di simplement au falt que Ménergle du
photon émis est inférieure & celle du photon absorbé, du fait de s dissipation
ddnergie pendant 3 durde de vie de Pétat excitd. Cetts définition sst donnde
dans ia demangs de brevel WG 2004/058787,

Des exemples de groupements -0/, permettant de libdrer de tels
fluorophores sont donnés cedessous
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& titre dexemple de groupe -OA permsttant la Rodration dun
fluorophore aprés réarrangement de la moldcule libdree A-OH ou &0, on
peut citer tes Huorophores subvants (le deuxiéme est décrit par : Shabat et al.
XL Am. Chem. Soc 3013, 134 20412 ¢
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Selony des modes de réalisation particuliers, g groupe ~08 ext
sélectionnd de manidve & oblenir, aprés clivage de & Nalson G0 entre
Patome de carbane porteur de Fatome {X:) &t atorme dloxygéne porteur du
groupement A dans fes composds de formude (1), un composs AOH qui

10 correspond & un fuorophore ESIFT, qui peut ou non précipiter en solution
agueuss. Un fluorophore ESIPT est un composd qud comprend au moins un
groupemient  hydroxyle gl intenvient dans le transfert de  proton
intramoléculaire, permettant une tautomdrisation de la moléoute fluorophore
of 'émission de fluorsscence. Des exemples de tels groupements -G8

15 répondent & la formule (AA&)

VA A\\‘{M

dans laguelle
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soit X est un stome doxygéne et ¥y est un groupe -NH;, ~OH, -8H, alkyle,
aryle, -O-alidle, ~O-phénvie, ~NM-allyle, -NH-phénvie, -S-allkvle ou -S-arvig,
lesdits groupss alkyle et phényle pouwvant 8tre substitudés ou non substitués,
soit Xs représente un alome d'azote et est e 8 ¥ qui représents alors TH,
{3, 5, N ou NH pow former un heléroarvie substitud ou non substitué, ledit
hétdroarvie substitud ou non substitué &lant de préférence cholst parmit e
guinazole, Umidazole, & benzoimidazole, I thiasole, e benzothiazole,
Foxazole, Ie benzooxazole, a pyridine et 3 quinoling,

¥

ff“”ww\\

=N
R
A

at représente un arvle ou un hetéroaryls, substitugé ou non

substitugd, pay exemple cholsi parmi les groupss phényle, naphthyle, et

Q
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fesdits groupes pouvant &ve substituds ou non substitugs,

avee X qui représente 5, O ou NR”, st R gui reprdsents un atame
dhydrogéne ou un groupe {G-Coatkyle,

Lorsque dans un groupe ~0A, quf représents sous forme AOH un
fluorgphors ESIPT, comprend plusieurs groupements hydrooaae, alors Fatoms
dovygine du groupe ~OA est Vatome doxygéne du groupement hydroxyle
qui intervient dans le ransfert de proton intramolécuialre. Lincorporation de
cet hydroxyle dens le groupement carbamate des composeés de formule (D
ampéche fa formation de la liaison hydrogene inteme b 13 taulomerisation
du Suorophore.

Les fluorophores ESIPT montrent un deplarement de Stokes gud
dépasse fes 100 nm ol atfeint souvent 200 nm. Tous les fuorophores ESIPT



WO 2015/197981 PCT/FR2015/051705

24

21

perdent cette dmission de fuorescence covvespondant & un deplacement de
Stokes supdrisur & 180 nmy, sl lsur groupement OH du type phenoligus est
allrld, acvié ou autrement fonctionnalisg, ce qui empéche de transférer un
atome dhydrogéne & hétéroatome ¥s sur [fllustration domnée avec I
formule {A4K), lors de Vexcitation par radiation, et ainst empéche émission
de fluorescence caractéristique du processus de ransfert de proton.

Le plus sowent dans un tel cas, le groupe & corresporsd & un groupe
phényie gul est non substitug ou substitué stfou qul est fusionngd aver un ou
plusieurs carbocycles insaturds comprenant dvertustiement un hitéroatome
ol gue Vazote. Ce groupe sous sa forme phénoxy ~048, lorsqul west pas fig
au substral, correspond sous 3 forme protonde & un composs phénolique
HO-& qui appartient 3 Ia classe des fuorophorss ESIPT,

Des groupes ~C& du type phénoxy, correspondent, par sxemple, aux
structures préférées (BR) ou {CC) suivantas :

N o
Sssi {:} “‘{‘ w’}f?\\?
§ ., E kY
{ P \:‘\\‘3"’!‘/\:\;\; 0 \Qtf AN \»:;
- \ af"’:’é Ra
R gj '\,3./""‘
Rb (B8}

dans lagusile

« T st ~NH-C{O)-, ~&, -0, ~NH, N-gilvle ou Nearvle,

- Ra est Mhydrogéne ou un substiuant carbond attracteur d'élecirons,
comme ~CN ou ~COORd, avec Bd qui représente un groups {Ce-Uaalkvle, ou
hien Ra st ~CONReRf, avec Re st RY, dentigues ou diffdrents, qui
représentent Phydrogéne ou un groupe {C-Caalkyle, ou bien Ra est ~-UFy ou
unn groupe  2-oxazolyle, 2-thiazolvle, 2-imidazolyle, 2-benzoimidazobde,
4-pyrimidinon-2-vle ou quinazolinon-2-vle,

- Rb est Pthydrogéne, un atome de chiors, rome, iode ou
flugr, ~OH, -NH;, ~NRgRh, -NHRg ou ~0ORg, avec Rg et Bh qui représentent
chacun indépendamment un {T-Calalkyle,
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- oy bien Ra ef Rb sont H&s entre oux pour former une chaine
hydrocarbonde comprenant 4 ou 5 chalnons, saturde ou  insaturée,
substitude oy non substituds, éventusfiement inferrompue par un ou
pusieurs hétéroatomes chaisls parmi N, S et G,

5 - Re st Phydrogene, Br, CL I ouF,

&

{CC)
dans laquelie
- T ast Ny, O, un groups arvle, un groupe {C-Coaliyle, SH, NHRe,
10 OR%, NROR'd ou SRt aver Rt et R, ilentiques ou différents, qui
représentent un groups {CeColallyle ou arvis,
~ Ra sst Mhydrogéne ou un substituant carboné attradieur d'électrons
comme ~CN, ou ~CO0R’s, avee R qui reprdsents un groupe {C-Caalkyle,
o Ra ast ~CONRTRY, svec RYT eb Rg, ientigues ou différents, qu
15 représentert Phydrogéne ou un groupe {CGalatkvle, ou blen R'a est ~CFy ou
e -oxazobvle, -thiazolvie, 2-fnidasoivie, F-benzoimidazolvis,
4-prprimidinan-2-vie ou quinasoiinon-d-yie,
- Bb oest Uhydrogene, un atome de chiors, brome, lode ou
fluar, ~OH, -NHy, -NRWRY ou ~0OR'h, aves K'h et RY, identiques ou différents,
20 qui représentent un groupe (GGalkyte,
~ o blen R'a st RD sont kés entre eux powr former une chaing
hwdrpcarbonde comprenamt 4 ou 5 chainons, ssturds ou  Insaturée,
substituée ou non substitude, Sventuellement inlervompue par un ou
plusisurs hétéroatomes cholsis parmi N, St Q.
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On pourra notamment se référer aux demandes WO 2013/045854 o
WO 2014/02028548 qui donnent des exemples de tels Suorophores ESIFT
pour plus de détails,

A titre dexemple de groupe U&, correspondant & un fluorophore de

type ESIFT, on peut citer, plus particulierement les groupements sulvants

G
: i "
N, AN AN
~ . N
My e g Ty ey
il e j i
N ) '
b -
N, e o
S AN “’::‘-‘fe S ‘,ﬂ/&\\ (‘é‘:’/"’ \\A_“f:-"
h B
3 E
N2 ,.~’.J 3\
G- e N2
N

Le irés grand déplacement de Stokes de  tels  fluorophorss
{approcdmathverment 170 nm powr kb HPQ  {(Hydrowyphémylguinazolinone)
présentée 3 droite ou de fout anglogue de la HPQ contribuera 3 Pexcellente
sensibiité de la sonde ot rendra e fluorpphore hérd aisément distinguable
de la fluorsscence native powvant provenir de Vechantilion biclogigue sur
tequel Fanalyse va étre mensea.

R peut représentar un atome dhydrogene ou ~{Ln-GP, avec i qui est
ggata fou l.

Bien sowverd, pour des ralsons de synthése, n= 1 et L est un bras de
Haison, e notamment un bras -{Lmi-L3md-{L"Uim - {dans le sens
pipérazineg -> groupe &) avec :

L1 et L1, identiques ou différents, gul sont choisls parmi -0, ~KH-,
N{Cyg alkyl), ~N{phényly, Niaryl), -CO, -COH0-, OO0y, -QC0R0-,
SNHOOPO-, -DC{ORRH-, -RHCORNH-, -5, =580, ~NeN-, -NHO{D} o
~CONH- ¢

L2 qui st cholst parmt les groupes bivalents subvants @ {Craglalkyle,

{Cramalcdnyie, {Cragialoynvie, {Cgmadaryie, {Crmgaatkyiaryie,
{Coaadaivdnviarvie, {Craa Jaloynviarvie, {Craq afivioycloatkyie,
{Crag paiceénviovdioalinds, { g aloynvicvcioatioyle,

{{osa atkoyvindigracycioalhyle, {Grraaicdmyihdtdronydioaliovis,
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{Craalaioynythétéronydioatiovle; lesdits groupes pouvant &lre interrompus ou
se terminer par un groupe trisvole ef pouvant &trs non substitués ou
substitugs, notamment par un ou plusieurs substituants cholsis parmi les
{Cigaalooxy, {Cuackalvde, (Ceaplarvie, amido, imido, phosphido, nitrido,
{Csqalalcémvie, {(Coaplaloynyie st ~0OH ; et

mi, m'l ot m2, identiques ou différents, qui sont égaux a B ou 1,

Le bras &, lorsquitl est présent, sera cholst pour éloigner le groups GP
de la pipdrazine ou pour des questions de synthése. Selon un mode de
réalisation  préférd, L reprdsents ~{(LOmi-{L3mE{L1mwml  avec
Ll = -J{0, mi = m2 = 1, m'l = 1 oul el L2 et LY tals que définis
précademment, s notamment L représents ~COW{CHIp-L3- avac pgul est
dgal & 1, 2, 3 ou 4 et L3 qui sxt un groupe triazole s notamment un groupe
1#-1,2 3-triasole,

&GP est un groupe hydrosolubliisant,

Par « groups hydrosolubilisant », on entend un groupe hydrophile qu
permet daméliorsr fa solubilité de la sonde, par rapport notamment & une
sonde qul en giffére que par e remplacement de Vatome dazote porteur de
L-GB par un CHy, pour obtenlr une pipériding telle que décrite dans les
demandes WO 2013/045854 of WO 2014/020385. A tilre dexemple de
groupe hydrosolubliisant, on pawt clter les groupss capables de former une
espice  chargss sn solution agueuse. A tire dexemple de groupe
hvdrosolubilisant &P, on paut clter les fonclions F; cholsies parmi les aming
{primaire, secondaire, ou tertalre), amidine, guanidine ou tétrazole ; les
fonctions Fp cholsies parmid les fonctions anioniques du type carboxylate,
sulfonate ou phosphats ;) les groupements comprenant une ou plusiewrs de
ces forctions Fy etiou Fr o les polyéthyieneglycols ; les sucres ou
polysaccharides tels que le glucose, e galactose el le mannose | les groupes
peptidigues tels que la poly-lysing, 1a poly-argining, les TAT-peplides... A titre
daxemple de fonclions amine, on peut citer ~NH,, -NH{Ti~alkvle, ot les
diatiodlamines dans lesqueties les groupes alkyle sont identiques ou différents

et comprennent de 1 & 4 atomes de carbone, Par « groupements

comprenant une ou plusiswrs de ces fonctions Fy etfou Fy », on entend un
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groupament aliovie {tal que les {Grglalioles), un groupement aryle (el gu'un
groupement arvie comportant & atomes de carbone), un groupement
hetdroaryle (tel guun hétéroarvie comportant & atomes de carbone) dans
legual un ou plusieurs atomas dhydrogéne de ces groupement afont) &8
subshitug{s) par une ou plusiewrs fonctions Fy, ou par une ou plusiewrs
fonctions Fy ou bien au moins un atome d'hydrogane a &t substitud par une
fonction F; et un aulre atome dhydrogene 8 28 substitug par une fonction
Fa.

Définition des termes utilisds dans la définition des sondes

Bar fonction atvie, on entend une fonction

!
|

0

Par groupe « alkyls », & moins quil nen soit spdcifid autrement, on
entend ure chalne hydrocarbonée, saturde, lindaive ou ramifice. Les groupss
atkyle comprenant de 1 & & atomess de corbone seront prdférés. A tHitre
dexemple de groupe alkyle comprenant de 1 & § atomss de carbong,
nommes O alkyle ou {C-C) allyds, on peut clter, notamment, les groupes
midthyle, &thvle, moropyle, Aopropyle, srbubyle, ferdbutyie, secbutyle, n-
pentyis, n-haxyle,

Par groupe «arvies», on entend un carbooycle monsc-, bBl- ou
podvoyclique, comprenant aul moins un groupe aromatique, par sxempls, un
groupe phénvle, dnnamyle ou naphbvle. Les groupes anvie comprenant de §
& 12 atomes de carbone seront préférds, Le phémvle est e groupe aryle
particulirement préférd,

[

Lorsquil est indigus qu'un groupe est substitug, cela signifie quit est
substitue par un ou plusieurs subsBtuants, notamment chalsis parmit Ies
atomes de chiore, brome, iode ou fuor, les groupes oyano, alkyle,
fluorcatkyle, Uifluorométhyle,  alcenvie, alowyle, ordoalkyvle, arvle,
hetérocycioativie, aming, alivlaming, dialkvlaming, hydraxy, alcoxy, aryloxy,
-COOH, nitrg, les groupss acyle, les groupes aromatiques {(notamment arvle

gt hétdroarvie), lesdits  groupes  alkcérwle,  alowwle, ovcloalids,
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hétérooycloatiie, groupes acyle et groupes aromatiques peuvent e
mémes Sre non substituss ou substitués. Les fermes ulilisés powr i3
definition de ces substituants sont ceux usueliement reconnus par Thomme
du métier,

Do maniére cassique, le terme «algénvle » désigne une chaine

&
hydrocarbonse, indaire ou ramifige comprenant au moing une double Halson,
et présertant dJde préférsnce de 2 & 20 atomes de carbone, st
priférentisliement de 2 & 6 atomes de crbone ;) le terme < alomyie »
désigne une chaine hwdrocarbonde, lindalre ou ramifiés comprenant au
moins une triple Halson, of présentant de préférents de 2 & 12 stomes de
carbone, et préférenticllement de 2 & & atomes de carbone ;) le terme
« fluoroatkyle » désigne une chalne hydrocarhonde, saturés, lindaire ou
ramifide dans laguells au moins un atome dhydrogsne a &8¢ remplacé par
un stome de fluor, st présentant de préférence de 2 & 12 atomes de
carhone, o préférerdislioment de 2 2 & stomes de carbong ;) les termes
« alooxy » 8t « arylowy » désignent respectivernent un O-aliyle ot un O
aryie,

Par « oycloatkyle », on entend un groups hydrocarbong sahrs constitug
dau moins un oydle, dventusliement ponté. Les groupss alkyle comprenant
de 3 3 12 atomes de carbone seront préfards, A titre d'axemple, on peut citer
fes groupss oyclopropyie, oydlobutyle, cyclopentyls, cyclohexyle, cycloheptyle
ef adamantyvie,

Par « hétdroovcloaltkyla », on entend un groupe ovcloaliyle el que
difind chdessus, dans lequel au moins un stome de carbone ast remplacé par
urt hétéroatome cholst parmit O, § ou N A titre Pexemple dhétérooydoalivvde,
an  peut <iter les  groupes piperidindle, pipérazimve,  morpholinyle,
tetérahydropyranyie .

