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Introduction

1 Introduction

1.1 Les prohibitines

La Prohibitine-1 (PHB1) et son homologue PHB2 sont des protéines d'échafaudage
agissant comme un hub pour de nombreuses voies de signalisation activées par des facteurs de
croissance, de réponse immunitaire et d’hormones stéroides, pour réguler le métabolisme, la
dynamique et la fonction mitochondriale, la prolifération cellulaire et la survie.! En raison de
leur effet régulateur sur diverses voies de signalisation cellulaire, les PHB sont impliquées dans
I'étiologie des cancers, des maladies inflammatoires, cardiovasculaires, neurodégénératives, du
diabéte, de I'obésité et dans la réponse immunitaire.”®> De nombreuses modifications post-
traductionnelles des PHB modulent leur activité et également leur distribution intracellulaire,
dans les mitochondries, le noyau, le réticulum endoplasmique et la membrane plasmique. Les
fonctions spécifiques de chacune de ces différentes formes de PHB ne peuvent pas étre
examinées par l'utilisation de méthodes de délétion de genes, car elles induisent I'apoptose, en
raison de leur réle essentiel dans le maintien de l'intégrité mitochondriale. Par conséquent,
I'utilisation d'agents ciblant les PHB peut étre trés utile pour déchiffrer leurs réles dans divers

contextes cellulaires.

1.1.1 Signalisation et roles physiologiques

Les PHBs sont régulées par plusieurs phosphorylations de la tyrosine et de la sérine, des
modifications de O-GIcNAc, des palmitoylations, des transamidations, des nitrosylations de la
tyrosine, ... A titre d'exemple, la phosphorylation d'Akt, de PHB1 a Thr258, qui bloque son
interaction avec Shpl / 2 et facilite la signalisation d’Akt (Figure 1). La PHB1 est également
phosphorylée par PKC-§, pour bloquer l'apoptose. L'activité de PHB2 est régulée par la
phosphorylation de la serine et de la thréonine, en particulier a Ser91 et Tyr248. La protéine

kinase IV dépendant du calcium / calmoduline (CaMKIV) phosphoryle la PHB2 chez Ser91, ce qui
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nuit a son aptitude a réprimer l'activité transcriptionnelle du facteur d'amplification des
myocytes.

Dans la membrane interne mitochondriale, la PHB1 et la PHB2 interagissent enssemble
pour former des oligodiméres qui sont organisés dans des structures de type anneau avec un
diamétre de 20-25nm (Figure 2). Ces supers complexes maintiennent la structure des
mitochondries et régulent leurs fonctions.? Ils agissent aussi dans la régulation du cycle

cellulaire, la régulation de la transcription génique

Dans le noyau, les PHB régulent I'activité de nombreux facteurs de transcription, co-
activateurs de transcription et co-répresseurs, tels que le p53, le récepteur d'cestrogene, E2Fs,
STAT3, PGC. De plus, PHB1 contrdle I'activité des protéines MCM pour réguler la synthése de
I'ADN, Elles protegent les protéines nouvellement importées de la dégradation, par la protéase
m-AAA, favorisent la synthése des protéines mitochondriales, maintiennent I'organisation,
copient le nombre d'ADN mitochondrial et agissent comme chaperons pour les protéines
nouvellement synthétisées, protéines du complexe mitochondrial | et de I'atrophie optique

GTPase 1 (Opal) lors de la fission mitochondriale et de Ila morphogeneése.



Introduction

Insulin receptor TGF-P receptor

AARATAARARRERAAAD
‘HH vVVVvaVh

/ \ “““ o) (o
Y

=

ﬂ @ Y114®
11 .. & >
1
l =]

Cell cycle progression, proliferation,
resistance to apoptosis

GRP75/
[ Enhancement of p53 activity ]

I
Cell prollferatlon, — / —
tumorigenesis and ntigionot DN @@
8 synthesis @

stress response in
.‘

metastatic cells
“ estrogen ﬂ
receptor
ﬂ @ Relief of MEF2 inhibition

Inhibition of circadian @@ * Url:etermllned effetct. on
transcription other nuclear proteins

Inhibition of transcription I

-ﬂ Export of PHB1 outside the

nucleus, promoting the

survival of cancer cells NEKEsgnalingand

Inhibition of the transcription of
translocation of PHB2 Oct-2 and 1gG1

to the nucleus 1]
-

reorganization

SRARRRRTAARA
[T

Plasmatic
lipid
droplet

Mg?'transport

Enhancement of
=) | innate immunity

Platele_t Overexpressed response
aggregation in colorectal cancer

Figure 1. Signalisations des PHB!
(Copiée de la référence Thuaud, F.; Ribeiro, N.; Nebigil, C. G.; Desaubry, L., Prohibitin ligands in cell death
and survival: mode of action and therapeutic potential. Chemistry & biology 2013, 20 (3), 316-31).
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Les PHBs régulent de nombreuses voies de signalisation (P. Ex., Akt, C-RAF-MEK-ERK,
CaMK et PKC) pour orchestrer divers aspects de la physiologie cellulaire, y compris le
métabolisme, la transcription, I'apoptose, la survie, la réorganisation du cytosquelette et la

différenciation.

Maintenance of the
organization and copy
number of mtDNA

Stabilization of Opa-1 H Association with the
contributing to the mitochondrial
regulation of translation machinery
mitochondrial fusion
and morphogenesis

Nucleoid
(DNA +proteins)

| Cytoprotection against ROS? |

Stress
<€<——— (p66ShcA
(UV or ROS)

proteolysis (’

Regulation of
membrane protein [
degradation

ﬁ
A-A\

i NH,
/ Mltochcindnl'ial Cyt C oxidase assembly s1p
Stabilization of PHBs Somp X and mitochondrial
respiration

Chaperone activity

Figure 2. Fonction de la PHB1 et de la PHB2 dans les mitochondries.!
(Copiée de la référence Thuaud, F.; Ribeiro, N.; Nebigil, C. G.; Desaubry, L., Prohibitin ligands in cell death
and survival: mode of action and therapeutic potential. Chemistry & biology 2013, 20 (3), 316-31).

1.1.2 Importance actuelle des sondes chimiques en biologie cellulaire

Le séquencgage du génome humain en 2001 a contribué a I'émergence de la génétique
chimique qui vise a identifier des sondes chimiques pour les produits de chaque géne humain.*
En effet, les petites molécules peuvent servir de sonde pour explorer divers processus
biologiques.

Les sondes chimiques sont des acteurs majeurs pour valider de nouvelles cibles
moléculaires. En biologie cellulaire, elles sont trés complémentaires a I'utilisation de
I'interférence ARN (ARNi), notamment en étant capables d'inhiber une fonction spécifique de la

protéine cible plutét que d'éliminer la protéine entiere, évitant ainsi des problemes de fonction
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multiples ou d'échafaudage. Cette approche permet aussi de contréler I'étendue et la cinétique
de I'inhibition.”

Pour étre utiles, les sondes chimiques doivent satisfaire a certains critéres, tels que la
perméabilité (se rendre au site d'action dans la cellule), la puissance et la sélectivité. Paul
Workman et lan Collins ont proposé quelques critéres pour évaluer la qualité des sondes
chimiques (Tableau 1).2

En ce qui concerne leur puissance, elle devrait étre submicromolaire pour les études
biochimiques et dans la gamme micromolaire pour les études cellulaires. Pour les études in vivo,
elle doit présenter des propriétés pharmacocinétiques acceptables. Fait important, les effets

biochimiques et cellulaires doivent étre corrélés dans une série d'analogues.

Tableau 1. Directives recommandées pour les propriétés des sondes chimiques. >

Perméabilité membranaire >0.05 mg/ml en basse % DMSO en solutions

aqueuses

Perméabilité membranaire Perméabilité essentielle; Efflux médié par PGP
minimal dans les lignées cellulaires intéressantes.

Groupes chimiguement Aucun présent sauf si bien caractérisé et sélectif.

réactifs

Masse moléculaire (Da) préférentiellement d'étre < 450

Lipophilie (LogP) préférentiellement d'étre < 5

H-liaison donneurs (O-H, N- préférentiellement d'étre < 3

H)

H-liaison accepteurs (N, O) préférentiellement d'étre < 11

Rotatable bonds préférentiellement d'étre < 10

Puissance cible (ICsq or K;) <100 nM

Sélectivité ciblée Sélectivité bien définie; >10-100- Contre des cibles
étroitement liées; Polypharmacologie indésirable

Mécanisme d'action Une relation quantitative bien définie entre les

effets biochimiques et cellulaires compatible avec
I'action dépendante de la cible

Pharmacocinétique Bonne pharmacocinétique non essentielle pour
['utilisation in vitro et cellulaire, mais nécessaire
pour le travail in vivo des animaux
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1.1.3 Ligands des prohibitines

Les activités des PHB sont affectées par les produits naturels appelés «flavaglines» et

de petites molécules entierement synthétiques telles que I'Aftine-4 ou la mélanogénine.!