Par groupe « hitéroarvle », on entend un carbogydde mono-, b ou
pobvoyvelique, comportant de préférence de § a 12 chainons, st comprenant
au moins un groupe aromatigue et au moins un hétéroatame cholst parmi les
atomes doxvgéne, azote ou soufre intégré au sein du carbooydle, A Utre

dexempie de groupe hétéroaryie, on paut citer les 2-; 3 ou 4-pyridinyie, 2-
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o 3-furovle, 2- ou 3-thiophénvie, pyrrobde, imidazohe, pyramoivie,
thiarolvle, oxarolyls, isoxazolvle, pyridinyle, pyrazinvle, pyrimidinyle,
tétrazohde, thiadiazobde, oxadiazolyle, triarolle, pyridazinvie, indolyle. Les
hétéroarvies comprennent également de tels groupes dans fesguels un Qu
plusieurs atomels) de carbone du cycle sstizont) sows 8 forme dune
fonction carboryle (=0,

Par « groupe acyle », on entend un groupe Big par le carhone dune
fanction acyle C=(3, et notammant un
groupe ~CONHg, ~COOH, -Claryle, -CO{C . )aliyle, -COSH, -CONHRT,, -CONR
R ou ~COSRY, aver R, et B, identiques ou différents, qui représentent
ur groupe (GG alkyle ou arvle

Par « (Graslaliylaryle », « {Graaicdmdaryde », « {Grdaloynyiaryle »,
on entend respectivernent une chalne  alkyle, alddnyle ou  aloynvie,
commencant, INtErrompue ou se terminant par un groupe aryle, On préférera
fes groupes aliylanvie, alcénylaryle eb aloynyiaryle comprenant de 7 3 22 of
de préfdrence de 7 3 16 atomes de carbone,

Proparation des sondes selon Uinvention

Les composss utilisés dans le cadre de Vinvention sont préparss selon
des rechniques dassiques. Hs peuvent, notamment &tre obtenus selon des
procédés analogues & cew utilisds dans les exemples,

Les composds selon FMnvention peuvent &tre obtenus selon e Schéma
2 chapres, dans lequel &, Xy, X3 ot 8E sont tels que définis pour ies sondes
de formule (1) e By et Py sont des groupes protectewrs temporairg des
forctions aming en particulier dans les conditions de réaction mises en
ceuvre, ¥ est un groupe partant du type O, para-nitrophénal, imidazole ou
N-méthyiimidazolium, ou N-hydroxysuccinimide, ot Rp représente R ou un
groupe protecieur temporaives des fonctions amine en particulier dans les
ronditions de réaction mise en ceuvre ou Rp est un groups precurseur du
groupe R,



WO 2015/197981

PCT/FR2015/051705
28
Schéma 2
&
G ¥ &
Rl E o .
o }. i N X 2
N H . Y
B AN BB H) A SE
~. .v‘j [ I E ’ ‘E
g, ¥ B {1 e, B
\"m
Ny
3
&
A o
Q.o &
OO A
i
e
:é% {6
B
Py =
,;;@\ N by 13& s :QE - - -
YT eyt x5
! i i s o i
. N -~ :\"&’/: \sﬁf’
g O s S g, (¥Vih
A
\
¥
: {1}
A ¥
C}’\f;‘:rKZ
i'ﬁ ﬁé\{f’\\ }{;Qi':
\"%\«;"JJ ('\'}
p\ 33
5 Par groups protecteur temporsive des amines, on entend les graupes

protecteurs tels que ceux déorits dans Profective Groups in Organie
Synthesis, Greene TW. o Wuts P.G.M,, ed John Wiley et Song, 2000 et dans
Protecting  Groups, Kodlenski PRI, 1894, Georg Thieme Verlag. A tire

dexemple de tels groupements, on peut citer les groupes benzyle (Bn}, les

10 groupes ~C{OYOR's avec Ry gui représente un groupe alkyle ou aleényle de

1 & 12 atomes de carbone ou un groups -{TH Ry avec RY qul
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représents un groupe arvle, cycloalkyle ou Buorenyvle et m3 qui est égal & G,
i, 2 ou 3, & en paticulier, lss groupses carboberevioxy {Chz), ferx
putylowycarbonyl {(Bogy et S-fuordnyviméthylioyearbonyl {Fmog,
albyloxycarbonyle {Allog).

Les composés {V) pourront notamment &re obtenus & partir de g
pipérazing commmerciale. En sulvant une procédure simifaire, mals modifie
de celle décrite dans Org, Lett, 2010, 12 4176, on peut former le composé
(VY & partir de & pipérazing his-protégee, dont Fun des groupements st un
grouperment Butvioxycarboryl (Boc), grlce & une réaction dlorthaodithiation,
suivie dune réaction aver du paraformaldéhyds pour former e composé (V)
off ¥s = . Le dérive amdne {V) ol ¥; = NH peut &re ensulle obtenu par
exemple grice & une synthédse de Gabiielle, tandis qus e composé (VY ot ¥y
= § peut Stve obteny par substitution nuckophile,

I sst également possible, de maniére priférds, d'utiliser les provddeés
Hustrés dans les Schémas 3 et 4 qui necessitent molns d'étapes dons les
cas ol Xy = O ou NH pour I préparation des composes de formute (VIT),
Dans es Schémas 3 ot 4, &, X, X o 8B sont el que définis pour les
sondes de formule {1 et Ry est un groupe alkvle de 1 3 4 atomes de
carbong, Ry est groups protectewr lemporsive des forclions aming en
particulier dans les conditions de réactions mise en meuwe, &t Y ast un
groupe  partant du tps O ou  paranitrophenol, imidazole ou N-
mdthylimidarolium, ou N-hvdroxysuccinimide et Bp représente R ou un
groupe protecteur emporaire des fonctions amine en particulier dans les
conditions de réaction mises en csuvre ou Rp est un groupe précurseur du
groupe R,
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Dans 2 procédure déorite dans e Schéma 3, I oydle pipdrazine est
obteny par une double substitution nucléophile d'un composé du type
athyidne disming {X) sur des dérivés du produll de odpart commerdal du
bype (XI}.

Dans o procddure déorits dans le Schéma 4, e oyde pipérazine est
obteru par une réduction du oycle pipérazinone (X1, ubmbme synthdtisé &
partir Jun bromure de malonate (XIV) et d'un composé du type dthyléne
dlamine (X},

Lo groupements B diffdrents de M, qui correspondent 3 un groupe b-
GP, peuvent &ue introdults grice & des réactions du type substitution
nuclsophile, amination rdductrice ou formation de lisison amide, La lialson
entre los groupements L et GP peut &tre obtenue par dinnombrables voles
de synthése selon les fonctions chimigues présentes sur e bras de Haison L.
On peut par exempls cler des réactions de MNgation telles gue des

substitutions nucléophiles, des couplages peptidigues, des oycloadditions
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telles que g cycloaddition de Huisgen ou de Disls-Alder, des couplages
paladocatalysés tels que le couplage de Sonogashiva ou de Hedk,

1 est possible de former intermédiairament un compose intermeédiaire
de formule (7 dans laguelle Rp sst un groupe précursewr d'un groupe R ou
Bp est un groupe profecteur temporalre des amines. En particulier, font
nartie intégrante de Vinvention, les intermédiaires de formule .

A

|
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Rs

Y
ainst gue lewrs sels, soleals ou hydrates,

dans lesquels
&, Xg, X 8B, LL, UL, L2, mi, m'L, ot m3 sont tels que définis pour {1},
Z représente U=CH, N, une fonction N-oxysuccinimide ou maléimide, &t
R'p représente un groupe protecteur des fonctions amines, de preférence
cholsl parmi les groupes benzvie, les groupes ~C{OYOR; aver Ry qu
représente un groups alkyle ou aloénvle de 1 3 12 stomes de carbone ou un
groupe -{CH:aR7y avee RY qul reprdésents un groupe anyle, cycloalkvle au
fluorénvie st m3 qui est 8gal 3 §, 1, 2 ou 3. A fitre d'exemple de groupe R'p
preférg, on psub  cliter e carbobenzyvioxy,  ferbDutylowycarborwd, G-
fluordnyiméthyloxyearbonyl, et allvioxycarbonyie,

Dans cartains cas, également, un compose de formude (1) pourra servir
dintermédiaire dans s préparation d'un autre composé de formule (I}, Clest

notamment e cas des composé de formule (1) dans fesquels GF = ~CO0OH ou
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-, qui pourront 8tre utilisés notamment pour former des composes dans
lesquels B = -CONH- ou ~NHCO- st 'l = 1

Les réactifs de départ sont disponibiss dans le commerce ou faciement
accessibles. les moldcules de formule (1) sont done daccés chimigue
relativement simples, et peuvent &tre obtenues 3 un relativement faible ot
de préparation, powr e domaine technigue considérd,

Les sels des composés salon Pinvention sort prépardés selon des
techniques ben connues de Phomme de Parl, Les sels des composds de
formute (1) selon la présents invention comprennent ceux avec des adides ou
des bases, en fonction des subshituants présents. Ces acides ou bases

peuvent Stre cholsis parmi les acides ef bases mindraux et organigues qui

i3

permettent une séparation ou une oristalisation convenable des composés
de formule (1), ainst que des sels physiologiouement acceptables, dest-a-dire
compatibles aves des applicalions & wie et & i, En tent guaids
approptid, on peut citer  Fadide oxalique ou un adde opliquemant actif, par
exemple un acikde tartrique, un aclde dibervoyitartrique, un adde mandelioue
gy un acdde camphorsuifordgue, =t ceux qul forment des  sels
physiologiquement acceptables, tels que le chiorhydrate, ls rombydrate, le
sulfats,  Vhydrogénosulfate, e dihydrogénophosphate, le maléets, le
fumarate, le Z-naphiniénesulfonate, e para-toluénesulfonate, le mésylate, e
hésviate, Iisotionats. En tant gue base appropride, an peut dter 13 lysing,
Farginios, s mégluming, s béndthaming, 18 benzathine et celles qui forment
des sels physiologiguement acceptables, tels que des sels de sodium, de
potasstum, de calclum,

Comme composés sous forme hydrabde, on peut dter, & e
d'exemple, les semi-hydrates, monohydrates et polyhydrates,

Par solvat, on entend une forme du composé assacie & une ou plusiewrs
molécudes de sohvant, notamment utiisé lors de sa synthése ou lors de sa
purification, sans pouwr awtant &tre en solution dans ce dernier.

Les diffdrents composds de formule (1) selon Vinvention psuvent se
trouver sous toutes fes formes disomdres optiques possibles, dventuslisment

en mélange selon toutes proportions, & moins gull nen soit spécifig
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autrement. Selon un mode de réalisation particulier, les composes selon
Firvention comportant un carbone asymétrique se trouwvent sous uns forme
racémigue, les formes R et § se trowart en proportions sensiblement
égales. Selon un autre mode de réalisation, les composés de formule (1) de
Pinvention  peuvent se  brouver sous une forme  sarichie en un
diastéréoisomére ou dnantiomére, aves un excés diastérénisomérique QU
énantiomérique supdrieur & 80 %, voire méme supdrieure & 35%, voire sous
une forme isomédrinue pure Cest-d-dire aver un excés diastérdoisomeérique
ou énantiomsrigue supsrisur & 99 %,

Les composés (1) pourront &tre isoles sous une Tforme envichie en un
diashirénisom@re ou  énantiomére par les  techriquss  classiques de
séparation : on pourrs utiiiser, par exemple des recristaliisations fractionndes
dhurt sel du racémigue avec un agide ou une base optiquement active dont e
principe est Hen connu ou, e plus souvent, les technigues dlassiques de
chromatographias sur phase chirale ouw non chirsle,

Dans le cadre de linvention, toulss los définilons et modes de
réalisation préféds pour &, B, Xy, Xy, o 88 pourront 8re combingss,

En particuliar, les sondes selon Vinvention préssnteront Pune ou autre
des cargctéristinues suivantes, voire toules les carackeristiques sulvantes |

- Hp=
- soit ¥y = O ot 8B ast un subistrat de ghyoosidase ou glucuronidase et
correspond & un groups ghycosyle Bé par son carbone anoménigue au
reste de ia molécule, ou SE est un substrat destérase et correspond 2
un groupe -CIOIRE aver RI qui représents, par sxemple, un groupe
atkvle de priférsnce de 1 & 20 stomes de carbone, akcénvle de
préference de 1 & 30 atomes de carbons, un groupe henzyle, aryie ou
hétdroarvie, soit Xg = NH &t 5B est un substrat de protéase ou
peptidase st correspond & un groupe peptidyle & par une fonction
acyle portde par son carbone termiral ou par un chalnon latéral,
- R représente LGP avec
o L ol représents, de préférence, —~{Limi-(L3ma-{L'1m'L
avecll=-U0rmicmd=l, mi=sloulatiZ2ai’l
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tels que deéfinis cl-dessus, et notamment L représente -0}
{CHp-L3-avec pouiest égal 3 1, 2, 3 ou 4 et L3 qui est un
groupe riazols et notarnment un groupe 14412, 3-trlazole, ot

o &GP gul est, de preférence, une fonclion By choisle parmi les

fonctions ammonium, carbogdate, suifonate et phosphate et

‘es pohvéthyieneglyrols,
- & est un des groupsments spacifiquement décrits dans fa présente
gdemande de bravet,
Les sondes selon Finvention sont attractives powr plusieurs applications
# haute senstbilité dans les sclences de o vig, et notamment {1} I oriblage
3 hawt rendement dune acthvitd, en particulier d'une activite snzymatique,
exprimés par des oolonies bactériennes sur une plagque gélosee {anglyse de
colonies) 1 {2) a détection /n wiro dlune activitd, en particulier dune activité
gnzymatioue, dans des Houides biologiques (hématologie o autres); (31 s
détection dune activitd, en particulier d'une activité enzymatique, au niveau
diune cellule unique par ovtomélrie de flug (4) g visualisation dune activite,
en particulier dune activitd ersymatique, intraceliulaires dans des cellules
cultivess {microscapie de fuorsscence et micmsm;}%e confocale) ; {5) i
détection histochimique dune enzyme {3 Péchelle tssulairs) © ol dgalement
{6} Fimagerie molécualre i1 wive
Alnsl, les sondes selon la présente invention ont un grand nombre
dapplicalions potenticlies. Les exemples de tellss applications incluent o
conception danalvses sur colonies bactériennes, Celles-¢d sont actuelierment
réalisdes sur une plague galosde {holte de Pelrl) ol jusau’d 3 000 colondes
osuvent &lre distingudes sans avolr & les séparer activement dans des
compartiments séparés comme les puits contenus dans une plague & pults
multiples, I est, par sxemple, possible de concevolr des tests sur
schantiions dinlques permettant identifier parmi un snsemble de lignéss
bactériennes une lignée pathogéne dintérét,
Les sondes sslon Pinvention peuvent servir ausst pour Mmagerie par
fluorescence macroscopigue, Cest-a-dire au niveau d'un organisme entier,

Dang ce cag, la sonde pénélrera dans 18 parol cellulaive powr atteindre
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Pactivitd dintérdt {un stimulus tel gu'une enzyme, un composé chimigue ou

une caractéristique physicochimigue du miliew dans lequel se trouve 1B

sondel.

Les exemples sulvants Hustrent Minvention, mais rfont aucun caractére

5 lfimitatif

Abréviations utilisées

DCM ¢« dichlorométhang
Boc ¢ terbbubvioxycarboxyd
AC 1 acéty

sBu  sec-bubd

EL Syt

DHAD ¢ azodicarboxylate de
diisopropyie

THEF @ Tetrah‘g{:is ofurane
DMF ¢ N N-gimethylformamide
& Déplacement Chirmigque {ppnt
LA ¢ Unité dabsorbance arbitraire
hem © Longueuwr donde d'émission
{nm}
LC ¢ Chromatographie Hquide
£51 : Ionisation par slechrospray
22 Constante de couplage H-H (Hz)
¢ & doublst
dd ¢ doublet de doublet

muitiplet

v o volume

TFA @ acide rfluoroacdtigue
Mea @ méthyt
HOBL @ -hydrovbenzotriazole

HATU . hexafiuorophosphate de 1-
[Ris{diméthylaminoymethyigne - iH-
1,2, 3-triazoiol4, 5-blpyridinium 3-oxyde

TA @ Température Ambilante

AMC : P-amino-dméthyvicoumarine

DCC: Dicyciohexyicarbodiimide
#r ¢ isopropyt
RFU  Unfte de fluorescence arbitraire

Aoy 1 Longuew donde  dexditation
{rum}

RMN : Résonancs maghetious
nucléaire

MS 1 Spectroscopis de masse
Ry« Rapport frontal

3 ; singuiet

s briplet

b o triplet de doublet

br 1 signal slargl
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Anpareilage ytilise pour les caractérisations

Les specires RMN omt &0¢ oltenus & 297K grice 3 un spectromstre
Bruker AVANCE 300 (300 MHz & 75 MHz pour *H et B¢, respectivement) ou
un Bruker AVANCE SO0 (500 MMz & 125 MMz powr M et =
raspectivement).

Les mesures de Masse en basse résolution ont 868 obtenues gréce a un

r

spectromdtre de masse couplé 3 2 chromatographie Hauide AGILENT 1106
5L,

Les analvses par Chromatographie sur Couche Mince {COM) ont ée
réalisées sur des plagues de gel de Siice 60A déposé sur aluminium
{Aldrich).

Les mesurss de Masse sn haute résnlution ont &08 obtenues grace a un
spectrometre de masse MicrOTOFRG 1T, Bruker,

Les mesures de Aucrescence gu d'absorbance ont ét¢ oblenues grace &
un fuorimeétre & plague EnSpive, Perkin-Elmer,

& - Synthéses :

I - Préparation de Uintermédiaire 8, e N-{{4-benrvipiperarin-2-viimethni-2-

chénviacstamide, sous g forme de sel aver Pacide viflucacdiioue

a} Préparation du composé 2: N-Boo-pipérazine

" gﬁt
E ™ BonD ¢ 7
- N
g DGR, TA ‘:%
18h, 81% :
1 2

A une solution de pipgrazine § {14,0g, 100mmol, 2,0eq.} dans du DCM
{300mL) est ajoutde goutts 3 goutte une solution de Boo, O {8,07g, S0mmal,
L0eg) dans du DCM (150mL) sur une période de 3h 3 tempdrature
ambiante {TA) A la fin de Paddition, le mélange réactionne! sst agité & TA
perdant 18k, Le mélange sst ensulle concentré par Svaporation, afin
dobtenir un volume final approximatil de 100mL. Celle solution est ensuite

favde avec une solution aqueuse saturée de NaHCD; (2x100ml) et une fols
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aver de la saumure {(100mb). La phase organigue est séchde aver du
MNaSG,, filrde et dvaporée pour obtenir le compose 2 sous forme dune huile
incolore qui oristallise aved le temps {(7,57g, 40mmol, rendements 8§1%),
H-RMN (300 Mz, COChY: 8 = 3.33 (4, J=5Hz aH), 2.75 (&, F=555 4H),
1.67 {5, 1H), 1.41 {5, oM} ppm.

HC-RMN {75 MHg, CDCL): 6= 154.9, 79.5, 56.3, 46.0, 44.8, 30.4, 28.5 ppm.
MS: ESI [M+HT myfz trouveés 187.3, caloulée 187.3

b} Préparation du composs 3: N-Boo-N'-henzyl-pipérazine

Bon Boc
{{ benzaldéhyds, E\é
Lf" \l NaBH{OALD, O
e Tamis moléculaire 44 Y s
H DORM, 0T 3 T4, 3h Sn
= B8%
3

A une solution du compose 2 (10,00, 57mmol, 1,060, de benzaldéhyde
(5,5ml, 53,7mmol, 1,08q.) e de tamis molérulaire 44 dans du DOM (200mL)
refrofdie & 0°C st ajould en plusiewrs portions du NaBH{DAC: {17,864,
80.6mmol, 1,50} L milieu réaction sst agite & 0°C pendant 1h puis 8 TA
pendant 2h. A 12 fin de la réaction, e malange est filtre of e fillral ast lave
frofs fols avec une solution agueuss saturde de NaHCG: (DUSimL). La
phase organique est séchée aver du Na;BQy, filirdée o évaporés. Le brut
réactionnal est purifié par colonne de chromatographie sur gel de silice
{&luant ; dabord pur DOM puls DOM ¢ MeOH { 95:5 § viv) pouwr obtenir le
compose 3 sous forme dune hulle incolore qui oristallise avec e temps
{12.8g, 46mmol, rendements 86%:).

YH-RMN (300 MMz, COC: & = 7.28 {m, 5H ), 352 {s, M), 3.45 {t, J=5Hz,
4H), 290 {1, J=5H2, 148 {5, 9H} ppm,

BCONMR (75 MHz, CDCRY 5 = 154,90, 13798, 12935, 128,38, 12736,
79.63, 63,18, 52.98, 43,81, 38.54 ppm,

MS: EST IMHT mfz trowvde 277.3, caloulde 277.3

Re = (1,32 {&ther de petrole © acdlate déthyie / §:2 § viv)

L
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¢} Préparation du  composé 4 tert-bubyl  4-benzyl-2-
{hydroxyméthylipipérazine-1-carboxyiate

1Bl P
NN THE, DG, Bmin Doy

N 2. paraformaldéhyde 8

R A0 A TA, 2h b
=0 57% &0
3 4

Dans un hallon préalablement séchd et placé sous atmosphére nerte dargon
ast dissout le romposg 3 (10g, 3.6mmol, 1,0eq.) dans du THF anhydre
{20mlL). Ceile solulion est refroidie & -30°C et e sBull {1,3M dans du
Cyclohexang, 4,2mb, 1,5ea) est ajouté goutte & goulle. Le mélange
réactionnel est agté 8 -30°%C pendant & minutes avant que e
paraformaldahyds (350mg, 116mmal, 3,280} ne soft introdult rapidement
gn une ssule portion. Cette suspension est agitde

327

~30°C pendart
I0minutes, et 1h30 & TA avant d8bre gquenchée grice & une solution
agueuse saturde de NHCH {20mb). La phase orgendgue est séparés ef fa
nhase agususe oub lavée deux fois aver ERO (M:20ml) les phases
organigues sont combinges, séchées aver du NaB0,, filvdes et dvaporées.
Le brut réactionnal est purifié par colonne de chromatographie sur gel de
sifice {&luant ; dther de pdlrols © acditate d'éthyle / 713 [ wiv) pour obtenir ke

composd 4 sous forme dune hulle jaune (63%mg, 2,0mmol, rendement:

N
3,54 {5, 3HY, 3.40 {br s, IH), 304 {d, F=71882 1H), 280 {d, J=8 70 1H),
2334, J=ii &M 300z 1M, 243 (I, J=f16MHs 3.8Mz 1M, 149 {5, OH)
B

BCRMN (135 MHz, CDChLY § = 1553, 137.3, 120.0, 1286, 1275, BL.G,
66.5, 63.1, 55,1, 52.5, 51.4, 41,7, 28.5% pom,

MS: BESI [M+HT mife trouvée 307.2, calculée 307.2

Re = (.28 {éther de pdlrole © acdtate diéthyle / 73 f vivd
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g} Préparation du composé 5: terb-bubyl 4-benzyl-2-{{1,3-
dioxoisoindslin-2-yIméthyipipérazine-i-carboxylate

Boc Boo O
g;é ~ N Fag .r*f :
o S N g . (..r S ~ : -
OH  inalimide, PPhy DIAD, YN N
i,\ N"/ oo i\"%\é -~ f"/‘LN _{’f‘ 4\,\\:‘
£
\ THF, 0°C & TA, 181 N S P
Sy B39, Br
4 5

5 A une solulion refroidie & §°C du compose 4 {1,03g, 3,36mmol, L0eq.), de
triphénviphosphine {1,0%g, 4,03mmgel, {3sq) et de phihalimide {600mg,
4,03mmol, 1,2eq.) dans du THF anhydre (20ml) est alould goulle § goutte
e DIAD {(845ul., 4.03mmad, 1,280.). L2 mélange rlactiormel sst agitd & 0°C
pendant 30min puls & TA pendant 18h. Les volatiles sont évapords ef Phuile

10 résultante st purifiés  par colonne de chromatographie sur gel de silice
{&luant : &ther de pétrole & acdtate déthyle / B2 / wviv) pour oitenir le
composd B sous forme de solide blane {1,20g, 2,76mmal, rendement: 82%}.
H-RMN (800 MMz, CRCEY &= 779 Om, 4H), 730 {my, SHY, 455m, LSH),
4,45 {m, 5.5H), 308 {d, =138 Q.8HY, 375 {d, J=12MHs D4H), 348 (m,

15 4R), 228 {my, 2H), 2,18 Imy 1H) .05 {m, 1H), 108 + 1.03 (3xs, OH) ppm
BO-RMN {135 MMz, (DL J = 1685, 1682, 1679, 155.1, 154.4, 138.2,
134.5, 1341, 1337, 132.8, 1324, 129.0, 1287, 1385, 127.4, 133.7, 1234,
123.3, 79.7, 62.9, 545, 53.3, 50.3, 48.8, 40,1, 38,6, 37.8, 28.4, 27.9 ppm,
MS: BSI IMaHT miz trouvde 436.3, calculée 436.2

20 Re= 0,32 {(éther de péirole © acdtate d'éthvle / 8:2 [ viv)
2} Préparation du composd & tert-butyl 2-{aminométhyil-4-
benzvipipdrazine-1-carboxyiate

B

Boc ) %m
i it )
- it . . WL o~
A R hydrazing AN e \NHE
[ RN i
- G S N

TNT o TN/ B0, refax 180 SR

fn B
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A une solution du composé § {1,20g, 2,76mmel, 1,0eq.} dans VEROH {30mb)
gst ajoutée Vhydrazine monchydrate (620myg, 12mmol, 4,0sq.) &t & mélange
réactionnel st porté & reflux pendant 1Bh. A I8 fin de o réaclion, la
suspension est refroidie 3 TA et est filtrée, Le filvat est dvapord sous
prasston rédufte pour donner un solide qul est re-suspendu dans du DM
{50mL), 8itnd une fois de plus et le filtral est lavé deux fols aver une solution
agueuse saturde de NabC0: (2A0mL) ef une fols aver de b saumure
{50mL). La phase organique est séchée aver du Na;S0;, fitrde et dvaporss
pour obtenir le composd & (B10mg) sous forme dhuile. Ce prodult est utilisé
dans Vétape sulvante sans autre purification,

PH-RMN (500 MHz, CDCRY: & = 235 (mSH), 387 {brs, 2H), 357 (¢, J =
IR2 Hr M), 343 {d, 7= 132 Hz, 1H), 3.07 (dd, F= 131, 7.0 Hz, 1H),
384 {dd, = 131, 7.0 Hz, 1H), 2.81 {m, 2H), 2.10 {m, 2H), 150 {5, 9H)
ppr,

BCRMN (125 MMz, (DUsy & = 155.33, 138,36, 138.76, 138,49, 128,35,
128,13, 137,19, 7974, 62.82, 53.55, 5330, 53.13, 4855, 41.64, 2848,
£1.99 pom.,

MS: EST {MaHT miz trouvde 306.3, calculde 306.2

) Préparation du composé ¥ terb-bubyl  S-beneyb-2-{{2-
phényiacétamidoiméthylipipérazine-1-carboxyiate

%as gkm Q
ANy, Shlorure de phénglacstyle IPEEN N A en
. ok B R
S DICM, 9°C & TA, 8h e
: 43% sur 2 dtapes
gﬁ (3 S‘.’!Q B{";
" ¥

A une solution refrotdie & 0°C du composé & (800myg, 1,96mmol, 1,0e0.) &t
de diisopropyidthylaming (DIPEAY (830ul, 3.0mmol, 1,5eq.) dans du DM
anhydre {(15mb) est abutée goulle 3 goults une solution de chiorwrs de
phénviacstyle (318, 2,35mmol, 1,2eq.) dans du DOM anhydre (S} Le
rmedlangs réactionns! est agitd 3 0°C pendant 30min puis & TA pendant 1h30

A g fin de la rdaction, e mélange est avd Uois fols aver une solution
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aqueuse saturée de NaHC0s {(3x20ml). La phase organique est séchée avec
du NaSQ,., filltrée et dvaporée. Le brut réactionnel est purifig par colonne de
chromatographie sur gel de silice {(Sluant ; Sther de pélrole | acétate d'éthyle
§ 55:45 # vov) pour oblenir le composé ¥ sous forme solide visqueux {(500mg,
1.18mmol, rendement: 46% sur 2 étapes).

H-RMN (500 MHz, CDOCK) &= 7.27 — 7.08 {m, 10H), 612 {s, 1H), 4.08 {5,
1HY 343 - 3.36 {m, 3H), 321 {d, J= 130 Hy, IM), 281 (d, J= 116 Mz,
IHY, 357 (d, J= 136 Hy, 1), 180 {dd, F= 116, 38 Hz, 1M, L83 {d, J=
11.6, 3.8 My, 1HY, 136 {s, OH) ppm.

SORMN (125 MMz, CDChY I = 1710, 137.8, 1351, 120.4, 128.8, 128.9,
128.8, 1284, 1273, 127.2, 80.1, 62.8, 54.3, 53.0, 48.7, 43,8, 41.0, 40.1,
285 ppm.

MS: BSI [M+HT mfz trouvde 424.3, caloulée 4243

Ry = (3,23 {éther de pdtrole : acdtate déthyla / 6:4 § viv)

g} Préparation du composé §: N-{{$-benzvipipérazin-2-yiméthyi)-
2-phénylacétamide, sous Ia forme de sel avec Facide riflucacétique

TFA

Boo & . O

= i . N I
¢ N Tt ~_-Ph E& X [, N~ N.jf \\\\\\ By
- H DCM, T4, 3h W

N 8% N

8n 7 Bn 8

A une solution du composé 7 (500mg, 1.18mmol, 1.0eq.) dans du DCM
{4mL) est ajoutd de lacide wifluorcacsligue {TPA) {(dmi) st le mélangs
réactionnel est agitd & TA pendant 3h. & la fin de & réaction, le mélange
réactionnel est dvapors sous pression réduite, redissout dans du DCM et
Svaporé une nouvelle fois, Cette opération est répétde deux aulres fois.
Phulle résultant est dissoute dans du MaOH et e produit est précipité dans
de FERQ, La suspension st filtrde ot séchde & Falr pour obtenir is compose
8 sous forme d'une poudre blanche (401mg, 0,92mmol, rendaement: 78%:}.

SH-RMN (500 MMz, (050D §= 7.42 ~ 7.22 {m, SH), 3.70 ~ 3.58 {m, 2H},
357 {s, 3HY, 353 - 346 {m, 1H), 341 ~ 336 {m, 3H), 315 {4, F= 113,
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35 Hz, M), 2.98{d, = 113 Hg, 2H), 244 {8, F= 113 Hz, IH), 234 84, J=
11.3 Hz, 1H} ppm.
HCRMN (125 MHz, C0:0D): & = 175.40, 136.40, 130,39, 130.36, 129,70,

12962, 12885, 138,13, 63.15, 56,87, 53.88, 5029, 49,54, 4480, 43.89,
43.74 ppm.

MS: ESE IM+HT mfz trouves 324.3, caloulde 3243

I - Préparation de Pintermediaire 18, le : 4-méthvi-2-oxg-2H-chromaén-7 -y

rarbonochioridats
By Os {‘&T“GH riphosgéne, MaOH{TM g \\,/ \(, SRt \f{ﬂ
\\\\:f \f;‘ \,*‘%ﬂLn FLaTA \\\\ f)\ ff o
; 18k, 825
& W

A une solution refroidie & O°C de triphosgéne (420 mg, 1,4 mmol, 4,7 eq)
dans du DOM {10 mbl) est sjowtes B $-méthyiumbeliiférone 8 (360 myg,
2.0 mmol} en une portion. & cetts suspension est additionnés goulle 3
goutte une solution agqueuse e NaOH M, Liwl, 22 ol Ll egi elle
mélange réactionnsel est agitd & § °C perdant th puis & TA pendant 18h. La
suspension st ensulte Altrée et e solide résultant est lave dewx fols aveg du
DUM et seché & Ialr pour donner enviven 13 mollie de fa masse de composé
10 attendue {202 myg, 0,85 mmol). Le filtrat est alors lové deux fols aveg de
Peau 2t {8 phase organigue est séchde aver du NS0, filtrds st dvaporés
pour donngr une aulre portion de compose 10 {280 myg, 1,0 mmaol) sous
forme dune poudre blanche, Le rendement global de celte rdaction est de
93 %.