1.1.3.1 Les flavaglines

Jusqu'a présent, les ligands de PHB les plus étudiés étaient des flavaglines (Figure 3).
Ces composés représentent une famille de plus de 100 cyclopenta [b] benzofuranes trouvés
dans l'arbre Chu-lan (Mi Zai Lan, K ¥ %) utilisés dans la MTC. Les flavaglines présentent de
puissantes activités insecticides, antifongiques, anti-inflammatoires, neuroprotectrices,
cardioprotectrices et surtout anticancéreuses.®’

La caractéristique la plus interessante est la sélectivité de leur cytotoxicité vis-a-vis des
cellules cancéreuses par rapport aux saines. En effet, il a été observé que lors des cultures in-
vitro, toutes les lignées cellulaires cancéreuses et celles transformées sont sensibles a cette

cytotoxicité, alors que les cellules non cancéreuses n’ont pas affectées.

R%0

Rocaglamide: R! = CONMe,, R? = OMe, R® = Me
; Rl = 2 - 3
Silvestrol: R' = COOMe, R* = OMe, R 00\7\5/\0H

FL3:R'=H, R2=Br, R® = Me OMe OH

Figure 3. Exemples représentatifs de flavaglines naturelles (rocaglamide et silvestrol) et
synthétiques (FL3).
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Le rocaglamide (Figure 3) a été la premiere flavagline a étre identifiée.?
L’équipe du Dr Désaubry a rapporté la découverte d’analogues, tels que le FL3, qui empéchent
les PHB d'interagir avec la kinase C-RAF et inhibent par conséquent la signalisation Ras-C-RAF-

MEK-Erk, qui est essentielle a la survie de nombreux types de cellules cancéreuses.’

Activités anticancéreuses
De nombreux dérivés de flavaglines ont été synthétisés pour déterminer les exigences

. ez . . 1,10
structurales de leur cytotoxicité dans les cellules cancéreuses (Figure 4) .™

5_ ' .
R%= H, R%= NHCO, NHCONH, or] | R -1 ?’: COtNRR ]‘i_rdcoo""e_)-t
NHCONMEZ > R3= OH, R4= H msensitive to mulitt rug resistance
— R3R4 /

WoO> =Ry of RS

COOMe > C(O)Me > CN > Cl > OMe = OH
>>H >NH, > CONH, = CONHMe = NHMe |, gt

NMe, NHSO,Me, COOH, CONMe,: inactive

[CN =Br = Cl> MeO > H]

Figure 4. Requis structuraux des flavaglines pour la cytotoxicité dans les cellules cancéreuses
(FL3: R'=R’=0Me, R*=0H, R*= R>= R®= R’= R%=H, R®=Br).

Tableau 2. Cytotoxicité dans les cellules HCT15 (ICso, nM).

Anticancer ICso
agents (nM)
FL3 2
Doxorubicine 81
Docetaxel 13
Cisplatin 2900

Camptothecine 3

Vinblastine 10
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Cela a mené a la découverte du FL3, la premiere flavagline qui présente une
cytotoxicité supérieure a celle des flavaglines naturelles (Figure 4, Tableau 2).° Une flavagline a
été conjuguée a un lieur est utilisé pour identifier les prohibitines qui sont leur cible et ce par
chromatographie d'affinité. °

En 2005, les chercheurs de Bayer Healthcare ont rapporté que les flavaglines
présentaient des activités anti-inflammatoires et neuroprotectrices puissantes dans des
modéles animaux de la maladie de Parkinson."*

Sur la base de cette observation, il a été démontré que ces composés protegent les
neurones et les cardiomyocytes contre l'apoptose induite par les médicaments anticancéreux
(cisplatine et doxorubicine), et qu’en particulier le FL3 protége les souris in vivo de la toxicité
induite par la doxorubicine. Ces données indiquent également que le FL3 présente une
biodisponibilité appropriée. Aucun signe de toxicité ou de perte de poids chez des souris

traitées uniquement avec FL3 n’a été détecté (Figure 5).

1—Dox
< 60 ---—-FL3 + DOX

3 0 3 6 9 days

Figure 5. Taux de survie des souris traitées avec la doxorubicine(31%) ou doxorubicine + 5
injections de FL3 (0,1 mg / kg i.p.).*

Il a été également montré que le FL3 induit des propriétés cardioprotectrices via la
signalisation par la PHB1 (Figure 6)." En effet, la doxorubicine induit la translocation de PHB1 et
de STAT3 phosphorylatée dans le noyau des cardiomyocytes pour réaliser |'apoptose. Au
contraire, FL3 induit la translocation de ces protéines de signalisation dans les mitochondries

pour protéger la cellule contre les effets indésirables de la doxorubicine.
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Doxorubicin FL3 + Doxorubicin

/7 N\ ¢ N\
r\\‘ ‘p-STAT3( PHB1. ] \ ]
{ g

APOPTOSIS SURVIVAL

Figure 6. Mécanisme cardioprotecteur de FL3 proposé par le Dr Désaubry et al.

Cette activation du complexe STAT3 / PHB1 mitochondrial par des ligands de PHB
représente une nouvelle stratégie pour protéger I'organisme contre la cardiotoxicité induite par
la doxorubicine et éventuellement d'autres problémes cardiaques.

Les relations structure-activité de la cardioprotection sont identiques a celles de la

. . . « ez , . 1
neuroprotection et similaires pour la cytotoxicité dans les cellules cancéreuses (Figure 7). 4

cardioprotection:CONH, > H > COOMe

o cardioprotection: OMe > CH,NMe, = NMe, >
/ cytotoxicity : H > or < COOMe

- H =NH, >Me, Et, CH,OH
H cytotoxicity : H= CH,NMe, = NMe, =NH, >
HO MeO |4

Me = Et = CH,OH > OMe
_4— cardioprotection and 2

(o]
>\\R6
N
2
R? cytotoxicity : H=F 0 AN i i
y y: O @ cardioprotection and
MeO o

according to the nature of R’

cytotoxicity : H=F

cytotoxicity and cardioprotection: Br = CI Q cardioprotection: Br = Cl
cardioprotection: Br>OMe when R?=H and R1=" cytotoxicity : Br > or = F
Br<OMe when R?=F

Figure 7. Exigences structurelles pour la cardioprotection et la cytotoxicité des cellules
cancéreuses.

En plus des flavaglines, plusieurs ligands PHB ont été identifiés, tels que la

mélanogénine, I'Aftine-4, I'aurilide, I’adipotide, la Fluorizoline et les sulfonylamidines.
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1.1.3.2 L’Aftine-4

Me. “~pn

N
N)IN\> [—) binds to PHB1 —
inds to
~ NEUROTOXICITY
HN)\N N and other proteins
OH )\

Aftin-4
Figure 8. Structure et neurotoxicité de I’Aftine-4

Lors de I'étude qui déterminait comment le peptide amyloide-b42 (Ab42) toxique est
produit dans la maladie d'Alzheimer, le Professeur Hervé Galons, a observé que le dérivé
d'adénine Aftine-4 interagit avec trois protéines: la PHB1, le canal VDAC1 et la mitofiline.”> Au

niveau cellulaire, il favorise la production de neurotosines dans les neurones.

1.1.3.3 La fluorizoline

La fluorizoline est un nouvel agent anticancéreux qui cible les PHBs.™® Les requis

structuraux de ce composé pour son activité cytotoxique demeurent peu décrits."’

Figure 9. Structure de la fluorizoline.

10
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1.2 Découverte et propriétés de la mélanogénine

1.2.1 Mélanine et mélanogenése

La mélanine est le pigment noir qui protege la peau des radiations ultraviolettes, fournit

les différentes décorations de la peau, des yeux et des fourrures d’animaux.
La couleur de la peau, des yeux et des cheveux sont en grande partie le résultat de la synthése
de la mélanine par les mélanocytes dans une organelle spécialisée appelée le mélanosome.®
Les mélanocytes responsables de la pigmentation protégent des dommages induits par les UV
sur la peau.19 Un grand nombre de maladies de la peau, qui comprennent I’hyperpigmentation
acquise, tels que le melasma, la mélanodermie postinflammatoire et lentigos solaires, sont dis
a 'augmentation de la production et de I'accumulation de la mélanine.”® A Iinverse, I'albinisme
ou le vitiligo résultent d’un défaut de pigmentation.