MH-RME (300 MMz, CDCLY § = 7.68-7.62 {m, 1H), 7.33-7.19 {m, 2H), 8.31
{s, 1H}, 2.46 {s, 3H,) pom,

R = 0.47 {cyclohexane ; acstate d'éthyle [ 8:4 / viv)
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111 - Prénaration du compose 12 Vhvdrochiorure de d-méthyl-2-oxo-2H-

chromen-7=yl__ 2-{Z-phénviacdtamido) _ methyliplperazine-1-cathonylate
(EXEMPLE I
a) Préparation du composé 11 4-meéthyl-2-oxo-H-chromen-7-yi-4-

benzyl-2-{{ 2-phénylacétamidoiméthyiipipérazine-1-carbo-xylate

TEA
N I3 Ol
o e w“ 3 o PRy b
R e i } i
Ny N N b ot i
H NN X R //\\:.;.f - M PN N ~ Xy
in H R H
Ty - \E i E H
N N
3
S8 . 3 LG, 3 . i
ST %
i } § H 4
N L o3
N Ny

A une solution refroidie & 0°C du composé 10 {(230mg, §,%6mmol, 1,05eq.)
dans du DOM anhydre {10ml) sous une atmosphere inerte d'avgon est
additionnde goutte 3 goulte une solution du composéd § {400mg, §,91mmal,
1.0sa) eb de DIPEA (480pL, 2,73mmol, 3.0eq.} dans du DOM anhydre
{Smil. Le mélange réactionnel est ensuite agité 3 0°C pendant 30min puls 3
Ta pendant 4h. A ls fin de 13 réaction, e mélange réactionnal st lavé trols
fois aver une solution aqueuse saturde de NaHUOD; (b20mb) &t 3 phase
arganiue est séchds aves du Na;S0s, fltrée ot évaporda. Le brut réactionnel
est purifie par colonne de chromatographie sur gel de sifice (Sluant @ gradient
de DOM  MeOM § 9%:1, 98:2, 97:3 / viv) powr obtenir le compose 11 sous
forme dune hulle Incolore {1860mg, §,31mmgal, rendements 33%}

TH-RMN (500 MHz, CDCHY F= 746 (2xd, 7= 8.5 Hz, 1H), 726 - 2.06 (m,
10HY, 7.02 {d, J= 8.7 He, M), 687 (, 7= 74 Mz, 1H), 6,35 {5, 0LBH), 6,13
{br 5, 1H}, 604 {5, O.5H), 433 {5, 0.5H), 4.18 {5, .54}, 4.06 ~ 3.99 {m,
{,5H), 391 {8, J= 13.2 Hy, 1H), 370 ~ 3,61 {m, 0.5H), 3.50 ~ 3.34 {m, 44},
338 {1, F= 136 My, M), 320 - 308 {m, W), 272 (¢, F= 118 He, 1M,
265 {d, F= 118 Hz, IHY, 231 {d, J= 77 Hg, 3M), 213 {dd, 7= 119, 4.0
Mz, 1H), 208 (& J= 11.8 Hz, 1H) ppm.

DCGRMN (125 MHz, CDChY: 6 = 171,23, 160.68, 154.08, 153,82, 15340,
182,76, 18213, 13253, 134.76, 12938, 120,31, 138,90, 138,88, 13844,
12740, 127.34, 12522, 118,141, 11786, 11737, 11724, 11820, 114,12,
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110,29, 11007, 62.83, 54.00, 53.85, 53.51, 52.74, 51.14, 43.78, 40.97,
40.46, 40.37, 18.72 ppm.
MS: BESI IM+HT miz trouvée 526.3, calculée 526.3
Re = .38 {DCM - MaQH § 87:3 / viv)
b} Préparation du 13 hydrochiorure de 4-meéthyl-2-oxo-3H-

chromen-7-yi 2-{{ 2-phényiacétamido}méthylpipérazine-1-
carhoxyiate
C\ O " \\]/ E//,D % *""‘;’\} Pyt "’ ‘\f Q'V{;Q g
\\ e \ N N v \\ H \\ﬂ/‘i Ry Ha (b}, PG (105w \\\ ,’\\ ;‘f M _,-\N,H\v/i;k;j
i H 1.1 Enchioragthans f }’ i
N MeOh, TA, 185, T8% N
H B HCE 12
a‘/ {\(‘/ “? -
\ f.r )

Un hallon contenant une solution du compose 11 {120mg, §,23mmaol,
1,080 ab du 1,1, 2-trichlorpéthane {250, §,25mmal, 1,18a.) dans du MelH
{5} est purgde pendant Smin avec du My, Le PO/T {1086, 3dmg) est ajouts
&t le ballon est de nouveau purgd aver du My pendant Smin, Le mélange
réactionnel ast snsuite agitd & TA pendant 180 sous une atmosphare de He.
A la fin de la réaction, & mdlange est fitrd sur Celita® et le Biltrat est
dvapord sous pression réduits jusgu’d un volume approximatll de 2mb. ELO
gat alors ajoutd pour faire prédipiter le prodult, La suspension résultante st
filtrée of séchée 3 Valr pour donner e compose 12 sous furme dung poudre
Hanche (8%mg, 0.18mmgol, rendemsnt: 78%).

HRMN (500 Mz, D00 F = P80, F= 84 Hy, 1K), 735 ~ 7.07 {m,
FHY, 633 {5, 1H), 4.63 {3xs, M), 433 {3xs, 1%-:5} 3.78 ~ 3.86 {m, 1H), 3.53
{3, 3H), 3.45 - 3.32 {m, 3H}, 3.31 {5, 1H), 249 {5, 3H} ppm.

BORMN {125 MHz, D000 § = 1?5.@}2, 1832.83, 15525, 155.00, 136.46,
130018, 12971, 12809, 12715, 11938, 11803, 11483, 11108, 50.92,
5(.42, 44.39, 44.04, 4375, 38.80, 38.32, 3744, 37.39, 18.72 ppm.

HRMS: CoaMaslaTs IMEHT nyz trouvée 4361858 caloulds 436.1867
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IV - Préparation de Vintermédisire 14, le  Z2-phenvi-N-{piperidin-2-
yimethyliacstamide
i cide phinylacéiqu H i &\EI
e, Z?:g Host g’&\;’“\ N
- DOM. 0G5 TA N i
13 14

A uns suspension dadds phénviacdtigue (1,549, 1L3ramal, 1,0eqd e
JHOBE (1,668g, 12,3 mmol, 1,1 eg) dans du DOM (30 ml) est additionnge
une solution de dicydiohexylcarbodiimide {2,564, 12,3 mmol, 1,1 &g} dans du
DOM {10 mb). Le mélangs résultant est agité 3 TA pendant 30min gvant que
fa 2-{aminométhyDpindridine 13 {Laml, 11,2 mmol, 1,0 eg) ne solt gjoutée,
Le mélange réactionnel est ensuifs agité & TA pendant 2h. La suspension
resulfante est filtrée et le filbrat est lave deux fols aved une solution squause
saturés de NaHCG: (x50 mi). La phase organigue est ensulte exraits
plusieurs fois avec une solution agueuse & 10% de KHPO, jusqud ce que le
pH de B phass aqueuse soit stable autow de pH 3, Du DM {150 ml) est
ensulte ajoutd aux phases agueusss recombinges ot une solution aqususe de
MaDH (3M) est additionnés jusqud ce que le pH de 8 phase agqueuse
attelone pH 12, La phase organigue est soutirde of Iz phase agqueuse basique
gst extraite deux fols aved du DOM (00 mL). Les phases organiquss sont
combindss, séchdes avec du Na:B0,, filtrées et svapordes powr donner e
compose 14 sous forme de solfide blanc {2,075, 8.9mmal, rendemeant: 80%).
H-RMN (200 MHz, COChY): &= 7.83 {m, 5H), 5.80 {5, 1H), 3.57 {5, 2H), 3.25
{m, 1H) 3.04 {m, 3H), 2.59 {m, 2H), 175 {m, 1H), L56 {m, 2H}, 1.32 {m,
4H3, 1.03 {m, 1H) pom.

MS: BESE: [M+HT mfz trouvede 233.3, calculde 233.3



WO 2015/197981 PCT/FR2015/051705

16

15

25

45

Y - Prénaration du composd 18 e d-méthvi-F-oxo-2H-chromen-7-yl 2-{(2~

phénviacétamidoiméthyllpinéridine-1-carhoxyiate (comparalif 1)

[ RO NgPel N

. O S O
‘3\ O\(/Q\ ,u\{/{} g - ii\ i\ ii RN \/ S \\r \;,f“ o =S
LA &/ N Y H N b E
S { Y fan, P S 3
i/“\ P } H DOM, I°0 5 TA, 4530 \f’ e 7R e
e A49% : 1\\)/_,
kh] 14
35

A une suspension refroidie 8 0°C du compose 18 (3%myg, 0, 16mmel, 1,85eq.)
dans du DOM anhwdre (Sml) sous une abmosphérs inerte dargon, est
additionné le compose 14 {2%mg, 0,.15mmal, 1,0=0.) subi par i DIPEA
{85k, §,30mmol, 3.0e0.). Le meélange réactionnel est agité & 0°C pendant
30min et & TA pendant $h & 18 fin de i réaction, e mélange réactionnel est
lave trods fols avee une solution aqueuse saturée de NaHlO: {(320ml) et ia
phase organique est séchée aver du NSO, fltrge st dvaporge. Le brut
réactionnel st purifié par colonne de chromatographie sur gel de silice
{Sluant ; gradient de DOM @ MeOH / 99:1, 882, 97:3 / vy} powr obltenk fe
compesg 1% sous forme dlune hudle incolore (35mg, 0.31mmol, rendement:
54%),
H-BMN (500 MMz, CDCh): & = 7.49 (s, 1H), 7.30 ~ 7.04 {m, SH}, 7.04 ~
688 {m, 2H), 6,16 {5, IH), 550 (5, 1H), 948 ~ 423 {m, 1H, 403 {d, J=
S Hr, 1H), 382 {5, 1M, 3,64 ~ 3.27 {m, 3H), 312 {5, 1M}, 235 {5, 3H),
137 - 1,36 {m, &H) ppm,
YO-RMN (125 MHz, CRCRY: § = 171.42, 180,73, 154.14, 153.99, 153.83,
182,12, 13482, 128.75, 12936, 129.00, 18838, 13735, 136,75, 14519,
11814, 117.32, 114,30, 11034, 5351, 51.08, 5093, 46,73, 43,068, 41.28,
40,83, 40.64, 3953, 38.94, 31.68, 26,53, 25.28, 24.38, 33.04, 18.09, 18,76
G
HRMES: CoshaaMaNals IM-NaT™ myz trouvée 4571734 caloulée 4571734
Re = (127 (DM« MeDH 7 98:2 7 viv)
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VI - Prénaration de lintermédiare 19, le{$-benzvininérazin-d=-vDiméthyl

gctanoate sous ia forme de sel avec Vacide wifluoroacetiaue

a) Préparation du composé 17 : chlorure dfoctanoyle

Y chiorure thionyle E}
.')‘:\\Jfﬁ - \\f/‘ ~. o A \ P e \\ f, o ff\\\
ro relfur, T &
15 87% -
& de Vacide octancique 18 (10,0g, 8S%mimol, 1,0eq.) est additionné goutte 3

goutte du chiorure de thionvle (S0mb, 410mmol, 8,0eq.). Ce mélange
réactionnal est ensulte portd & reflux pendant 2h, puls refroidi & TA et les
yolatiles sont évapordés sous pression rédufte. Lhuile résultante est reprise
dans du DOM et la solution sst & nouveau dvaporge, (ette procsedure st
répstde deux fois supplémentaives powr oblentr s composd 47 sous forme
dun figuids faune trés odorant {11,0g, éﬁ;?mmai‘f rendement: 97%).

H-RNB (300 MMz, CDCHY = 287, 7 Mz, M), 170 (g, J= 73 He,
2H), 142 ~ 1.23 {m, 8H), 088 {t, J= &6 Hz, 3H) ppm

MOORNM 78 MHz, CDOY § = 173,88, 47.23, 31.84, 28.85, 38,51, 2530,
2265, 14.11 ppm

b} Préparation du composé 18:  terb-bubyl  d-benzyl-3-
{{octanoyioxyméthylipipérazine-1-carboxyiate

Boo Boe E
J&-\ ANy ,»N N PNt NN
v OH 17, EtgN YT 0T YT T
N /‘} ‘: i\\ »"s
N DOM, 0°C & "m: 3 B
Bn 8n 18
4

A une solution refroidis & 0°0 du compose 4 {B00mg, 3,73mmal, 1,0eq.)

de widthviamine (FBOUL, 5.8mmal, 1,50, dans du DCM anbydre {10ml) est
additionnés goutte 3 goutte une solution du composg 17 (667mg; 4, lmmol,
1.1ea.) dans du DOM anhydre {Smb). Le meélange réactionnel est agite & 0°C
pendant 30min puis & TA pendant 2h30. 1 est ensuite dilué avec du DOM

{35mL) et lavé une fols gvec une solution aqueuss saturée de NaHl(Oy
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{50mL), une fols avec de Teau (30mL), une Tois aved une solution agqueuse
dHO (IM - 50mb) et une fols aver de la saumure {(SOmi). Ly phass
orgarigue est séchée avec du Na S50, fillrée et évaporee. Le brut réactionnel
est purifie par colonne de chromatographie sur gel de sifice {DCM pur, puis
DCM : acdtate d'dthvie [ S0:10) powr obtenir A8 sous forme dune huile

jaune {(710mg, 1.64mmol, rendement © 44%).

H-RMN (500 MHz, CD:0DYE & = 7.34 — 7,16 {m, 5H), 4.39 ~ 4,18 {m, 3H),

3BE{s, IHY 3B3{d, J= 131 My, IH), 337 {d, F= 131 Hz, IH), 3.08 ¢, J

= 113 Hg, IHY, 377 {d, F= 115 He, 2H), 230 (0 J= 7.6 He, 2H), 214 ~

1,95 {m, 3HY L0 — 149 {m, 2H), 144 {5, M), 125 (s, BHL, OB7 (8, J =

&.4 Hz, 3H) ppm.

BrpMn (125 MHz, CD:0D): & = 173.72, 154.91, 138,16, 128.93, 128.42,
127358, 7997, 62,83, 6156, 53.10, 52.83, 3436, 31.80, 29.35, 29.04,

38.52, 24.95, 22.73, 14.20 ppm.

MS: BST: IM+HTT myz rouvée 433.3, calculée 4333

¢} Préparation du composé 19 {d-benpyipipérazin-2-yiméthyl

octanvate sous la forme de sef avec Vachde triffusroacétigue

TFEA
Ejac o _ 4 3
g N \\{fﬂ\GIJS\\’f}\vff\\~fﬂ\\\ -————-———-—————&v,?a“A -~ W ~ f"’\‘g‘/ﬁ\\vr N NN
[ i DOM, TA, B L ]
- Szé' guantitatif N7
Sy 1@ Br 1%

La procédure utilisée est la méme que celle déorile powr I8 synthése du
compose 8, mals en ubifisant le cormposd 18 (F00myg, 1,62mmol, ,.0eg.) dans
du BOM {(Smb) et du TRA (Gl powr donner le composd 18 sous forme
gd'une poudrs blanche (F75%mg, rendement: quantitatif),
HA-RMN (500 MHz, CB0DY F= 741 - 7.27 {m, 5H), 430 {dd, 7= 125, 3.8
7 AHY, 422 {dd, F= 125, 64 Hy, M), 370 - 383 {m, 1H, 3406 {d, J=
13.2 Hez, 1HY, 328 - 3,12 {m, 3H), 471 {t{i F=1232,132, 2.6 Hz, M), 2.61
{t, F= 118 Hz, 1H), 238 {t, J= 7.5 Hz, 3H), 1,66 ~ 1.53 {m, 2H}, 130 {5,
BHY, 089 {4, F= &7 He, 3H} ppm
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CRMN {125 MHz, COLODY 3 = 174.57, 162.06, 16177, 135.40, 130.95,
128.86, 126.82, 118.70, 11640, 62.75, 68255, 54.98, 52.20, 49.86, 43.97,
34,47, 32.84, 30.13, 30.07, 25.72, 23.65, 14.38 ppm,
MG: BESE [M+HTY myfz trouvée 333.3, caloulde 3332

Vil-  Préparation du compose 2%, 1 hvdrochlorure de S-méthyl-2-oxg-2h-

chramen-7-vl__2-{octanovionmétinlinipérazine-1-carboxviate  (EXEMPLE
b))

a) Préparation du composé 20: 4-méthyl-2-oxo-2H-chromen-7-yi 4~
benzyl-2-{{octanovioxy iméthylipipérazine-1-carboxylate

La procédure utilisde sst la méme que celle déorite pour la syrthése du
compnsé 11, avec le composé 18 {400mg, 1,67mmal, 1,0eq.), le composé
18 (750mg, 1,67mmol, {,0eq.) et la DIPEA (880U, 5,0%mmad, 3,0eq.} dans
du DOM anhvdre {20mL). Aprés chromatographie sur gal de stlice {éther de
pétrole 1 acdtate dsthvle  7:3 7 viv), on obtlent e composé 20 sous forme
d'un solide incolore {180mg, 0,36mmol, rendements 23%).

HLRMN (500 MHz, COROD): = 7.52 (d, 7= 86 Hz, 1H), 7.24 - 2.18 {m,
1M}, 7.11 — 7.00 {m, 2H), 6.18 {5, 1H), 4.57 — 4.38 (m, 2H), 4.37 (s, 1H),
4,08 - 3,95 {m, 1H), 3.54 {d, J= 13,1 He, IH), 339 {4, 7= 13.0 Hz, 1H),
3234, F= 119 He, O.5H), 283 {d, F= 113 Hz, 2H), 236 {3, 3H), .21 ~
240 {my, 3H), LES ~ 143 {m, 2M), 126~ 112 {my, BH), 487 ~ 075 {m, 3H)
opiT,

BOopdN (125 Mz, COR0DY & 173.46, 18056, 154,10, 153,82, 152.88,
1R2.00, 13785, 12876, 12835, 12729, 12517, L1811, 117.80, 11739,
13418, 110.25, 110,05, 8257, 61.57, 61.28, 52.75, 53.64, 5116, 50.57,
41,02, 40.21, 34.13, 31.58, 20,03, 28.86, 2476, 22.54, 18,65, 14.03 ppm.



WO 2015/197981 PCT/FR2015/051705

10

15

20

50
MS: BESD IM+HTT oy trouvée 535.3, calculde 535.3
= (.26 {&ther de pétrole @ acétate d8hyle / 7.3/ viv}
%3} Préparation du composs 21 hydrochlorure de 4-méthyl-2-oxo-
2H-chromen-7-y1 2-{{octanovioxyimeéthylipipérazine-1-carboxylate

DB a0 .0 [e NG Ol
T { Sy o Hp{latm) PG 018 Y 1 \." *{ o
i NI A
N /_fq\( ey R N 11 2dehioradthiang \§/$\,, RN R TNIE P
H N "~ o .
T P MelIN TR, 18 | {
e e g
b B3 i o
§ H 2t
7Ry FHCE
i _‘._{.-s

La procédure utifisée est fa méme gue celle déorite pour la synthése du
compose £23, aved lg composs 28 {(180mg, §8.33mmol, 1,0eq.), du 1,1,3-
trichiorpéthane (37ul, 0,3%mmal, 1,18a.), du PG/C (38myg, 20%w) dans du
MaOH (Sml) powr oblenir e composé 21 sous forme d'une poudre blanche
{95mag, §,20mmo, rendement: $15%)

HRMN (500 Mz, COODY &= 782 {d, 7= 86 Mz, 1M}, 732 - 713 {m,
2HY, 6.34 {5, THY, 487 {5, M), 443 ~ 4232 {m, 3H), 3.53 {d, J= 134 My,
SHYL 345 {d, J= 117 He, 3H), 326 {5, M), 249 (5, ML 338 (L, I= 75
Mz, 2HY, 157 (s, 2H), 136 {dd, J= 287, 210 He, SH), 084 {8, J= 68 Hy,
MY pom

BoopMn (125 MHz, CD:0DY F = 17484, 16251, 155.27, 15496, 154.90,
154,05, 127,20, 11925, 119,06, 114,87, 11101, 61.14, 43.894, 43,50, 34.83,
32.80, 30,17, 30.07, 2589, 23.63, 18,67, 14.35 ppm

HEMS: CoabhaafoDs TMEHT mfz trowde 445.2318 calculée 4453333
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VIIT - Préparation du compose 22 Padde d-fa-{{{4-methvi-2-oaa-2H-

chromen-7-vhioyicarbori-3-{ {octanoyvimn iméthwhoinérazin- Lyvithutane-1-
sulfonigue (EXEMPLE )

1ERDAR, Nabilly fae}

2 Butane sublons,
THE reflux 480
A

A une suspension du composé 21 (2%mg, §,052mmal, 1,0eq.} dans Vacstate
'éthde {10mL) est ajoutde une solution aqueuse de NaMCD (1M, 10mi) e
phase organique ast soutirde et la phase agqueuse sst lavde trods fols avec de
Facétate déthvie (3x10mL), Les phases arganiques combindes sont séchoes
aver du Na;SQs, filtrées ot dvaporéss powr donner une huile incolore, Celte
huile est dissoute dans du THF ardhwire {(2,5mb), =t de I3 butane sultone est
ajoutde {2 gouttes) et le mélange réactionnel est chauffe a reflux pendant
48h. A la Bn de Iz réaction, # est diue aveg du THF (2,5ml) of de PELO
{Smbl) ef de Feau est ajoutée {10mL). La phase aqueuse est séparée et
ophilisée powr donner e composé 22 sous forme d'un solide blanc trés
fvaroscoptgue {13mg, §,023mmol, rendement: 43%).

HA-RMN {500 MHz, C0N0DY 8= 772 {8, F= 8.6 Hz, IH), 721 - 7.03 {m,
2HY, .23 {d, F= 1.1 He, 1H), 459 {5, 1H), 438 - 4,12 {m, 2H), 3.62 ~ 3.29
{m, 4H), 3,12 ~ 2.83 {m, 3H), 280 {, J= 6.9 Hz, 3H), 2.42 ~ 2.35 {m, 3H},
2.29 ~ 217 {m, 2H), 191 - 173 {m, 4H), 147 {5, 2H), 1.25 - 098 {m,
10H), 074 {3, J= 6.8 He, 3H) ppm,

BCRMN (135 MHz, CD0DY § = 16254, 15530, 155.02, 1584.93, 127.33,
119,30, 118.88, 114.88, 3488, 3283, 3024, 30.10, 3593, 23.67, 23.24,
18.71, 14840 ppm

HEMS: CoatlaaNaNales [MeNal® miz trouvée 603.2339 calculde 603.2347
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X - Préparation dy composd 27 e d-méthyl-2-oxo-3H-chromen-7-vi 2

{{octanovio imsthyvhipipgridine-L-carhoxviate {comparalif 2}
a) Préparation du composé 24: N-Boo-2-{hydroxymeéthylpipéridine

\ oo

A N
s Boo, 0 N
N B - i

d DM, 070 & TA, 3h30 it
=3 £8% 24

& une solution refroidie & 0°C du composé 23 {8g, 43mmal, 1,0eq.) dans du
DOM 20mL) est ajoutée goutte & goutte une solution de BooD (6,5,
$7mmol, 1,180.) dans du DCM {10mb) Le mélange réactionngl est agité a
3°C pendant 30min, puls & TA pendant 3h. I est ensulte dilué aver du DOM
{30mL) of wvé une fols aver une solution agueuse saturde de NaMCO;
{3xR0mL). Lo phase organigue est séchés avec du NasSQs, filtrée et
avaporde pour obtenir le composé 24 (5,02g, 28mrmgl, rendement: 65%)
sous forme dun solide jaune,
HORMN (300 MHz, CDC) & = 436 ~ 422 {m, 1H), 38 {d, F= 123 Hg,
1HY, 388 ~ 375 {m, 1M}, 3.67 — 353 {m, 1M}, 287 4, J= 123 He, 1M},
200 {brs, IHY, L73 - 1.82 (my, 4H), 1.5 ~ 1.38 {m, 11H} pom.
BCRMN (PS5 MHz, CDCh) § = 15843, 79.92, 6186, 52.68, 40114, 2857,
35,38, 25.35, 18.76 ppm.
) Préparation ghu COmpose 25 M-Boo~ 2~
{{octanovioxy néthylipipdridine

&}e:ec 8 {3

N e AN g \ ‘‘‘‘ - -
{,-f- \], C}%"i "i'?' Etgp‘j ]l ("3 — \\'/ \‘\.\‘/ \\

S DOM, 0°C & TA, 2h

] uam;*‘aﬁf
24 i

& une solution refroldie & 0°C du compose 47 {8,0g, 37,8mmol, 1,0sq.) el de
tridthyvlamine {8mi, 42mmol, 1,5sq.) dans du DO sec (40ml) est ajoutee
gouwtte & goutte une solution du composé 24 (5,0g, 30 6mmol, 1,1eq.) dans
du DOM see (20md). Le mélange réactionng! est agité 3 0°C pendant 30min
2t & T4 pendant 3h. I est ensuite dilué avec du DOM {40l et lové une fols
avec de FHC 1M (100ml), une fois aver de Veau B30mL), uns fols aveg
NMaOH 1M {(100ml), et une fols aver de 3 ssumwre {(100mL). La phase
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organique est sechée avec du Na;80,, filtrée of évaporée a sec powr donner
e composeé 28 (8,82g, rendement guantitati® sous i3 forme dun liquide
jaune utilisé sans autre purification,

PH-RMN {300 MHz, CDCh) & = 4.40 (s, 0.6H), 4.26 — 4.11 {m, 0.9H), 4.10 ~
3.99 {m, 1.3H), 3.99 ~ 3.80 {m, 0.8H), 3.76 ~ 3.64 {m, 0.2H), 3.59 - 347
{m, 0.3H), 2.886 ~ 2.65 {m, O.8H), 248 {5, 0.2H), 2.37 {{, J= 2.5 Hz, B.2H),
220 (T, I =78 Hg, 2H), 1.68 ~ 143 {m, 6H}, 143 - 1.30 {m, 8H), 1.30 -
108 {m, 10H), .80 ajﬁ, J= 58 Hz, 3H) pom.

DOGRMN (75 MHz, CDCL) & = 17377, 15515, 79.54, 61,71, 34.38, 31.75,
29.21, 38,99, 238,52, 25.50, 25.35, 24.98, 23.67, 18,42, 14.13 ppmy.

£} Préparation du composé 26 pipéridine-2-viméthyl octanocate
sous la forme de sel avec Vacide trifluoroacétique

FFa

Bog Q & 1%
- ?‘a\( P {}/‘\\\ e N TEA l/ Y - \,{;} N B NN Ny
{ ) ng T h ] i
\\‘,/‘ 28 DQM, HEC ] AN 55

B8%

La procddure ubifisde est i3 méme que celle déorfte powr fa synthése du
composd 8, mals en utilisant & composé 28 (F00mg, 1,82mmol, 1,0eg)
dans du DCM (3mb) et du TFA {3ml) powr donner le composd 26 sous forme
d'une poudre blanche (810my, 2,56mmal, rendement @ 88%).

HH-RMN (00 MEz, CDCRY 8= 893 (s, 1H), B.25 (s, 1H), 4.58 {d, 7= 5.4 Hz,
GUIHY, 4.32 {d, J= 3.4 Hy, Q3HY, 4.28 (0, J= 34 Hz, 0.8H), 433 - 4.07 {m,
1), 350 {4, J= 137 Mz, 1H), 3.43 ~ 325 {my, IH), 303 - 2.83 {m, 1H},
2,30 {t, F= 7.8 My, 1HY, 206 ~ 1486 {m, 8H), 139~ 117 {m, OH), 087 ¢4, J

1’3{3‘»&&’3?\5 {?5 MHz, CDCHY 5 = 174.81, 151.67, 117.80, £3.67, 56.40, 45.11,
33.69, 31,71, 39.06, 28.95, 35,16, 24.67, 22.66, 22.06, 21.97, 14.10 ppm.
MG ESD MHHT mfz trouvee 241.2, caloulde 241.2
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) Préparation du composé 37 4-methyl-2-oxo-2H-chromen-7-yi 2-
{{actanovioxyimsthyiipipéridine-L-carboxyiate

TFA
e O
# 9 . PP O Q
,NV PR /"';\ AN Ny ?8 5?‘?’25?{” H i i H
e 8] s P NP ~ l\\\\ )\«\ L M . /l: -~ -~ -~

e o - - e o IR Y - " . .

i DOM PG ATA, Bh b { Q7 T e
g 28 455 | i

R S 27

La procédure utifisds est o méme gue celle déoite pour fa synthése du
compose 11, avec e composé 10 {(18%0mg, §,78mmul, ,0sq.) e composé
26 {285mg, §,79mmol, 1,08q.} et iz DWPEA (700U, 3,95mmol, 4,0eq.) dans
du DCM anhydre (10mL). Aprss chromatographie sur gel de silice {&ther de
pétrole & acdtate déthyle / 75:25 / viv), on obtient le composé 27 sous
forme dune hulle incolore {150mg, §,34mol, rendement 43%).

H-RMN (500 MMz, OO 8= 7.57 {d, J= 8.8 Hz, 1H), 7,18 - 7.05 {m, 21,
6.24 {5, 1M}, 4.68 {5, 1M}, 441 (L, J= 89 M, 1H}, 432 -~ 4,10 {m, 2H}, 3.13
(hr s, Q.5HY, 208 {r s, OUBH), 2,43 {5, 3H), Q2B {4, J= 6.8 Hy, 2H), L85 ~
1.66 {m, 4H), 1.85 ~ 1.50 {m, 4H), 1.24 {br s, 8H), 0.84 {t, 7= 6.6 Hz, 3H)
R,

BCRMN (125 MHz, CDOWY F = 17377, 160,82, 15433, 154.26, 153.29,
152,13, 13523, 118.25, 11739, 11431, 11039, 61.67, 50.35, 50,00, 40.8%,
40,08, 3437, 3075, 38,22, 20403, 25.81, 25.12, 24.99, 23,70, 18.32, 18.85,
1417 ppm.

HRMS: CasblnNNaGs [MeNal™ miz trouvee: 4866.2179 calculde 466,200

Re = 0.34 {&ther de pélrole | acétate diéthyle § 75:25 f viv)

X ~ Préparation du compose 31, e 4-mdthyl-2-oxa-2H-chramen-Fy 4-{3-{1-

{3-£2-02-méthovdthoxy ihoxyigthvi-1H-1,.2 3-trezob-4-vlipropanoyii-2-({2-
shemnviacétamidoiméthvlinipdrazine-1-carboxyiate (EXEMPLE 8)

a} Préparation du coOmpose 8, I-arido-2-{3-{2-
méthoxyéthoxyéthoxy éthane

O -\V‘f’\\ax"\ O .r*'\\GfTS Nawa

N VT W

-~ G“\.,ff\\o“f\\\/"o‘\f’ e M*:«‘
k&

ORF, M0, 70°C 18h
8 £8% 28
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A une solution du composé 28 (2,0g, §,28mmal, 1,0eq.) dans un meélange
DMF {(15mL) et eau (8ml) sst additionné le Nal; (2,04g, 31,40mmol, 5,0eq.)
en une portion, Ce mélange réactionnel est ensulte chauffeé & 70°C pendant
18h. Les volatiles sont ensulte dvaporés st e solide résultant est repris dans
Facétate déthyle (S0mL) La suspension est filtrée et le filrat est lavé deux
fois avec une solution agueuse saturde de NaHCGH {2x50mL), puls une fais
aver de 1a saumure (S0mL). La phase organique est séchée avec du Na 804,
filtrde ot dvaporde powr donner le composd 2B sous forme dune hulle
incolore {(820mg, 4.33mmol, rendement | 68%:).

M-RMN {300 MMz, CDCh) § = 388 ~ 3.57 {m, 8H), 3.55 ~ 3.48 {m, 2H),
3.38 ~ 3.33 {m, SH} ppm.

BCRMN (75 MMz, CDCR) & = 7194, 7071, 70.68, 70.63, 7005, 59.04,
56.6% pom.