Les agents éclaircissant sont devenus de plus en plus importants dans le domaine
cosmétique. Plus de 100 génes sont impliqués dans le processus de la mélanogénése.”! Les
altérations dans la transcription, la traduction, le traitement ou le trafic intracellulaire d'une de
ces protéines peut affecter la synthése de la mélanine. Les mélanocytes répondent aussi a
divers facteurs produits par leur environnement ou par les cellules voisines de la peau.zz’23

Le transfert des mélanosomes des mélanocytes aux kératinocytes et leur répartition
dans les kératinocytes sont également des procédés qui jouent des roles importants dans la

régulation de la pigmentation de la peau et des cheveux.”*%

11
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Figure 10. La mélanogenése ou la synthése de la mélanine est impliquée dans des voies
réactionnelles enzymatiques et biochimiques complexes appelées voie de Raper-Mason’’*’

Cette figure a été adaptée d’un article de T.Pillayiyar et al |égérement modifié. (Tyr, tyrosinase, DQ,
dopaquinone, L-Dopa, L-3,4-dihydroxyphénylalanine, DHICA, acide 5,6-dihydroxyindole-2-
carboxylique;DHI, 5,6-dihydroxyindole; ICAQ, acide indole-2-carboxylique-5,6-quinone; 1Q, indole-5,6-
quinone; HBTA, 5-hydroxy-1,4-benzothiazinylalanine).”
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Figure 11. Principales voies régulatrices de la mélanogenése, cette figure a été adaptée de
Pillaiyar et al et |égérement modifiée.”®

La régulation de la mélanogenese dans les mélanocytes est un phénomeéne
complexe régulé par de nombreuses voies de signalisation, notamment celles de ’AMP cyclique,
du GMP cyclique de la B-caténine et des MAPS kinases. Ces voies convergent vers I'activation du
MITF (microphthalmia-associated transcription factor) qui active la transcription d’enzymes-clés

, N . . . 2
de la mélanogenése, et en particulier la tyrosinase.?

13
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1.2.2 Les protéines régulant la mélanogénése :
Parmi les différentes protéines régulant la mélanogéneése, nous allons présenter
en particulier celles qui sont affectées par les composés que nous avons synthétisés : le MITF,

pERK et LC3.

1.2.2.1 MITF : Microphthalmia-associated transcription factor

Le MITF est un facteur de transcription qui contréle la mélanogenése. Cette protéine

. A~ , . . . 27,2
joue un role dans le développement, la survie et la fonction de certains types de cellules.”” 8

Le MITF controle le développement et la fonction des mélanocytes. Au sein de ces
cellules, cette protéine contrble la production du pigment mélanine. Les mélanocytes sont
également présents dans l'oreille interne et jouent un role important dans I'audition. De plus, le
MITF régule le développement des cellules épithéliales du pigment rétinien. Ces cellules

nourrissent la rétine.

Le MITF régule également le développement des cellules qui décomposent et éliminent
les os (ostéoclastes) et les cellules qui jouent un réle dans les réactions allergiques

(mastocytes).”

Le MITF régule I'expression du récepteur de Kit*® ainsi que celle des enzymes telle que la
tyrosinase et la protéine 1 liée a la tyrosinase (TRP1),*° gui sont essentiels pour la production de
la mélanine. La tyrosinase est I'enzyme limitante de la biosynthése de la mélanine, catalysant la

conversion de la tyrosine en 3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPA) et ensuite en DOPA quinone.*

La TRP1 catalyse la conversion de |'acide 5,6-quinonecarboxyindole-2-carboxylique

(DHICA) en I'acide indole-5,6-quinonecarboxylique.*?

14
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1.2.2.2 ERK : généralités et relations avec le MITF et la mélanogenése

Les protéines ERK-1 et ERK-2 signifiant Extracellular signal-regulated kinases sont des

kinases activées par des phosphorylations au niveau d’une tyrosine et d’'une thréonine.

ERK1 et ERK2 phosphorylent aussi des protéines sur des résidus tyrosine, thréonine ou
sérine pour activer a leur tour d’autres protéines. ERK1/2 font partie de la famille des MAP

. . . . . 33
kinases, mitogen-activated protein kinases.

L’ extracellulaire signal-regulated kinase (ERK) est une clé médiatrice de signalisation de

34,35

la prolifération et de la différenciation cellulaire, et l'inhibition de la voie ERK induit une

hyperpigmentation, suggérant ainsi que ERK est également impliqué dans la mélanogenése.36

En outre, I'activation d'ERK conduit a la phosphorylation de MITF a la serine 73, qui
sera suivie par l'ubiquitination de MITF et sa dégradation.37 L'activation d’ERK par le
sphingosine-1-phosphate ou la céramide régule la mélanogenése.®

L’activation de ERK a également un effet inhibiteur sur I'activité de la tyrosinase et la

tran_c,cription.?’g’40

1.2.2.3 LC3: généralités et relations avec la mélanogeneése, la PHB2 et ER

La chaine légére 3B associée aux microtubules (ci-aprés dénommeées LC3) est une

protéine qui chez les humains est codée par le gene MAP1LC3B.

LC3 est une protéine centrale dans la voie d'autophagie ou elle fonctionne dans la
sélection de substrat d’autophagie et la biogenese d’autophagosomes. LC3 est le marqueur des
autophagosomes le plus largement utilisé.?

La LC3 a été identifiée a I'origine comme une protéine associée aux microtubules dans le
cerveau du rat.*!

Cependant, il a été constaté plus tard que la fonction primaire de LC3 est dans

I'autophagie, un processus qui implique la dégradation en bloc des composants cytoplasmiques.

15
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Le LC3 contribue a la mélanogenése en augmentant |'expression de MITF dépendant
d'ERK,* Beth Levine et al ont récemment montré que la PHB2 interagit physiquement avec la
chaine légere 3B (LC3) de la protéine 1 associée aux microtubules pour promouvoir la
mitophagie en réponse au dysfonctionnement mitochondrial des cellules Hela, et que pendant
la mitophagie, la protéine associée a I'autophagosome LC3-II se lie directement a la protéine
mitochondriale interne PHB2 et se lie indirectement a I’"hétérodimere PHB2 et son partenaire de

liaison PHB.*

Mitochondrial
Damage

Outer Membrane
Rupture

% Mitochondria @ PHB2 Q PARK2 @) SQSTM1 g Phagophore
@ oMM protein @ PINK1 o Ubiquitin Qg Proteasome o L3

Figure 12. Mode d’action de LC3 lié & la PHB2 lors de la mitophagie. ****

L'interaction entre PHB2 et LC3 nécessite une rupture de la membrane mitochondriale externe. PHB2 est
requis pour la mitophagie a médiation par Parkin.** Figure copiée de Wei, Y.; Chiang, W.-C.; Sumpter, R.;
Mishra, P.; Levine, B., Prohibitin 2 is an inner mitochondrial membrane mitophagy receptor. Cell 2017,
168 (1), 224-238. e10. Et de Bang, S.; Won, K. H.; Moon, H. R.; Yoo, H.; Hong, A.; Song, Y.; Chang, S. E.,
Novel regulation of melanogenesis by adiponectin via the AMPK/CRTC pathway. Pigment cell &
melanoma research 2017, 30 (6), 553-557.

Les mitochondries dépolarisées expriment PINK1 sur la membrane externe, entrainant
le recrutement de PARK2 et |'ubiquitination et la dégradation subséquente des protéines de la
membrane externe mitochondriale. La rupture de la membrane externe qui en résulte permet a
LC3-Il sur un phagophore de se lier a la protéine membranaire interne mitochondriale PHB2,

conduisant a la mitophagie.43

16
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1.2.3 Découverte et effets pharmacologiques de la mélanogénine

Orlow et al. ont décrit en 2005 une petite molécule, la mélanogénine (Figure 13), qui
induit la formation de mélanine en inhibant la translocation de la prohibitine-1 (PHB1) des
mitochondries vers le noyau des mélanocytes.™ Il a été proposé que la PHB1 bloque la
transcription d’un facteur contrélant la transcription de la tyrosinase. L'enzyme qui catalyse
I’étape limitante de la mélanogénese est que la mélanogénine en se liant a la PHB1 léverait

cette inhibition (Figure 14).

[ =
2/ !
— \ > e e — ==
/ melanogenin —~
e Tmnscription\x Transcription)) —, transcriptioﬁ
‘ factor / (\ factor of tyrosinase

PIGMENTATION

. s . 7 . s s . 1
Figure 14. Mécanisme proposé de I'action de la mélanogénine.

Pour identifier des composés qui modulent la pigmentation de la peau, Snyder et a/
ont criblé une chimiotéque constituée de 1170 triazines sur des mélanocytes non pigmentés.**
Ils ont identifié la mélanogénine comme inducteur de pigmentation avec une EC50 de 2,5 mM.
Ce composé augmente la tyrosinase, I'enzyme limitant la vitesse dans la biosynthése de la
mélanine. Ces auteurs ont conjugué la mélanogénine a un support d'agarose, ce qui leur a
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permis d'identifier la PHB1 comme cible moléculaire par chromatographie d'affinité. D'autres

recherches biologiques ont confirmé que la PHB1 est responsable de l'induction de la

pigmentation. Les études de microscopie ont montré que la PHB1 était localisée uniquement

dans les mitochondries, ce qui a conduit ces auteurs a suggérer que la liaison de la

mélanogénine au PHB1 pourrait perturber l'interaction entre PHB1 et un facteur de

transcription, provoquant ainsi sa translocation dans le noyau et I'induction de I'expression de la

tyrosinase, I'enzyme limitant le taux de mélanogenése. Cette étude a été la premiere a déméler

I'implication de la PHB1 dans la régulation de la pigmentation des mammiferes.
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Figure 15. Découverte de la mélanogénine. 4
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(A) Criblage in vitro d'une banque de triazines trisubstituées de 1170 membres dans des cultures wild-
type mélanocytes murins.
(B) Analyse de la relation structure-activité des membres de la bibliotheque des triazines. Les variations
structurelles ont été produites en modifiant la structure chimique de la triazine aux positions R1 et R2.
L'activité chimique est exprimée par le pourcentage d'augmentation de la pigmentation au-dessus des
mélanocytes non traités.™

1.2.4 Relations structure-activité

Identification de la Prohibitine comme Protéine cible de la Mélanogénine

Pour déterminer si la prohibitine a un réle fonctionnel dans I'induction de pigmentation,
la technologie ARNi a été utilisée pour réduire I'expression de la prohibitingene de maniere
sélective (Figure 9c). lls ont démontré une atténuation significative de la réponse cellulaire a la

mélanogenine suivant l'inactivation du géne de la prohibitine spécifique (Figure 16e).

a HN/'\/O\/'\O/'\/NH2 b

g

F F\ ojiN)\H

A
F F

Melanogenin (TGV28)

S 0.140

EC5,=2.5 um
Cc A TGV28-A Negative-A ] g = Q3 Q=
-_— T £ @8 mwv B2
(&] - ~ ~
C— —
— - € .30 -
S > w30 kDa s Ailegative
S 025 - SPhbi
=
a
O 0.20
i [
2 015 H =1
c
S 0.10 |
- £
< 0.05
d  Matix A TGV28 TGV28 TGV28 = 5 |
Compound — - TGV28 Negative : Control TGV28 IBMX
Phb e - 5 um 100 um

Figure 16. Identification d'un agent améliorant la pigmentation qui se lie a la prohibitine.45
(Copiée de Ni-Komatsu, L.; Orlow, S. J., Identification of novel pigmentation modulators by chemical
genetic screening. The Journal of investigative dermatology 2007, 127 (7), 1585-92).
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a) La structure chimique et la EC50 de la mélanogénine (TGV28).

b) La mélanogénine induit la synthese de la mélanine de maniére dépendante de la dose dans les
mélanocytes murins immortalisés (mélan-a cells). La teneur en mélanine est normalisée par rapport a la
guantité totale de protéines dans les lysats cellulaires.

c) La mélanogénine se lie spécifiguement a la prohibitine. Le gel SDS-PAGE coloré a l'argent a une
concentration de 5-15% illustre la spécificité de la liaison mélanogénine-protéine. A est la matrice de
billes d'agarose non conjuguée, TGV28-A est la matrice d'affinité de la mélanogénine, et négatif-A est la
matrice d'affinité conjuguée a témoin négatif. La fleche indique la bande protéique qui se lie
spécifiquement a la matrice conjuguée a la mélanogénine.

d) Le Western blot du lysat de mélanocyte incubé avec des billes d'agarose conjuguées a la
mélanogénine (TGV28) ou des billes d'agarose seules utilisant un anticorps contre la PHB (A). La liaison
mélanogénine-prohibitine a été supprimée lors de la pré-incubation du lysat cellulaire avec la
mélanogénine libre mais pas avec le composé témoin inactif (négatif).

e) L'inhibition du gene de la prohibitine atténue efficacement la réponse cellulaire a la mélanogénine.
Dosage de la mélanine des cellules de mélanome B16-F10 transfecté avec deux séquences d'siRNA
interditines distinctes (PHB1 et PHB2), siRNA contréle négatif, ou siRNA Lamin A / C non pertinent suivi
par aucun traitement (témoin), mélanogénine 5 mM, ou 100 mM traitement a
I'isobutylméthylxanthine.*

Relation structure-activité de la mélanogénine et de ses analogues

Orlow et al. ont déposé un brevet couvrant la structure de plusieurs dizaines de
triazines. Ces données nous fournissent des premieres informations sur le développement de

, .. 4
nouveaux analogues de la mélanogénine.*®

Tableau 3. Relation structure-activité de la mélanogénine et de ses analogues

% d’induction de

. la pigmentation
Concentrations P

Entrées Structures des analogues de la mélanogénine (M) comparé aux
H cellules non
traitées
o NH
. |_5\1\/\/ \/\O/\/ 2
F FNTSN
1 5 423

= i O)l\N/)\H/\@/F
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. HN/\/O\/\O/\/NHZ
|
= O)\N/)\N
F H
F
/\/O\/\ /\/NH2
E HN (@]
S
F O/I\N/ N
F H
F
O NH,
. HN/\/ \/\O/\/
F F N)QN
)'\ ~ |
F (@] N N
F H
F
/\/0\/\ /\/NHz
E HN (@]
F F Sy
| _ NO,
F (@] N N
F H
- HN/\/O\/\O/\/NHz
F F N/RN
)'\ 2 NG
F (@] N N
F H
- HN/\/O\/\O/\/NHZ
- Fous
S
F 0" NN F
F H
- HN/\/O\/\O/\/NH2
F F N|k\N
F O)\N/)\N Br
F H

10

10

10

10

373

537

400

360

360

353

270
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227

167

72

109

103

340
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227

102

493

182

197
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537

277

170

87

160

537
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Remplacement de la chaine par \N/\/\/\/OH : perte d'activitée

H
o Ry :NH,. _H > N3
HNT S S g S —N
N O
\
Rz)\N NHR,
Me

530 a 5uM 423 a 5uM

Le remplacement du bout de la chaine dans la mélanogénine par d’autres substituants

augmente considérablement leurs activités.
Pour le R1 : les composés fluorés sont ceux qui augmentent I'activité des analogues.