Ry = .56 {&ther de pétrole © acélate déthylef 151§ viv)

b} Préparation du composé 30, $-méthyl-2-oxo-2H-chromen-7-yi 4-
{ pent-d-ynovl}-2-{{ 2-phénylacdtamidoiméthyllpipérazine-1-
carhoxyiate

s

N
e
>

A une suspension du composé 12 {(50mg, §,106mmol, 1,08q.), dackie
pentynolaue {(12myg, §,117mmol, Lleg) et de HATU {46mg, §,117mmal,
1,180 dans du DOM anhydre (Smb) sous atmosphére narte dlargon, est
additionnés s DIPEA {424, 0,240mmol, 2,2eq.) &t le mélangs réactionnel
sst agité & TA perdlant 2h30. A fa fin de I réaction, le médlangs réactionnel
ast dilud aves du DOM (20mb) ot lave deux fols aver une solution agueuse
saturde de NaHCOy (2x30ml) ef une fols avec de iz saumure (30ml) La
phase organique est séchée avec du Na;S0,, fitrée et dvaporge. le brut

réactiornel est pwifid par colonne de chromatographie sur alumine nautrs
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{Ether de pétrole ¢ Acébate dthwvle § 1:8 7 viv) pour obtenir e composé 30
sous forme d'ung hulle incolore {80myg, rendement: guantitatify.
MLRMN (500 MHz, CDCH) & = 7.5% {dd, F= 148, 8.6 Mz, 1H), 736 - 737
{m, 2H), 7.37 — 7.21 {m, 3H), 7.21 - 7.02 {m, 3H), 673 - 6.45 {m, 1H),
6.32 — 6,04 {m, IH), 467 ~ 435 {m, 3H), 317 — 3.6% {m, 3H), 3.66 - 3.47
{m, 3H), 345~ 318 {m, 3H}, 318 - 2.89 {m, 2H), 2.81 {5, 3H}, 274~ 263
{m, 1H), 2.80 ~ 2.47 {m, 3HY, 2.84 {5, 3H), 2.30 {s, 1H}, 213 ~ 1956 {m, 1H}
pRm.
BCRMN (125 MHz, DO § = 17152, 171.36, 170,69, 17037, 170.27,
16573, 160.62, 154.03, 153,52, 158333, 158478, 15216, 13478, 134.65,
128,33, 12897, 12888, 137.33, 137.21, 135835, 117,97, 117,58, 117245,
114,33, 114,22, 11038, 11016, 83.33, 83405, 69.34, 88,03, 53.52, 51.33,
45,59, 45,20, 45.03, 43,63, 42.37, 42,19, 4121, 40,48, 40.19, 39.98, 38.6%,
3805, 37,50, 31,77, 1874, 14,65, 14,36 ppm.
MG BSI IMEHT mfs rouvée 515.3, calculés 5182
Ry = (.20 {éther de pébrole | acétate éthyde/ 1.8 / wiv}
o} Préparation du composé 31, 4-méthyl-2-oxo-2H-chromen-F-yi 4-
{ 3-{ 1-{ 2-{ 2-{ Z-méthoxyéthoxy ethoxy }éthyl1H-1, 2, 3-triazol-4-
yiipropanoyl}-2-{{ 2-phenyiacitamido méthyilpipérazins-1-
carboxyiate

B

8, CuBiOy BH3

E HE v sscorbate de sodhun
j A 0] N P N o
3 - TER - H,O {318, TA, 2h
N 28 SRR
by 4%

A une solution du composé 30 {30mg, 0,058mmad, 1,0eq.) et du composé
28 (Z4myg, 0,128mmol, 2,28q.) dans un mélange DOM {(Iml) et eau {Imi}
sont additionnés le CuSQ.5HO (Omg, §,0dmmol, §,5eq.) e Vascorbate de
sodium {16myg, 0,08mmol, 1,280} en une portion. Ce mélangs réactionnel
est ensuife agitd & TA pendant Zh. A & fin de la réaction, l& mélange
réactionnel est ditué avec du DCM {10mL) st de Pfeau {10mb). La phase
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orgarigue est soutirée et la phase anqueuse sst lavée trols fois aver du DOM
{3x10mL). Les phases organigues combinges sont séchees aved du Nax;S0,,
filtrées of évaporées. Le brut réactionnsl est purifié par colonne de
chromatographie sur gel de sltice {&luant : gradient de DCM @ MeOH § 100
0, 0901, 98:2, 9703, 86 1 4, 951 8 { v} pow domner le composé 31 sous
forme d'une poudre blanche (18myg, §,027mmol, rendement 1 48%).
HE-RMN (500 MHz, CDCRY &= 7.86 {5, 0.25H), 747 {m LBH), 732 - 6.94
{m, 7HY, 6.61 {5, Q.2H), 6.21 {m, , 1M}, 5.86 {5, 03H), 4.73 {5, 0.235H), 4.55
~ 4,17 {m, 3H), 4.01 - 3.69 {m, 45H), 3.65 — 381 {m, L5}, 358 - 350
{m, 6§5H), 350 ~ 338 {m, 3H), 331 {d, F= 54 Hz, 3.5H), 3.26 - 255 {m,
6.5H3, 2.36 {5, 3H, 1.74 {5, 1M} pom,
BO-gMN (125 MHz, CDCR) & = 17266, 17154, 170.71, 160.77, 154.23,
153.64, 153,93, 152,10, 13549, 13496, 13470, 13942, 13203, 13885,
137.35, 127,14, 135.36, 12385, 118,17, 11760, 11442, 11045, 72.04,
7064, 6258, 6721, 5918, 5127, 5071, 5023, 45.48, 45,21, 4477, 4408,
4388, 42.43, 42,23, 41,15, 40.55, 40,24, 40.00, 38.38, 3812, 3773, 3742,
32.04, 31.66, 20,81, 38.81, 21.34, 20.57, 18.88 ppm.
MS: ESD [M+HTT myfz trouvde 704.5, calculde 7043

= §,30 {00M - MeDHY 955 fvivd

¥I -~ Préporation de Vinkermédiaire 34, N-{{d3-{pent-dynovhioiodrazin-2-

viiméthyD-2-nhénviscstamides sous forme de sel avec acide trifiuoroacsticue
&} Preparation gy COmMmposd 32, terb-hutyi 2-{{ 3~

phénviacétamido imdéthylipipérazine-L-carboxylate sel
d'hydrochiorure

N~ M Hy (Tatm.), PAC (10%w) P N

[’ L B 1.1, 2-trichioroéthans { R
N . MaOH, TA, 18h, 78%

Bn ToHG a2

La procédure utilisée est o méme gue celle déorite pour la synthése du
compose 12, aver g composs ¥ {(805mg, L53mmel, Lieg), du 11,2-
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trichloroéthane {161l 1, 70mmal, 1,1eq.), du P/C (13 1myg, 20%massiqus)
dans du MeUH {30ml} pour obtenir le compose 33 sous forme d'une poudre
banche {430my, 1,186mmol, rendementy 76%:).

Y-RMN (300 MHz, CDCH) &= 7.43 - 7.15 {m, BH), .25 (5, 1H), 4.47 - 4.15
{m, a4}, 4.00 - 357 {m, 2.7H), 3.52 {d, 7= 2.9 Hg, 2H), 3.33 {m, 078},
328 ~ 2.85 {m, 28H), 268~ 2.28 {m, 4.5H), 2.00 {d, J= 84 Hz, 1H), 147
{s, 9H} ppm.

VO-RMN (F5 MHe, CDCKY J = 17153, 17133, 170,51, 17026, 16570,
154,91, 134,84, 123922, 12892, 12878, 127.26, 12748, H3.36, 83.0&,
80,81, 69.19, 68,90, §3.49, 49.97, 45.37, 43,60, 42.10, 41,33, 3177, 31.88,
28,28, LSS, 14,29 ppm.

MS: BESL [MHT mife trouvee 333.3, caloulés 33322

b Préparation du compose 33, tert-butyl 4-{pent-d-ynovi}-2-{{2~
phényiscétamidoiméthylpipérazine-1-carboxyiate

Boc Q = 0\ snide pentynoiqus, oo g E’ EJ
N e A HATL, iPro BN R N \T,,««\Nx“f\f S
> H DOM, TA, 2430, [\_ . A

Mo e P Guanditatly ,w\\\ﬁ 2%

i
o
o
.ﬁ"

*.;}‘\

A une suspension refroidis 3 0°C du composd 32 ($10mg, L 1lmmol,
1000, dadde pentynoique {(122mg, 1.23mmol, 11leg) et de HATU
{(473mg, 1,223mmol, 1,1eq.) dans du DCM anhydre (30mb) sous atmosphere
ingrte dargon, st addiionnés s DIPEA {3954, 2 35mmnl, 2 2eql et le
mélange rdactionnal est agitd & 0°C pendant 15min, puis & TA pendant 2hi5.
A la fin de la réaction, le mélangs réactionng! est diiug avec du DM (20mL)
at lavé deux fols aver une solution aguauss saturde de NabOO; (3x50mL) e
une fois avec de la saumure {50mL). Lo phase organigue sst séchés aver du
Na&(,, filtrde of dvapores, Le brut réactionnel est purifié par colonne de
chromatographie sur alumine neutre {éther de pdirole : acdtate d'éthyle /
15:85 { viv) pour obtenir le composé 33 sous forme d'un solide legérement
faune {852mg, rendement: quantitatify,
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LEMN (300 MMz, COCH) = 7.43 - 7.15 {m, 5H), 6.25 (5, 1H), 4.47 ~ 4.15
(rm, 2H), 4.00 — 3.57 {m, 2.7H), 3.52 (g, F= 2.9 Hz, 2H), 3.33 (m, 0.7H),
3.28 —~ 2.85 {m, 2.8M), 2.88 — 2.29 {m, 4.5}, 2,00 {d, J= 84 Hz, 1H), 147
{5, 9H} pom.

BORMN (75 MM, COOW & o= 17153, 17133, 17051, 170,26, 16570,
154.91, 134.84, 12922, 138,93, 13878, 147.2%, 127.08, 83.36, 83.06,
BLB1, 69,18, 68.80, 5389, 49.97, 4537, 43,60, 42,10, 81,33, 31.77, 3189,
28,29, 14.55, 14.29 ppm.

MSEST [MAHT mfz rouvee 413.3, caloulde 413.2

Re = {1.29 {&ther de pdtrole ; acélate déthyle/ 228 / wiv)

¢} Préparation du composé 34, %u{{%w{mntnﬁwmay%}gﬁg}émﬁw}*
yiimsthyl-2-phényviacétomide sous forme de sel avec Facide
trifluoroacétigue

“ N S T f\% - \‘\»’J‘\)\\\/ - ”{‘F"s\ - M N N . \\\x g \\i\\/ g
W e |
N~ . DOM, TA, 3h N y
B8%
[ -~ ’g«“{:} - ’.«‘E(\\\ {:}

o
-"":»'
gl

La ;:&mcéiiwe utilisde est b méme que celle dégrite powr 1B synthése du
composs 8, mals en ulilisant le compose 33 {850mg, 1,33mmol, 1,080}
dans du DOM (Sml) et du TFA {5mb) powr donner le compose 34 sous forme
d'une poudre blanche {(500myg, 1,17mmol rendement: B8%).

H-RMN (SO0 MMz, MeODY = 233 - 7.22 {m, 4H), 7.22 - 715 (m, 1H),
445 {4, = 13.4 Hr, M), 387 {4, J= 134 Hz, 1H), 345 - 3011 {m, 6.5H),
306 {4, J= 106 He, O.5H), 201 ~ 2.8 {m, 2H), 2.687 — 2.46 {m, M), 2.43
{rn, 3H), 234 {d, = Lo He, M), 1.34 ~ 1.26 {m, 1H) ppm.

BCRMN (125 MHz MeOD) § = 17533, 17222, 173.08, 16350, 183.23,
162,96, 162,68, 13648, 136,39, 130.30, 130.37, 130,17, 139,70, 129.85,
128,08, 12803, 8385, 7032, 7025, 56,37, 56,22, 3575, 5481, 46,53,
44,58, 44.48, 43.72, 43.66, 43.55, 4326, 42.64, 40.34, 40,19, 40.08, 39.83,
39.42, 32,73, 32.59, 18.65, 15,11, 13.09 ppm.
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MS: BESE IM+HT my/s trouvée 313.2, calcuiée 313.2

XL - Préparation du  composé 36, d-nitrophényl  S-{3-{1-{2-02-(2~
méthoxvétheodthomnydthvi- - L2 - riasnl-4-vinropanoy 122
phényiacstamidoiméthyDpipérazine-L-tarbyiate {EXEMPLE B)

a) Préparation du composé 35, 4-nilrophényl 4-{pent-d-ynovi}-2-
{{ 2-phényiacetamidoiméthylipipérazine- L -carboxyiate

JFA “
“ ¥ fv\*t Y e o Py
M it . i s N i L 3-
Sf'h‘\(f\,’xi"\\v" S paranirephenyichiorolormats, Ty A f"‘:\‘\f" TR
{1 M o B o4 H
\N.--“ = \"?‘%‘f
bl
Ao B DOM, I°0 8 TA, Sh30, i 8
=y N AN
j" ] Curanitalif 0
e - -
{;’f -:;'f;’"

A une solution refroldie &8 O°C e sous atmosphere inerte dargon du
compose 34 Simg, 0.1 0mmol, 1,0s8q) et de DIPEA (851, §,30mmo),
33sa) dans du DOM anhwdre  (2mb} est ajoutd le pars-
niropidnoichiornforniate (38myg, §,130mmeol, 1,1sg) en une fols. Le
médlangs réactionnsd sot agitd & §0°C pendant 30min puls & TA pendant 2h. A
fa fin de 8 rdaction, e mélange réactionns! est dilug aver du DCM (30mL) st
lave deux fols aver une solution agueuse satwrde de NaMCOs {(3x25mL) ot
une fols aver de la saumure {35mL). La phase organique sst sdchée aver du
NaS0y, fitree b svapores, Le brut réactionnel et pwrifié par colonne de
chromatographie sur gel de silice {éther de pstrole © acdtate ddthvie / 2:8/
vyl pour obtenly e composé 35 sous forme dun solide incolore (80mg,
rendement: quantiatify.

H-RMN (500 MHz, CDCh) 8= 815 {1, J= 98 Hz, 2K), 7.33 ~ 7.01 (m, 7H),
£.23 {s, D.4H), 6.08 ~ 5.82 {m, {.6H), 4.60 ~ 436 {m, 1.5H), 4.32 - 4.17 {m,
3.5H), 405 ~ 3.88 {m, 14H), 3.84 {m, 0.8H), 377 - 3.82 {m, 0.8Y), 3.62 -
316 {m, 4.5H), 312 {4, J= 12.0 Hz, 0.5H), 2.96 ~ 265 {m, 1.8H), 2.65 ~
2,26 {m, 4.2K), 2.08 — 1.85 {m, 1.5H), 1.29 - 1.13 {m, 0.5H) ppm,

BORMN (125 MHz, CDCHY & = 17159, 17135, 170.80, 17040, 170.28,
15585, 15284, 152.40, 145.05, 144.94, 13468, 134,48, 13835, 128.25,
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129.08, 128,96, 127.80, 137.33, 12517, 132,87, 12213, 121,85, 83.28,
83.03, 68.37, 89,10, 53.54, 51.50, 51.25, 45,58, 45.23, 45.03, 43.6§, 4243,
42,09, 41,20, 40.58, 40.18, 38,70, 38,10, 37.48, 31.86, 31.75, 14.71, 14.40
pp,

MG ESD [M+HT mfz trouvée 478.3, caloulde 478.3

By = 0.32 {Sther de péirole ; acétate d'8thylef 2:8 { viv}

B} Préparation du composd 36, 4-nitrophényl 4-{3-(1-{2-(2-{2~
méthoxyéthoxylethoxyiéthyl - 1H-1, 2 3-trlazol-d-yijpropanoyi}-2-
{{2-phényiacétamidomeéthylipipérazine-1-carbouylate

N
PN "‘;“‘Y;G o PN N
) i { - PR N N
,.[%\ P N o~ /"i\ /.iQ\ bii 38, Tul0.8HC ﬁ =7 ¥ {E ; ?'L
& &2 s T N PR potepat e s cernedic sey i § y R
Ut Y i\ ascorbate de sodium R N B A
% & ° ' 3 H v
w7 " UM - M (03], TA, 3 WL
; A8 % bl o
./"{'§Q i 3%
/‘\}O
& Ny
- e T )
NV
o I, Y
P 3N
)

Faivy

La procédurs utilisée est I3 méme que celle déorite powr fa synthése du
composd 31, avec fe composé 35 (30mg, §,083mmol, 1,0eq.), e composé
28 (26mg, 0,138mmol, 2,280.), CuSGLEH0 (Smg, 0,0d4mmol, §,68q.) et
fascorbate de sodium {ibmg, §,08mmol, 1280} dans un mélangs DUM
{imbd et eau (Trel). Aprds purification, on obtient ie composé 3& sous forme
dune hulle Codrement aung (39mg, 1,058mma, rendement @ 53%).
IH-RMN (500 MMz, CDCL) & = 829 — 801 {m, 2H), 7.54 ~ .01 {m, 7H),
4,56 — 4.34 {m, §H), .05 ~ 3.66 {m, 5H), 366 ~ 3.37 {m, 12H), 3.31 {d, I=
4.7 He, 3HY, 335 - 255 {m, THY, 2,18 - 184 {m, IH) ppm

BropMN {125 MHz, CDCh) § = 17278, 17142, 156,11, 15595, 15248,
145,10, 144,97, 13545, 13487, 13938, 138,97, 138,80, 13731, 12714,
125.18, 122.21, 72.00, 7064, 70.80, 6843, 58,14, 5147, 5126, 5068,
5844, 5018, 45.45, 45,20, 44.63, 44.03, 43,80, 42.40, 42.09, 41.06, 40.83,
S0.25, 40.10, 3839, 3805, 37.72, 37.48, 3185, 31.39, 30.40, 2977, 2851,
28589, 26,99, 21.36, 20.53 ppm.