Pour le R2 : le pentafluorophénoxy est celui qui apporte la meilleure activité. On remarque que
plus il y a du fluor plus c’est actif, et que l'oxygéne est plus actif que I'azote et doit étre

directement lié au cycle aromatique fluoré.
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1.3 Chimie des triazines
La synthése de triamino-triazines la plus fréquemment utilisée repose sur une tri-

substitution séquentielle de la trichlorotriazine 1 (Schéma 1).* La premiére substitution se
produit a basse température alors que les deuxieme et troisieme réactions nécessitent des

températures plus élevées.

cl ANELS RGR Rl -R?
R'R2NH 3R4 5106
N&N )\ R°R*NH, N)%N ROR®NH,, N)QN

Schéma 1. Voie de synthese générale des triamino-triazines.*’

La mélanogénine a été préparée par Y-T. Chang et al. selon 'approche ci-dessus.™* Les
détails de cette synthese ne figurent ni dans I'article décrivant ce composé, ni dans le brevet
correspondant.46 En effet, les triazines décrites dans cette étude ont été préparées par une
synthese sur surface solide ou le groupement espaceur est conjugué par amination réductrice a

des résines fonctionalisées par du di-méthoxybenzaldéhyde (Schéma 2).
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N
cl R'R2NH, N)QN OMe
NN (1ére amine) | CH
PP o 2O g NHBoe
cI” N7 el
c oMe K
+ N‘ N
° Cl)\N/ N’R1
PMe o NHBoc OMe 52
HZN/\/ ~ o0 R
CHO CHz_ O NHBoG
H R3R*NH
OMe OMe
A B (2éme amine)
OMe
CH
NH 2
HN/\/O\/\O/\/ > H O—Q \N/\/O\/\O/\/NHBOC
NKN ) oMe )§N
{ {
R3 R R3 _R!
Ay Ay
R R? R R?
F E

Schéma 2. Synthése supportée des triazines fonctionnalisées développée par Chang et al.*

Une premiére amine est condensée a la trichlorotriazine pour former un premier
intermédiaire C, qui est ensuite combiné a la résine B pour produire la triazine trisubstituée D.
Cette approche a permis de préparer des chimiothéques comportant des milliers de triazines
substituées par deux amines différentes et par un groupement espaceur avec des quantités
d'environ 1 a 2 mg. C'est par cette approche décrite par Chang et al. qu’a été synthétisé la
chimiotheque incluant la mélanogénine, cependant ni les conditions expérimentales, ni les
rendements des différentes étapes, n‘ont été décrites dans le cas spécifigue de la
mélanogénine. Cette méthode a montré son efficacité pour préparer des triaminotriazines. En
revanche, elle ne peut pas étre efficacement appliquée a la synthése de diaminotriazines
substituées par un groupement pentafluorophénoxy. En effet la pentafluorophénol n’est pas

suffisamment nucléophile pour réagir avec les triazines immobilisées D ou E.*

T. Masquelin et al. ainsi que J. T. Brock et al en s’associant avec Y-T. Chang ont
également développé une synthése de triazines sur surface solide qui présente comme
particularité de faire appel a une amino-chlorotriazine reliée a une résine par un thioéther

comme intermédiaire clé (Schéma 3). Aprés une premiere addition d’amine, le thioéther est
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oxydé en sulfoxide ou sulfone, ce qui le rend plus réactif que la chlorotriazine correspondante et

permet d’introduire la pyrrolidine tout en induisant un clivage avec la résine.*®%

)C\I NHR'
N‘ SN 1 N‘/gN
— ~
CI/‘\N cl CI/‘\N/J\CI NHR'
N _3 . N/KN 1:R'NH,, acetone,2 N NaOH, -20°-0°C;
. 2 Q/\SH, dioxane, 40°C, DIPEA
INH,™ CI Q@ s”ONT ¢l 3 DMA, 1t-85°C;
NH : , - ;
2 3 I 4 _ ST
O/\CI + S:< — S NH, — Q/\SH 4: pyrrolidine, dioxane, reflux,
NH, 5 o}
1 >—Ph
5Ph802N s CH2C|2,
NHR' NHR' NHR' 6: pyrrodine(5eq), DMA, 80°C;
/‘\ /j\ /j\ 7: m-CPBA(1.5eq), CH,Cl;
SN N 6 N7

N 8: R'R2NH, DMA, 80°C.

Schéma 3. Synthese des triazines fonctionnalisées développée par Masquelin et al.®
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Obijectifs

2 Objectifs

Notre objectif principal était de développer une voie de synthése simple et efficace pour
préparer des analogues de la mélanogénine qui sont des composés originaux ayant

potentiellement de meilleures activités biologiques, puis d’examiner les requis structuraux pour

leurs activités promélanogéniques.
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3 Syntheéses

3.1 Mise au point d'une synthése sélective d'analogues de la mélanogénine

La premiére tache de mon projet fit de mettre au point une syntheése pratique et
efficace de la mélanogénine et de ses analogues. Une premiére condensation a -20°C de la
benzylamine 2 sur la trichlorotriazine 1 a donné le monoadduit 3 avec un rendement de 75 %.
La condensation ultérieure avec le pentafluorophénol 4 a 0°C conduit a un mélange de
rendement global de 72% dont les produits finaux sont le monoadduit 5 et le diadduit 6 dans un
rapport respectif de 74 :26. Cette réaction n’étant pas sélective, nous avons cherché a examiner

une autre stratégie (Schéma 4).

OH
F F
R i o S A o T
~ — o —
Cl)\N cl Cl)\N cl CGF5O)\N)\CI+C6F50 N” OCqFs

75% DIPEA

1 3 CH4CN 5 6

e 5/6:74/26

Schéma 4. Condensation du pentafluorophénol 4 sur la dichlorotriazine 3.

Notre deuxiéme démarche a été inspirée des travaux de T. Masquelin et al,*® ou la
trichlorotriazine 1 est mise en réaction avec du benzylthiol 7 en présence de DIPEA pour donner
un mélange de rendement 64% composé de monoadduit 8 et de di-adduit 9 dans un rapport

87:13 (Schéma 5).

j)\l SBn SBn
A e o b
_ —_— +
c” N e THF/ 0°C Cl)\N/)\CI Cl)\\N SBn
1 7 64%
8 9
8/9: 87:13

Schéma 5. Double substitution nucléophile d’'une benzylthiol sur la trichlorotriazine
Selon les travaux de T. Masquelin et al.
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L’approche suivante repose sur une double substitution nucléophile d’'une benzylthiol
sur la trichlorotriazine, suivie d’une 3°™ substitution par du pentafluorophénol et d’'une
oxydation des thioéthers en sulfones ou sulfoxides pour faciliter leurs déplacements décrite par

A. Vallribera et al. J’ai essayé deux oxydants (oxone et mCPBA) dans de multiples conditions

(Schéma 6, Tableau 4).

X X I
NN DIPEA NN NN
I+ BasH ——— P + |

o ~ X
CI” °N” “ClI THF/0°C ¢ >N~ “sBn BnS~ N~ “SBn

1 7 64% 8 9
8/9: 87:13 OH

DIPEA

10

laoub

OCqF5 OCqF5 OC¢Fs OC¢Fs OCgFs

coud )Q e
. NN _° *
(0N -0 (0N .0 O« .0
s S(O), BnS s ans” N s Ss s7° s s7
Bn Bn 1

| [l - >
Bn Bn Bn : B 6 Bn

13 14 10 12 ©
(13 est un mélange non-
séparable avec n=1 ou 2)

Schéma 6. Essai de développement d’une méthode de synthése de triazines substituées par un
groupement pentafluorophenoxy faisant appel a des intermédiaires thioétehers et sulfoxydes.
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Tableau 4. Essais d’oxydation du composé 9

Conditions Résultats
a Oxone(5 éq)/THF/H,0 ; 0°C>RT Principalement produit de départ.
b  Oxone (5 éq)/THF/H,0 (quantité de Principalement produit de départ

solvant doublée) ; 0°C>RT

c Oxone (5 éq)/Acétone/H,0: 4/1; RT Mélange non séparable 13 (n=1 ou 2) +

monosulfoxyde 14 dans un ratio 80%/20%.

d Oxone (6 éq)/DMF, 0°C >RT Mélange de disulfoxyde/sulfone, sulfoxyde
dans un ratio de 95%/5%.

e mCPBA (2.1 éq)/CH,Cl,;0°C—>RT Mélange de disulfoxyde/disulfoxyde.dans
un ratio de : 75%/25%

Le traitement des produits issus des conditions ¢ et d par des amines a donné des
mélanges, ce qui nous a incité a mettre en place une nouvelle approche. Lors de nos
expériences nous avons constaté que le groupement pentafluorophénoxy se déplace aussi

facilement que les groupements sulfones ou sulfoxydes.
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Une nouvelle approsche s’est imposée ol nous avons examiné la condensation du

pentafluorophénol 4 sur la triazine 1.

¢ " DIPEA ¢l c
Nl)\ F F THF A P

2 S s SN
Cl)\N/ c F F 0°Crt |

A A

CeFsO” N I CeF5s0” "N~ ~OCgFs
15'

AT

15'/15:23/77

Schéma 7. Troisieme approche pour la mise au point de méthode de synthése de la
mélanogenine et de ses analogues
Contrairement a la substitution par la plupart des nucléophiles, le remplacement d’un
chlorure par un groupement pentafluorophénoxy ne perturbe guére le caractére électrophile
des triazines, ce qui fait que les SNAr faisant intervenir le pentafluorophénol conduisent a un
mélange de mono- et di-adduits. Nous avons donc cherché a développer une méthode pour

nous affranchir de ce manque de sélectivité.

Notre nouvelle stratégie s’est basée sur les travaux de Katharina Reichenbacher et al. qui

a décrit une triple addition du pentafluorophénol sur la trichlorotriazine.”

Cl OH

OC4Fs
)Nl\ \)N\ ] F F n-decane (dry) NS
+ |
~ 180°C ~
c” N c F I F 13h CGF50)\N)\006F5
1 4 15"
80%
Schéma 8. Travaux de Katharina Reichenbacher et al.*°

Nous nous sommes inspirés de ces travaux et avons effectué dans un premier temps une
di substitution nucléophile de la tricholorotriazine avec le pentafluorophénol avec 90% de

rendement.
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Dans un deuxieme temps, une substitution par une premiére amine a une température
comprise en 0 et 25°C a permis d’obtenir les intermédiaires 16a-e. Une derniére SNar effectuée
a température ambiante ou a reflux dans le dichlorométhane selon la réactivité de I'amine,
permet d’obtenir les produits finaux désirés. La structure des composés synthétisés avec les

rendements de la derniere étape sont indiqués dans les tableaux 5-9.

Cl OH DIPEA, cl HNR'R2, CH,Cl, NR'R?  \HRPR* CH.CI NR'R?
) 212
A F FoTHE P DIPEA, -10°C - rt ) PN
N‘ N 0°C to rt NN NN DIPEA, rt-40°C NN
+2 — | \ \
— ~ ~
CI/‘\N c F F o 90% CerO/kN/ OC4Fs Cero/‘\N/koceF5 CeFs0” "N~ "NRR?
F
1 4 15 16a: NR'R? = NHCH,-(3-F-Ph) (88%) 17

16b: NR'R? = NHMe (36%)
16c: NR'R? = NHCH,CHyNMe, (44%)
Et\/\
16d: NR'R2= = OH (37%)
NH

16e: NR'R?= N (46%)

Schéma 9. Approche finale permettant d’accéder a la mélanogénine et a ses dérivés.

Certaines amines utilisées dans la 3eme étape du schéma 17 n’étaient pas disponibles,
ce qui nous a ramené a les synthétiser. Ainsi L'amine Y a été préparée par la méthode de Ghosh
et al. par amination réductrice de la cétone X en utilisant du cyanoborohydrure de sodium.”*

L'amine Z a quant a elle été préparée par hydrogénation de I’oxime correspondante.

37



Synthese

AcONH,,
NaBH;CN,
MeOH, RT
F =0y F
X 20% NH, Y
NH,OH.HCI Pd/C. H,
F > e
K,CO3, EtOH | F  EtOH NH
2
X' Reflux NOH 95%

88%

Schéma 10. Synthese des amines Y et Z non-commerciales.
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Figure 17. Les analogues 16a

Tableau 5. Les analogues 16a synthétisés

NRR? Rdt NR!R? Rdt
Mel 1 NH2 57% Mel 14 Ho/\(\ 81%
NH
Mel 2 NHMe 52% Mel 15 60%
HN
~
HN
Mel 3 NMe, 99% Mel 16 HN/\/\> 57%
o)
Mel 4 D 32% Mel 17 NSNS 99%
N~
Mel 5 o 82% Mel 18 HN |\N 88%
] _
N
Mel 6 ,L 99% Mel 19 HN |\ 27%
) o
N
Mel 7 A)\ 94% Mel 20 H N 82%
HN HNT N2
NS
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Mel 8

Mel 9

Mel 10

Mel11

Mel 12

Mel 13

HO

5%

65%

41%

62%

96%

55%
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Mel 21

Mel 22

Mel 23

Mel 24

Mel 25

Mel26

. 0

HN \
—,

/

o

NH

99%

89%

99%

94%

94%

95%
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F NHMe

F F Nl)QN

F O)\N/)\NR?’R“
F

Figure 18. Les analogues 16b.

Tableau 6. Les analogues 16b synthétisés.

NR3R* Rdt NR3R? Rdt
Mel27 HN/\@ 81% Mel33 Dij 91%
Mel 28 84% Mel 34 N F 98%
HN/\© | /\©/
Mel 29 81% MEL 49 . 80%
HN HN
Mel 30 ~ 34% Mel 50 99%
N
HN)\©/F I
Mel 31 C@ 99% Mel 51 81%
N
N
I
Mel 32 83%

3
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F F N)\lN
F O)\\N)\NR:"R“
F

Figure 19. Les analogues 16c.

Tableau 7. Les analogues 16c¢ syntheétisés.

NR®R* Rdt NR?R* Rdt
Mel35 HN/\©/F 99% Mel42 T/\©/F 47%
Mel37 HNJ\© 91% Mel43 \ 83%
HN F N -
Mel38 95% Mel52 | 98%
Mel39 HNJi@/F 13% Mel53 N 90%
|

HN .
Mel40 /\© 65% Mel54 N 97%

N
Mela1 86%
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F HN]\/
F F N|)§N
F O)\N/)\NR:"R“

Figure 20. Les analogues 16d

Tableau 8. Les analogues 16d synthétisés.

NR?R? Rdt NR*R* Rdt
Mel36 | F 90% Mel 46 N 50%
| /\©/
Mel 44 . 92% Mel 47 92%
HN HN/\©
F

Mel 45 89% Mel 48 HN/\© 83%
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F N

F F N)\lN

F O)\\NJ\NR"‘R“
F

Figure 21. Les analogues 16e.

Tableau 9. Les analogues 16e synthetisés.

NR3R* Rdt NR3R* Rdt NR3R* Rdt
O NMe, NMe,
N
Mel55 fj 77%  Mel56 ﬁj 71%  Mel57 79%
N NH

N
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3.2 Syntheése de la mélanogénine

Pour la synthése de la mélanogénine, jai suivi la méme procédure que précédemment,
en utilisant la diamine monoprotégée A pour obtenir I'ladduit A’ qui a été déprotégé ensuite par

hydrogénation. Il s’agit la de la premiere synthése efficace de la mélanogénine.

OH
F F
HoN F
i W F NN *
g DIPEA A DIPEA
N el
H CeFs0 NG CH,C, 0 U J@
CHaCl A0 /\/NHCbz A~ NH2
pipea | N o ) HoN ©
0°C 12% A EtsN
CH,Cl,
HN/\/O\/\O/\/NHQ HN/\/O\/\O/\/NHCbZ
NN H,, Pd/C )Nl\ SN
| P F
CgF50 N7 N/\©/F CeFsO" 'N N/\©/
70% 89%
e

Schéma 11. Synthese de la mélanogénine.
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3.3 Syntheése du linker

Pour les tests biologiques notamment celles du pull down, (visant a prouver que les
analogues de la mélanogénine synthétisés se lient aux prohibitines), nous avons d{ conjuguer le
Mel 41 a un groupement espaceur (linker) susceptible d’étre immobilisé sur I'affigel10 (agarose
activée).

La synthése de ce bras espaceur s’est faite a partir d’'une animation réductrice, en faisant
réagir 'anime A et la N-Boc- piperidin-4-one B en utilisant le triacetoxyborohydride de sodium
comme agent réducteur a 0°C avec un rendement de 82%, suivi d’'une déprotection du
groupement Boc par I'acide trifluoroacétique pour le coupler avec I'analogue 16e obtenu avec
un rendement de 88%, puis le déprotéger du groupement Cbz par hydrogénation suivie d’un

couplage avec I'Affigel10.

o} HN/\ﬁ/\oj;\/\NHCbz
NaBH(AcO), fj
HZNMOZ\/\NHCM T NN~  CHyCOOH N
|
A Boc 82% Boc
B c

HNMOX\ANHCbZ OC4Fs \ CF4COOH, CH,Cly

A
N P HN/\ﬁ/\ j/\/\NH
Y CeFs0” "N @ o, Cbz
N
O ale

N

Z
Csto)\NJ\N
DIPEA, CH,Cl, H
D

88%

Pd/C; Hy, EtOH
81 %

- m

o)
A NA SO N J\ )

HN 03 NH, HN o} (o} H Affigel-10
fNj , N

)\ Affigel 10, )\
NN CH3CN, Et5N )Nl\\N

| -

— —
CGFso)\NJ\N CeFs0” N r\@
F

G

Schéma 12. Synthese de I'analogue de la mélanogénine couplé au groupement espaceur et a I'affigel10.
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4 Résultats biologiques

4.1 Stimulation de la pigmentation cellulaire

L’équipe du professeur Ghanem a l'institut Jules Bordet (Bruxelles) a examiné si ou non

nos nouveaux analogues de la mélanogénine favorisent la mélanogénése dans les cellules de

mélanome HBL en mesurant 'ampleur de la formation du pigment (Figure 22, Tableau 10).>

Tableaul0. Pourcentage d'induction de la mélanogeneése dans la lignée de cellules de
mélanome humain HBL.