MG: BST IM+HTY myz trouvée §67.3, calculée 6673

Be = .31 {OCM @ MelH/ 95:5 / wviv)
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X1 - Préparaton du composse 38 4-chioro-2-{8-chioro-d-oxo-3.4-

dihvdroguinasalin-2ovohénvt $-{3-{1-03- 2-{ 2-mdthooydthoxethon sthyl k-

1H-1.2, 3-tvazol-4-vipropanoy)-2-({2-phénviacéiamidoimethvliplperazine-1-
carboxyiate (EXEMPLE 8}

aYPréparation du compose 38, 4-chlore-2-{6-chioro-4-0x0-3,4-
dibydroguinazolin-2-yiphényd S-{ pent-d-ynoyi}-2-{{ 3~
phénviacétamidométhyllpipdrazine-{-carboxviate

w

A
/‘\.
‘/ \

'\é-‘,-\.rg

' N N ,N%"
‘\lg \\If ‘Nz« OH 1. tiphosgins, PoEN (" "‘3""'3\?/“0 g f\
L A N DOM, 8°C 3 TR, 18k T L NS
] j 2 3%, Pr B, L
- N DOM, 8°C & TA, 18k i
o 8% Ay *

A une suspension refroidie & §°C et sous une atmosphdre Ingrte dargon du
composd XF (40mg, §,13mmol, 1,1eg) dans du DOM anhwydre {(Bmb) est
ainutde une solution de triphosgene (130mg, 0.43mumol, 3,3eq.) dans du
DUM anhydre {(3mb) suivie par Pajout de DIPER (80ud, 0,483mmol, 3,380}
Ce mélangs réactionnel st aghtd & 0°C pendant 30min puls & TA pendant
18h. Les volatiles sont alors enlevés par évaporation sous pression rédulte &
ie solide résultant est repris dans du DUM anbydre {(Smil) A ceolie nowelle
suspension est ajowée une solution du compose 34 {(B0mg, 0,117mmud,
1,0eq.) dans du DM anhydre (2ml), subd par de i3 DIPEA (85ul, §,47mmol;
4,02a0.)., st ce mélange réactionnal est agié d TA pendant 18h. Alafinde s
réaction, & mélangs réactionnal est ditué aves du DCM (20mL) et lavé daux
fols aves une solution agususe saturés de NaMCOs {3x25mi) et une fols avec
de iz saumure {25mi). La phase organique st séchée aveo du NasQ,,
filtrde ot dvaporée. Le brut reéactionns! est purifié par deux colonnes de
chromatographie sur gel de sifice sucgessives {éther de pétrole © acélate
déthvie / 2:8 § viv ; et gradient DUM - MeQH § 8901, 88:2, 97:3 7 viv) powr
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gbtenir e composg 38 sous forme d'un solide Dlane {S2myg, 0,880mmaol,
rendement: 69%),

P-RMN (500 MHz, CDCh) &= 11,12 ~ 10,16 {m, 0.BH), 814 {5, O.7H), 8.0
- 770 {m, 0.8H), 7.64 {s, L5H), 7.41 {5, 0.9H), 730 ~ 688 {m, B.3H}, 6.82
-~ &.46 {m, Q.9H}, 6.10 {5, (L3H), 4.56 — 4.01 {m, 2H), 4.05 - 2.89 {m, 7.1H},
2.89 — 2.60 {m, LBH), 2.80 — 2.15 {m, 3.6H), 210 ~ 1.5%9 {m, 1.6H}, 1.23
{m, 1.3H} ppm.

VERMN (125 MHz, CDCK) 8 = 17305, 17180, 170.88, 17050, 17031,
16141, 18340, 153.05, 15246, 14957, 14945, 147,43, 147,20, 147.09,
135,64, 13541, 13518, 134,83, 134,73, 134,55, 133,55, 133.398, 133.14,
132,14, 13172, 13088, 130,52, 130,29, 12061, 12843, 12837, 12820,
128,05, 128,85, 12799, 137.66, 137.45, 137,20, 137,16, 13596, 12580,
134,81, 134,35, 134,16, 122,27, 122.06, 12185, 83.37, 83.08, 82.95, 69.53,
£3,39, 69.06, 68.97, 51.85, 51.67, 45.26, 45.09, 44.96, 43.58, 43.38, 43.44,
41,78, 41,11, S0.58, 40.37, 38,74, 38.33, 38,86, 3841, 38.04, 31,76, 28.7,,
14.68, 1433 ppm,

MS: BSD IMHHT myfz trouvie 645.3, calculée 845.2

Re = 019 {DOM - MeOH{ 97:3 7 viv)
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B} Préparation du composé 398, 4-chiorp-2-{&-chioro-4-o%0-3,4-
dihydroguinazelin-2-yHphényl Gof 3 §-{E~{2~{ 2~
meéthoxydthowyethoxy }éthyll-1H-1,2, 3-triazol-d-yllpropanoyl -2~
{{2-phényviacétamidolméthylipipérazine-L-carboxyiate
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La procédurs utilisée est la méme que celie déorlte powr la syrihése du
composé 31, avec is composé 38 {80mg, 0,07 mmol, L0eq), I8 composé
28 3img, 0,170mmol, 2,2e0.), CuSGLEHD (138mg, §,05mmal, §,6eq.) et
Vascorbate de sodium {(28mg, 0,10mmal, 1,280.) dans un mélange DM
10 {3mb) et eau {3l Aprés purification, on obtient e composé 38 sous forme
gdune hufle idgdrement jaune {S0mg, 0,060mmal, rendement ; 78%).
HLRMN (500 MHz, CDCKY &= 1112 {5, 0.4H), 1088 {5, 0.2H), 10,14 - 930
{m, 0.2M), 833 - 794 {my, 2H), 781 ~ 271 {m, 2H), 270~ 748 {m, L.5H]},
743 - 732 {m, 2H), 7.30 - 712 {my, 35H), 454 {m, 4, 3293 {my 4HY, 377
1%~ 3.50 {m, 10H), 345 ~ 2,72 {m, 10M), 2.3 {5, Q5HY, 1.66 (s, 3H) ppm,
PN (125 MHz, CDCL) S o= 17400, 17344, 17210, 17128, 181.27,
15245, 182.34, 14984, 14071, 147.59, 147.54, 147.30, 147,18, 13555,
135,30, 13515, 13511, 134.89, 133.08, 133,02, 132,14, 13208, 131.98,
131,67, 131,54, 131.04, 12879, 12044, 12935, 12884, 128.78, 128.68,
20 12764, 12719, 12697, 12604, 12583, 123511, 18438, 13428, 122.54,
7201, 70.64, 7U.58, 7043, 69,27, 55,15, 52.06, 51.86, 51.50, 50.90, 50.58,
45.62, 45.47, 45.38, 15,17, 4454, 44.01, 43.88, 43.73, 43,53, 41.87, 41.17,
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40,84, 40,42, 40.00, 39.20, 3011, 38.30, 3838, 30,34, 2970, 28.43, 21.35,
20.04 pom,
MS: BESI: [MHHT mfz trouvée 834.5, calcules 834.3

= (.13 {DCM - MeCOH/ 964 { viv)

B - Evaluation de Phydrosolubilité des composes :

Lhydrosolubifitd des composss a &6 dvaludes en fonction de s présence
o de Pabsence de préciphé dans des solutions tamponnées des compossés
gn question & différentes concentrations. Ces solutions ont été prépardes
cormme sult ¢

Une quantitd connue de prodult est dissoute dans un volume de DMSO
approprié afin dobtenie une solution mére Hmpide & 100mM dans e DMSO
{zauf dans g cas de PAMU-Leucine commerdiale {rotde aAMU-Leu) qul 2
dormd une soltion trouble dans cos condditions et I concentration de i
solution mére dans le DMSO a di &tre abaissde 3 50mM). Ces solution meres
sont ensuite dilugss dans un fampon PR commercial afin doblenir un
gvaniall de concertrations finsles comprises entre imM ef S0pM. Un
composd est déclard insoluble stoun précipite apparalt ot persiste aprés
ditution

le Tableau 2 ci-dessous présente les resultats de ces tests de
solubilité,
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Tableau 2
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A une solution de sonde selon finvention dans du PBS dans une plague
G6-puits {noire pour la fluorescence ou transpavente pour fabsorbance) est
ajoutds une solution de PGA (Penicillin G Amidase de Eschorichia Coff
Waterstone Tech.) dans du tampon PBS ou une solution de Lipase (Lipase de
Candica Rugosa, Sigma-Aldrich] dans du tampon PBS,

Concentration finale de sonde; comprise entre 10uM et S0uM

Concentration fingle de PGA: BU

O concentration finale de Hpase : 4U

fa plague est ensulte incubde & 3I7°C e B fluorescence ou
Fabsorbance est enregistrée au cours du temps avec un lectewr de plaque
multi-puits (EnSpire, Perkin Elmer). Les cowrbes résultantes sont e résultat
e triplicats.

Pour fa 4-méthylumbdiférone {(composés 12, 15, 3%, 21 et 27
Fuorascence & Age = 370 i, Age= 445 .

Pour & &-chioro-2-{S-chioro-3-hydrmyphenvhiquinazolin-$3Hone
{composs 38): Fluorescents & Agx = 365 nim, Aewx 530 nimy,

Pour fa paranitrophénolate {composs 38): Absorbance © Age = 405 nm,

Los résultats sont présentas sur les FIGURES 1 3 B annexdes,

Ldvolution de fa fluorescence sufte 3 Vactivation du composd 12 par g
PGA est présentde FIGURE 1.

Lidvolution de g fuorescence suite & Vactivation du composé 15 par la
PGA est présenide FIGURE 2.

Lévolution de la fluorescence sufte 3 Pactivation du compose 33 par la
PGA sst présentée FIGURE 3.

La comparaison des vitesses de réponse des composes 12 &t 31 sefon
Pinvention, of du composg 15 ulilisé en tant que comparatif, sulte 3 lew
activation par la PGA est présentde en FIGURE 4.

Pévolution de Vabsorbance sufte & Pactivation du composé 36 par B
PGA est présentée FIGURE 5,

Ldvolution de 13 fluorescerce suite & Factivation du composé 38 par la
PGA est présenide FIGURE &,
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Udvolution de I3 fluorescence suite & Mactivation du compose 21 par la
Hpase est présentée FIGURE 7.

La comparaison des vilesses de réponse du composé 21 selon
Pirvvention, et du composé 2F utilisé en tant que comparalif, sulte 3 leur
activation par ia Uipase est présentde en FIGURE 8,

Conclusions : les composés selon Mnvention permettent effectivement
de détecter o présence d'une activité enzymatique grace a des mesures de
fluorescence ou d'absorbance, La reconnaissance enzymatique est toujours
honne malgré Vincorporation d'une charge ou dun groupement refativement

encaombrant d'un point de vue stérigue sur le bras espaceaur.
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REVENDICATIONS

1 - Sondes de formule (T ¢

dans laquells ©

Poy

4

X =NH, CQous,

Ky=0Qoud,

SE est un groups labile, qui powrra &tre &liming en solution agueuse
sous Vaction un stimudus qul peut notamment &tre s présence d'une
enzyme,  dun composé  chimigue  ou diune cmaattériﬁécgue
physicochimigue du milieu dans lequel se trouve fa sonds,

& sst un groupe aromaticque, qui aprés clivage en solution agueuse de
ja Haison (%30, condull & fa Hbdération d'un chromophore ou diun
fuarophare,

R représente un atome dhydrogéne ou ~(Lin-GPB, avec 1 qui est égal
afioul,

L est un bras de Haison,

GF est un groupe hydrosolubliisant,

nsf que leurs sels, solvats ou hydrates, physiclogiquement acceptables.

2 ~ Sondes sefon la revendication 1 caractérisdes en ce que le groupe

labile §E est un subshrat ereymatique.

3 - Sondes selon la revendication 1 caractérisées en ce que !

- soit Xy est un oygene ef 8E est un substrat d'estérase, glvcosidase,
phosphatase, sulfatase, ou glucuronidase ou Xe-SE forment une Haison
acdtale qui est clivable en milisu avide,

- soft Xy représente NH et 8€ est un substrat de protéase ou transférase,

- soit X5 est un soufre et X;-5E ast un pont disulfure quif est dlivable par un

agent réductsur.
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4 - Sondes selon Fune quelcongue des revendications 1 & 3 caractérisdes
an ce gue le groupe lablle SE est un substrat pour au molns une enzyme
cholsie parmi les estérases tefles que les carboxylestérases ou les fipases;
les alkaline-phosphatases ; les glucuronidases telles que la B-glucuronidase ;
e glycosidases ; les protéases telles que les  melsloproteases; les
pepltidases et es amidases.

5 - Sondes selon Pune gquelcongue des revendications 1 & 4 caractérisées
gn ce gue SE est cholst parmi les groupes ghyoosyle Hés par lewr carbone
anomerique au reste de i malécule et les groupss peptidyle Bigs au reste de
la moldcule par une fonction acyle portde par leur carbone terminal ou par
un chainon latéral,

& - Sondes zelon Vune quelconque des revendications 1 & 5 caractérisées
en ce que 5B est un substrat de glvcosidase, par exemple de la N-acdhyl-p-
palactosaminidase ;8 Neacéty-Beglucosaminidase ; lo-anwlase ;| Bo-
arabinofuranosidase ;B o-arabinosidase ;) 5 p-celiohiosidase ; lap-
chitohiosidase ; I8 c-galactosidase ; I Brgalactosidase ;) & e-glucosidase
ia f-glucosidase ; g B-glucuronidasa ; g o-maltosidase ; & w-mannosidase ;
fa g-mannosidase ; & Boylosidase ; o f-D-fucosidase ;& ee-b-fucosidase ;
la p-L-fucosidase @ o WHduronidese ou de lo cellulase ; et correspond 3
groupement gheosvle B8 par son carbone snomdrique au reste de Bd
moléoule, st notamment, SE sst un groupement mong-glycosyle cholst parmi
e galactosyle, le glucosyle, I8 mannosvie, le gulosyle, Valloayle, Paltrosylg,
Vidosyle, le talosvle, le fucosyle, le fructosyle, Parabinosyle, e hxosyle, le
vibosyle, & wdosvle, le glucuronvie et le Neacéhy-hexosamimyle ou un
groupement polvgiveosylé constitué de plusieurs, par exemple de 2 8 20, de
préférence de 3 3 10, st plus particulidrement de 4 & §, de ces groupements
monoglyoosylés identiques ou différents.

7 - Sondes selon fune quelcongue des revendications 1 & § caractérisees
en ce que SE st un substrat de de galactosidase, par exemple de la 5~
galacinsidase, de Pinduronidase, de la glucosidase, de la N-acdtyl-D-

glucosaminidase, de la N-acélyl-D-galactosaminidase, de iz mannosidase, de
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la fucosidase ou de B glucuronidase, notamment de fa § -glucuronidase ; et
correspond & groupement ghvcosyle ¥4 par son cavbone anomérique au reste
de {a molécule, et notamment, SE ast un groupement mono-glycasyle chols
parri e Deglucuronvle, e Liduronvie, e Deglucopyranosyle, e D-
galactopyranosyle, e Neacebyl-D-glucosaminyle, e N-acetyl-D-
gafactosaminyle, e D-mannopyranosyle, e Lfucopyranosyle ou un
groupement polyalyeosyvié constitug de plusieurs, par sxemple de 2 & 20, de
préférence de 3 4 10, o plus particulidrement de 4 & 6, de ces groupements
mongghvoosyies identiques ou différents,

8 - Sondes selon Fune guelcongue des revendications 1 8 5 caractérisées
en ca que 8E est;

- s0it un substrat d'une protéase ou d'une peptidase, notamment un
substrat de cathepsing ou de métalioprotéase, notamment de s PSMA
{Prostate Specific Membrane Antigen) ; et §E correspond & un groupe
peptidvle ou amincacide ¥¢ au reste de 8 molénule par une fonction
acyle portée par son carbone tsrminal ou par un chalnon latéral ;

- soit un substrat dune transférase, notamment un substrat de la
glutathione transférase ou de o gamma-glutamyl transférase, ot SE
correspond & un groupe peptidvie ou aminoacide HE au reste de I8
mpigculs par une fonction acvie portse par son carbone tarminal ou par
urt chatnon latéral ou 8B correspond 8 un groups sulfonyie formant une
sulfonamide avec Xy qul represente alors NH,

& - Sondes selon fune gusicongue des revendications 1 3 8 caractdrisdes
en oe que A sst un composé aromatigue comprenant un ou plusleurs cyciss
aromatigues substituds ou nan substitues, lesdits oydes pouvant comprendre
un au plusisurs hétdroatomes cholsls parm les atomes d'azote, doxvgéne ou
de soufre etfou un ou plusiews atomes de carbone sous fa forme dun
carbonvie C=0,

18 - Sondes selon Pune gquelcongue des revendications 1 3 8
caractérisdes en e gue A est un composeé aromatique condulsant 3 s
ibération d'un chromophore chalst parmi e paranitrophénol st ses dérivés,

les indigoides, 13 oyciohexencesculeting, Valizarin et Phydroxyfiavone,
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11 - Sondes selon Fune queltongue des revendications 1 & 8

caraciérisées en ¢e que A et up composé aromatique svec ~O& cholsl

parmi |
G R . £ .
OO ARl i 0
‘\ f/L\‘;’.,::; SN
§ \ 30y .«f-’\\ o

i umbalifercng i 3

Ry
fluorascaing

.......