Induction de la

NR'R?
s by a
NS NRIR2 NR3R? mélanogenese
CGF50)\N/)\NR3R4 1uM 10 uM
Vehicule 1.00 1.00
Fluorizoline 1.51 1.37
Mz:ai:z- HHE ] /\©/ 1.05 1.25
F
HN
Mel 1 NH, /\©/ 0.92 0.91
HN F
Mel 2 NHMe 0.89 0.84
F
HN
Mel 3 NMe, /\©/ 1.04 1.05
N HN F
Mel 4 Q /\© 0.99 1.08
HN F
Mel 5 Y /\©/ 0.85 0.93
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T

A HN
Mel 6 [ j 0.78 0.65
N
HN F
Mel 7 &)\ 0.70 0.89
HN
HN F
Mel 9 Q C 1.15 2.01
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Contrairement aux cellules (mom) utilisées a I'origine pour découvrir la mélanogénine,
les cellules HBL sont moins sensibles aux signaux d’induction de la mélanogenese, ce qui permet
de distinguer les composés puissants des composés peu actifs et d'éviter les faux positifs. Dans
les cellules HBL, la mélanogénine a stimulé la formation de pigment 1,25 fois par rapport au
véhicule, alors que la plupart des composés criblés n'ont pas activé la mélanogénése. Les agents
les plus actifs comprenaient une fraction N,N-diméthyl-éthylenediamine, avec une forte
préférence pour une tétrahydrobenzazépine (Mel41). Ce composé ayant augmenté de 2,23 fois

la pigmentation (Figure 22A).
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Figure 22. Effet sur la pigmentation cellulaire des analogues de la mélanogénine.
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Des cellules de mélanome humain HBL ont été traitées pendant dix jours avec de la mélanogénine, ses
analogues et le ligand PHB fluorizoline (0,1; 1 et 10 uM). Toutes les expériences ont été réalisées
indépendamment en duplicat.

A) Teneur en mélanine exprimée est relativement importante par rapport a celles des cellules HBL
traitées avec le véhicule.

B) Sructures des composés actifs représentatifs.

C) Résumé des requis structuraux pour l'activité promélanogénique.

Fait intéressant, un autre ligand du PHB, la fluorizoline,>*>* favorise significativement la
mélanogénese dans les cellules HBL, confirmant que cette induction de la pigmentation est en
effet médiée par une action sur les PHB. Tous les composés actifs ont été substitués par un
substituant diaminé, avec une légere préférence pour la N,N-diméthyl-éthylénediamine sur la
pipéridinopipéridine  (Mel55), la 4-diméthylaminopipéridine (Mel56) ou la N,N-
diméthylpropylénediamine (Mel57). L'induction de la mélanogenese a également été favorisée
par la N-méthylation, la N-éthylation et la C-méthylation en position benzylique avec une

configuration R, ou par l'introduction d'un fluor en méta sur le phényle.

Pour examiner si les effets promélanogéniques sont spécifiques a ce type cellulaire,
I'activité de Mel9 et Mel41 dans deux autres lignées cellulaires a été testée. Le Mel9 et le Mel41
induisaient significativement la mélanogenése également dans les cellules de mélanome

MMO043 et MM162 ce qui est en accord avec les résultats précédents (Figure 23).

2.5 -

1.5 -
=3 Veh

= Mel9 (1uM)
@ Mel9 (10uM)
= Mel41 (1uM)
mm Mel41 (10uM)

0.5 -

Relative fold increase

MM162 MMO43

Figure 23. Effet de Mel9 et Mel 41 sur la pigmentation cellulaire dans les lignées cellulaires
MM162 et MMO043.
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Les cellules de mélanome humain MMO043 et MM162 ont été traitées pendant dix jours avec le Mel9 et
le Mel 41 (1 et 10 uM). La teneur en mélanine exprimée est relativement importante par rapport aux
cellules traitées avec le véhicule.

4.2 Le Mel55 interagit avec PHB1

Pour vérifier que les nouveaux dérivés de la mélanogénine se lient bien a la PHB1, le
Mel55 a été conjugué a des billes d'Affigel-10 a travers un bras éspaceur et un pull-down a été
effectué en utilisant des lysats de cellules entiéres issus des cellules de mélanome HBL (Figure
24). Le Mel55 a été choisi parce qu'il combine les caractéristiques structurales de Mel9 et Mel41
et est par conséquent un représentant typique de cette classe de composés. L'Affigel-10

conjugué a Mel55 a pu se lier a la PHB1, ce que le témoin Affigel-10 n’a pas pu faire.

A o B
HN ’\/\o/\/o\/‘o/\/\ﬁj\mgem Pull-down
N
N)*N

/l =~
CgF50” 'N” 'N

Figure 24: Mel55 interagit avec PHB1.
A) Structure de I'Affigel-10 conjugué a Mel55 ou au linker uniquement (témoin négatif, NC).
B) Analyse par transfert de Western de protéines arrachées a partir des billes Affigel-10 couplées au
Mel55 ou au négatif, en utilisant un lysat de cellules de mélanome HBL.

4.3 Le Mel9 et le Mel4l régulent a la hausse le MITF et la tyrosinase grace a

I'activation de LC3

Ayant identifié des sondes avec des activités promélanogéniques améliorées, les effets
de Mel9 et Mel41 ont été ensuite éxaminé sur les protéines clés de signalisation qui régulent la

mélanogenese dans les cellules du mélanome HBL (Figure 25). Le facteur de transcription
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associé a la micropthalmie (MITF) est un facteur de transcription restreint qui est essentiel au
développement, a la survie et au fonctionnement des mélanocytes et a la mélanogénése.55 En
particulier, MITF augmente la transcription de la tyrosinase, I'enzyme limitant la vitesse dans la
biosynthese de la mélanine. Ainsi, nous avons examiné le Mel9 et le Mel41 pour la régulation du
MITF et I'expression de la tyrosinase. Conformément a la stimulation de la mélanogeneése,
I'expression du MITF et de la tyrosinase a augmenté considérablement lors du traitement avec
le Mel9 et le Mel41. L'augmentation de I'expression de MITF était plus faible a 24h qu’a 48h,

mais I'expression de la tyrosinase était légerement plus élevée apres 24 heures de traitement.

La chaine légére 3B de la protéine 1 associée aux microtubules (LC3) est impliquée a la

fois dans la régulation du MITF et dans la mitophagie.***

En effet, lors de l'induction de la
mélanogenese, la forme cytosoligue de LC3 (LC3-l1) est conjuguée a la
phosphatidyléthanolamine pour former le conjugué LC3-phosphatidyléthanolamine (LC3-Il), ce
qui favorise I'expression du MITF.*> De plus, PHB2 interagit avec LC3-ll pour induire la
dégradation des mitochondries endommagées.*® Ainsi, nous avons supposé que le Mel9 et le
Mel41 pourraient induire une mélanogenése par activation de LC3 ce qui est effectivement le
cas. En conséquence, le Mel9 et le Mel41 ont induit une accumulation de LC3-Il d'une maniere

dépendante de la dose, indiquant que le Mel9 et le Mel41 agissent sur les PHB pour promouvoir

la mélanogenése par la voie LC3-II-MITF. Cet effet était moins prononcé apres 48h qu’apres 24h.
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Figure 25. Activation de MITF via I'activation de LC3-II par les ligands PHB le Mel9 et le Mel41.

A) Les Western Blots représentatifs illustrant |'effet du Mel9 et du Mel41 (0, 0,1, 1, 10 uM) pendant 24 et
48 heures dans des cellules HBL. Des quantités égales de protéines extraites (35 pg) ont été analysées
par la méthode de transfert de Western avec des anticorps contre le MITF, la tyrosinase, le LC3 et le
phospho-ERK.