S0

resorgfin
2480

12 - Sondes  selon Fune guelcongue des revendications 1 & 8
caractérisées an ce qus A ost un compose aromatique aveg -0& qu répond
4 fa formule {A4)

10 dans laqusis
soit s est un atome doxygéne et ¥, est un groups -NH,, ~0H, -SH, allyle,
arvle, -Geatlyle, -O-phényle, -NH-alkyle, -NH-phényle, -S-alile ou -S-arvle,
Jesdlits groupes alkyle eb phényle pouvant &bre substituds ou non substitués,
oif ¥s représsnte un atome d'arote of est e & ¥, qui représente alors CH,
15 0, 5, N ou NH pour former un hétéroaryvle substitug ou non substitug,
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el représents un arvie ou un hébtdroaryle, substitué ou non
substitug, par exemple cholst parmi les groupes phamnyle, naphthye, et

-“ N
T
q‘/~ \ ““f"f \'\.f \‘ f \\TIJ‘,
¢
’\:‘; )} A ¢ ‘ f’f 3
. ‘,u“ ~ ~S \ ¢ “_‘,.p .\\\\
o \\: - = > f \\ , & L ’_J‘
3 ' “ o N
i ! Sy
QY 3 W
" a“f L
. . .

tescits groupes pouvant &re substituds ou non subshifuss,
5 avec ¥e qui représente §, U ou NR”, st R” qul représente un alome
d'hydrogéne ou un groupe {C-Ciatkyle
de préférence, ~0O& est du ype phénoxy, eb correspond, aux structures
préférses (88 ou {C0) sulvandes ¢

*
\55srf {} I N
,fizx\t ,J-L\Nx*&\;{
I J %
Ra” Y” ;
10 Rb

dans laguelle

- T st ~NH-COY), -5, ~0-, ~RH, N-alhyle ou N-aryle,

- Ra est Phydrogéne ou un substituant carkoné attracteur d'dlectrons,
comrme ~CN ou ~CQORd, aver Rd qul représents un groupe {(Gi-Ualatkyle, ou

15  hisn Fa est ~-CONReRf, avec Re et R, identiguss ou différents, qul

représentent hydrogéne ou un groups {C-Celaliors, ou bien Ra est -(F; ou
un  groupe  Z-oxanoivie, 2-thiazolle, 2-imidazolvle, 2-benzoimidazolivie,
4-pyrimidinon-2-yle ou guinazolinon-2-yie,



WO 2015/197981 PCT/FR2015/051705

10

25

74

- Rb est Phydrogéne, un atome de chiore, brome, jode ou
fluor, -OM, -NH,, -NRgRh, -NHRg ou ~ORg, avec Rg et Rh qui représentent
chacun indépendamment un {G-Celatkyle,

- pu hien Ra ef Rb sont Hés entre eux pour former une chaine
hydrocarbonée  comprenant 4 ou 5 chalnons, saturgée ou  insaturse,
substituée oy non substituds, éventusfiement interrompug par unt ou
plusisurs hétéroatomes cholsis parmi N, St G,

- Re est Phydrogens, Br, O, TouF,
*

o1
L
N
- N f},ﬁ
R'a ‘
H'h

dans laguells :

- T st NHy, OH, un groups arvle, un groupe {Cr-Caallyle, SH, NHRY,
OR'c, NRTRY ou SR, aves Re st Ry, identiques ou différents, qui
représentent un groupe {C-Caaliyle ou arvie,

- R'a est Phydrogéne ou un substituant carbond atbractewr d'électrons
comme ~CN, ou ~COOR'e, aver R'e gul represente un groupe {C-Gajalkyle,
ou Ra est ~CONR'®R'g, avec Rf et Ry, identiques ou différents, qui
représentent fhvdrogéne ou un groupe {C-Calaliovle, ou blen R'a est ~-CF; ou
un S-azolvie, 2-thiazoivle, 2-imidazoivie, 2-henzoimidazolyle,
F-pyrimidinon-d-yie ou quinazolinon-2-yig,

- R'b est Phydrogéns, un atome de chiorg, brome, fode ou
fluor, ~OH, -NH;, -NEUhRY ou ~DRR, avec R'h et RY, identiques ou différents,
qui représentent un groupe {G-Calatkyle,

~ oy hien Ra et fh sont s entre eux pour former une chaing

hydrocarbonde  comprenant 4 ou 5 chalnons, saturde ou  insaturée,
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substitués ou non substituée, dventucliement Interrompus par un ou
olusieurs hétéroatomes cholsis parmi N, S et O,

13 - Sondes selon fune gquelconque des revendications 1 & 9
caractérisées en ce que A est un composé aromatigue aver ~04& qul répond
a Yune des formules sulvantes :

I
}
N
i ¢
N N A e
~, . N NI
N ™. ] (e Y ~
TN
9 b \ ;
H b H H
A, N . ~ et
~ -~ e ENRN - -,
RN X el N N
i [ i
i
M £ i
g ~.\\\\ ,r‘)
}u’
ok

i4 ~ Sondes selon Fune guslcongue des revendicalions 1 & 13
caraciérisdes en ce que R represente ~{Ln-GP avec i = 1 et L est un bras
de Haison, of notamment un as ~{Limi-{Lmd-{U ', déiinl dans
fe sens pipdrazing ~> groupe GP avec
- L1 et LY, identiguss  ou diffdrents, ol sont  cholsis

parmi -0, SNH, NG alkld, -Niphémdy,  -Niaryld,

C{OY, SC{O0, -OCQY, -OC{00-, ~NHCOMG-, ~OC{G)-NH-, -

NHC{OMNH- <5, -850, ~N=N-, -NHC{O} ef -CONY-

L2 qul est cholsi parmi e groupes bivalents suvants o [Conlatkvie,

{Cronlalegnyle,  (Crmddloywle,  (Geagdarvle,  {Gradaliylaryls,

{Craqiicénvianyls, {Cragaioyrwiande, {Craatalivicycioatkyle,
{Craq iaicéryioycioaliovie, {Coraa yaloynvicycloatkyie,
{Comaqtaltiyihétérooyciualiyle, {Craqyalcényihdtéracycioathyle,

{Urapioynyinétérocycioatvle ; lesdits  groupss  powvand  &lre
lerrompus ou e terminer par un groupe triszole e pouvant &re non
substiiuds ou substituds, notamment par un ou plusieurs substituants
choisis parmi fes (Cragisicoxy, {Conialivle, {(Cogplarvie, amido, tmido,
phosphido, nitrids, (Cranalcényie, (Crplaloynyie et -OH

- ol YL et md, identigues ou différents, gui sont dgaux a B ou 1 et

- GP stant tel que défint 3 s revendication 1.
15 - Sondes selon la revendication 14 caractérisées en ce gue L

représente —{(LImI-{L2m3-L'1m'L avec L1 = -0, mi = m2 = |,
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mE = 1 ou O et L2 et L1 tels gue définis 2 la revendication 14, &
notamnent L représente ~C{OWCHp-L3- avec pauisst egal 8 1, 2, 3ou d
eb L3 qui est un groupe biazole e notamment un groups 1441,2,3-rtazole,

18 - Sondes selon Vune guelconque des revendications 1 & 15
caractdrisées en 2 gue R représente —{LIn-GP aver i et L définis 3 Pune
guelconque des revendications 1 3 15 et GP est un groupe hydrosolubilisant
capable de former une espace chargée sn solution aguause.

17 - Sondes sejon Yune quelcongue des revendications 1 & 15
caractérisées en ce que R représente ~<(LIn-GP avec n et L définis 3 Tune
guelcongue des revendications 1 2 15 ef GF est une fonclion Fy choisie
parmi les amings primalres, tertiaives el secondabres, amiding, Ia guaniding,
s étrazale ; une fonction Ry anionique du type, carboxylate, sulfonate ou
phosphate  ; un groupement comprenant ups ou plusieurs de ces
fanchons Fy etfou Fr ) un polysthyléneghyeol ; un sucre ou pohysaccharide tel
que s glucoss, e galactose af Is mannose ; un groupe peptidigue tel gue fa
ooly-lysing, 18 poby-argining et les TAT-peptides,

18 - Sondes  selon Tune guelconque des revendications 1 & 17

caractdrisées an ce gque X sst un atoms d'oxygens,

19 - Sondes  selon VYune quelconque des revendications 1 & 18

caractdrisdes ence que :

- Xz est un atome doxvgéng,

- soit ¥g est un atome doxyvoéne et SE est un substrat de glyoosidase
ou glucuronidase st correspond & un groupe glvoosyle Bé par son
carbone anomédrique au reste de la molécule ou SE sst un substrat
d'estérase of correspond & un groupe -C{OIRT aver R gul repressnte,
oar exemple, un groupe alkyle de préférence de 1 3 20 atomes de
carbone, un groupe alcényle de préférence de 1 a 20 atomss de

carbone, un groups benzyle, aryle ou hétdroaryle,

- solt Xg représents NH et 8E est un substrat de protéase ou peptidase

et correspond & un groupe peptidvle Iié au reste de la molécule par
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une fonction acyle portée par son carbone terming! ou par un chalnon
fatdraly et
- R représente ~L-GP avec :
o L ogul représente ~(Limi-L23m2-L'1m'l avec L = -
5 Oy mi=md =1, ol = 1 ou § el L2 et LY fels que
définis & Ia revendication 14, & notamment L représents ~
CIO{CHp-L3- avec paui est gl & 1, 2, 3 ou 4 et L3 qu
ast un groupe liazole ot nolamment un groupe 15123
trigzole, ot
14 oGP qui est el que défind & 13 revendication 1, 16 ou 17 et qu
représents, de préférence, une fonction Fy cholsie parmi les
fonctions ammonium, sarhm:yiate, sulfonate et phosphate et
les polyéthyieneghyeo
28 ~ Sondes selon {a revendication 1 cholsies parmi s

15 hvydrochiorure fe demdthii-2-ono-2H-chromen- 7yl 22~
g}hényiaaémmide}métm}pig}éraz‘zm«Z{aritmwiate {Composs £2):
Q\ ,{:} FoNN
N N s \
E&,\ /.1 2 ] fL\ /.r
'\\N,«"‘
HO 12
hydrochlonure de 4-rrthyi-2-oxo-2H-chromen-7 -yl 2=
20 {{octanovioxymathylipipérazine-1-carboxyiate {Composé 21)
Q\\v‘,g\\f{/{‘&\\\{,m\ g 5:} (:}
Y A
N N J»N\T,f ~. {.}.x RN N
’\"N“":
H
HO 24
acide 4-{4-{{{4-méthyl-2-oxa-2H-chromen-7-yloxycarbonyi}-3-

{{octanovioxy msthylinipérazin-1-yiibutane- 1-sulfonique (Composé 23}
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shemdacétarido iméthyDpindrarine-1-carbowlate (Compose 31}
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31

4epitrophémd 4-{3-{1-(2-(2-Z-méthoxyéthoxy ethoxyyéthyl-1H-1, 2 3-trlazol-
4-yhpropanoyi-2-{{2-phénviacétamidoimdthy nipérazine-1-carboxylate
10 {Composé 38)
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d-chioro-2-{6-chioro-4-toe-3,4-dihydroquinazolin-2-yhpheényt  4-{3-{1-{3-{3~
{Z-méthoxysthoxy éthowyléthyl-1H-1,2 3-trlazob-d-yiipropanayt - 2-{{2-
phényiacdtamidoiméthylipipérazine-1-carboxylate {(Tompose 39}

38

21 ~ Intermédiaires de formule 2

‘?
Q. X
\?‘
N N f"$§ Tk
S:,..» \\§,.. x‘§ a\E g}}

\
by by
T

E
LML 2m2{L 1w L

gt

A
§

O Ry

[tgj’“x{‘gg {I'p
i
R'p
18 dans lesquelles @
8, ¥, X5, 8E, L1, LY, L2, mi, o', et m2 sont tels que définis pour {I}
aux revendications 1 & 15 et 18 et 18,
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F représente CaCH, Ns, une fonction N-oxysuccinimide ou malgimide, et

R'p représente un groupe protecteur des fonctions amings, de préférence
cholsl parmi les groupss benzyle, les groupes ~C{OMOR' avec Ry qui
représente un groupe alkyle ou alcdrwvle de 1 3 12 atomes de carhone ou un
groupe -{TH:1maR”™; avec RY; qui représente un groupe aryle, oycloaliyle ou
fluorénvie st m3 qui est égal & 0, 1, 2 ou 3, tal que les groupes
carbobenzyiowy,  ferbutvioxycarbonyl,  S-fluorényhusthyloxycarbonyl, &
allyloxycarbonvie,

ainst gue leurs sels, solvats ou hydratas,

22 ~ Sondes selon fune queltongue des revendications 1 8 28, pour
détaction &7 vivo, cher Vhomme ou Fanimal, dun shimulus tel gu'uns engyme,
un composé chimique ou une caractdristique physicochimigue du miliey dans
lequel se trouve la sonde, dort B présence entraing le divage de [ liaison
SE-X;.

23 - Procédd & vitro powr détecter, au moyen d'une sonde selon fune
quelcongue des revendications 1 8 20, I présence d'un stimudus tel qulune
snzyme, un composd chimigue ou une Carackéristique physicochimigue du
milleu dans leaust se trouve la sonde, dont la présence entraing fe dlivage de
{a Haison §B-X,.

24 ~ PFrocede selon 2 revendication 23 compranant les &apes successives
suivantes
- fa mise en contact dun échantliion, suspecté de contenir ledit stimulus,
aves uns songde selon Pune gusicongue des revendications 13 20 ;

- Vapplication de conditions appropriéss pour permettre le clivage de B
Halson covalente entre ¥ et S8, sous Pachon du stimudus, qui est subvi dlun
chivage de la liaison entre le C{¥;) el e groups -04A sulle 3 une cyclisation de
Vespaceur présent dans g sonde de formude {1}, et

- Fanalyse quantitative ou qualitative du chromophore ou fluorophore fibéré,

25 - Procédé selon s revendication 23 ou 24 caractdrisd en ce qutl est
mis an cawvre dans des conditions physiclogigues, notamment dans un
milieu aqueux, de préférence tamponné & un pH appartenant 3 fa gamme
allant de 4 3 9, ot par exemple 3 un pH de fordre de 7 4.
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26 - Procedd selon Vune guelcongue des revendications 23 3 25
caractériss en ce qu'un fluorophore est libére of son analvse comprend les
Stapes suivantss
- exposition du fuorophore & une source lumineuse capable de produire une
lumiérs & une longusur donde J'absorption du Auorophore ; et
- détaction de la flucrescence résultants,

27 - Procédé selon Tune queltongue des revendicelions 23 & 35
caractenisé en o8 qu'un chromophore est ibérd et son analyse comprend les
glapes sulvantes
~ gxposition du chromophors 8 une source luminsuse capable de produlre
une lumigre & une longuesur donde d'absorption du chromophore ; et
- détection de ta lumidre absorbée par ls chromophors, correspondant 3 un
changement de coudsur,

38 - Procédé selon Fune guslcongue des revendications 23 & 37
caractérisé en ce que ie fAuorophore ou le chromophore Hbérd, en particulier
sous fa forme dun composé &-COH, &0 ou dune forme oblenue aprés
réarrangemsnt, ou d'une forme automérique ou polymérisde de &-0H ou &~

&, forme un prédipitd en solution agueuse.
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