B) Les analyses densitométriques des bandes immunoréactives. Les niveaux de phosphorylation de ERK
ont été corrigés avec |'expression de la protéine totale ERK, les taux d'expression de MITF, de tyrosinase
et de LC3 ont été corrigés avec |'expression de la B-actine. Les résultats représentent le moyen de deux
expériences indépendantes.

Pour corroborer I'effet de nos ligands PHB sur I'activation de LC3, nous avons examiné si
I'activité promélanogénique peut étre modulée par un inhibiteur (PIK-IIl) ou un activateur (HD1)
de l'autophagie et I'activation de LC3. Comme prévu, le PIK-1Il a effectivement inhibé I'activité
promélanogénique du Mel9, tandis que HD1 a amélioré cette activité (Figure 26A). En
conséquence, PIK-1ll a réprimé l'expression de la conversion MITF et LC3 induite par Mel9,

tandis que HD1 a favorisé ces deux événements (Figures 26B et 26C).
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Figure 26. Inhibition et amélioration de [I'activité promélanogénique du Mel9
respectivement par I'inhibiteur (PIK-1l1), I'activateur de I'autophagie(HD1) et l'activation
de LC3.

A) Modulation de I'activité promélanogénique du Mel9 par PIK-Ill et HD1. Les cellules HBL ont été
traitées par du Mel9 (10 uM) pendant dix jours avec et sans le PIK-IlIl (10 uM) et le HD1 (10 uM), la
teneur en mélanine exprimée par ces cellules est relativement supérieure a celle a celle traitées avec le
véhicule.

B) Modulation de I'expression MITF induite par du Mel9 et |'activation du LC3 par le PIK-IIl et le HD1. Les
cellules HBL ont été traitées par du Mel9 (10 uM) pendant 24 heures avec et sans le PIK-1II (10 uM) et le
HD1 (10 uM). Des quantités égales de protéines extraites (35 pg) ont été analysées par Western blot
avec des anticorps contre le MITF, le LC3 et la R-actine. Le PIK-lll bloque l'activation de LC3 et
|'autophagie en inhibant I'activité enzymatique de VPS34. L'HD1 a |'effet opposé en activant I'AMPK.

En plus du LC3-ll, le MITF est également régulée par d'autres facteurs, y compris la
kinase ERK. Plus spécifiqguement, le ERK phosphoryle le MITF pour favoriser simultanément son
activité transcriptionnelle et sa dégradation dépendante de |'ubiquitine comme mécanisme de
rétroaction.>® Nous avons observé un effet biphasique: apres un traitement de 24h, le Mel9 et le
Mel41l ont induit une phosphorylation de I'ERK, ce qui est en accord avec l'induction de
I'expression et de |'activité du MITF, conduisant a la mélanogenése. Aprés un traitement de 48h,
le Mel9 et le Mel41 inhibaient la phosphorylation d’ERK, suggérant I'existence d'un mécanisme

de retroaction retardée.

Ces données mettent en évidence le lien entre I'autophagie et la mélanogénése, ainsi
gue la régulation de ces événements par les PHB. Ainsi, il est probable que les analogues de la

mélanogénine se lient aux PHB pour réguler I'activité du LC3 et du MITF.
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4.4 Le Mel9 et le Mel41 régulent a la baisse les PHB et le AKT pour induire I'apoptose
dans les cellules de mélanome HBL

De maniére intéressante, le Mel9 et en particulier le Mel41 régulent a la baisse les
niveaux de protéines PHB (Figure 27) apres 24 et 48 h dans les cellules de mélanome HBL.
Considérant qu'une régulation négative des PHB est connue pour promouvoir I'apoptose,1 nous
avons examiné si le Mel9, le Mel41 et leurs analogues le Mel42, le Mel55, le Mel56 et le Mel57
induisent I'apoptose dans trois cellules de mélanome différentes (Figure 27C). Ces composés, en
particulier le Mel9 et le Mel 56, ont significativement induit I'apoptose aprés un traitement de
48h dans les cellules HBL et MMO043, et également, dans une moindre mesure, dans les cellules

MM162.

Nous avons également observé que le Mel9 et le Mel41 inhibaient la phosphorylation de
le AKT. En effet, I'activation de le AKT favorise non seulement la survie cellulaire, mais empéche

également la mélanogénése.>
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Figure 27. Ligands de PHB régulent a la baisse le niveau de protéine des PHB et la
phosphorylation d'Akt pour induire |I'apoptose dans les cellules du mélanome

En A et B), les cellules HBL ont été traitées par le Mel9 et le Mel41 (0; 0,1 ; 1 et 10 uM) pendant 24 et 48
heures. Des quantités égales de protéines extraites (35 ug) ont été analysées par Western blot avec des
anticorps dirigés contre le PHB1, le PHB2 et le phospho-AKT. Pour garantir un chargement égal, les
transferts ont été évalués avec un anticorps contre la B-actine (rangée du bas). Les graphiques
représentent la moyenne des 2 expériences indépendantes de l'intensité des bandes dans les mémes
conditions de traitement comparées au véhicule.

En C) Les cellules HBL, MMO043 et MM162 ont été traitées par le Mel9, le Mel41, le Mel42, le Mel55, le
Mel56 et le Mel57 (0, 1 ou 10 uM) pendant 48 heures et le pourcentage des cellules apoptotiques a été
déterminé par coloration a I'annexine V (* P< 0,05, ** P <0,01, *** P<0,01).
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De plus, I'équipe du professeur Ghanem a vérifié que le Mel9 régule a la baisse les PHB
et inhibe la phosphorylation de I’AKT dans deux autres lignées cellulaires de mélanome humain
(MMO043 et MM162, Figure 28). Ainsi, l'inhibition de I'activité de I'AKT par Mel9 et Mel41 peut

contribuer a la fois aux effets inducteurs promélanogéniques et a I'apoptose.

A B
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Veh 01 1 _ 10 Veh 01 _1_ 10
PHB1‘—-—-— ‘ Y- [ —————— ‘
7 ] P—— -7 R —
pAKT’— PAKT | ™= =

p-Actin i— -— — —‘ p-Actin ’ s e -’

Figure 28. Mel9 régule a la baisse le niveau de protéine des PHB et la phosphorylation d’Akt
dans les cellules de mélanome MMO043 et MM162.

En A et B), les cellules HBL ont été traitées par le Mel9 (0; 0,1; 1 et 10 uM) pendant 24 heures. Des
guantités égales de protéines extraites (35 pg) ont été analysées par analyse Western blot avec des
anticorps dirigés contre le PHB1, le PHB2 et le phospho-AKT. Pour garantir un chargement égal, les
transferts ont été évalués avec un anticorps contre la B-actine (rangée du bas).

4.5 Effet de la mélanogénine dans les cellules de mélanome HBL

Une comparaison des effets de la mélanogénine sur les voies de signalisation dans les
cellules HBL, avec ceux des Mel9 et Mel4l a été effectuée. Il a été ainsi observé que la
mélanogénine modulait la méme signalisation que le Mel9 et le Mel4l, mais a une
concentration plus élevée et avec une intensité plus faible, ce qui confirme I'activité accrue de

ces derniers (Figure 29).
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Figure 29. Induction de la dégradation de PHB1 et I’activation de la signalisation de MITF dans
les cellules de mélanome HBL par le MEL9, le MEL41 et la mélanogénine.
Des cellules de mélanome humain HBL ont été traitées avec de la mélanogénine (0; 0,1; 1 et 10 uM)
pendant 24 heures. Des quantités égales de protéines extraites (35 ug) ont été analysées par Western
blot avec des anticorps contre le MITF, la tyrosinase, le LC3, le phospho-ERK, le PHB1 et le phospho-AKT.
Les graphes représentent la moyenne des 2 expériences indépendantes de l'intensité des bandes dans
les mémes conditions de traitement comprées au véhicule.

4.6 Effet sur la croissance des cellules cancéreuses

Puisque les PHB sont des cibles émergentes en oncologie,l’sg'59 I’équipe du professeur
Thierry Cristeil a la Faculté de Pharmacie de Paris Sud a Chatenay-Malabry a examiné si la
mélanogénine est cytotoxique sur diverses lignées de cellules cancéreuses humaines par le
dosage MTS. Comme le montre le tableau 12, la mélanogénine réduit significativement la
prolifération cellulaire et la viabilité a 10 puM. La cytotoxicité de ce composé n'a pas été
précédemment rapportée. lls ont également trouvé que le Mel9, et en particulier le Mel41, sont
plus cytotoxiques que la mélanogénine dans les cellules KB et HL60 (Tableau 11).

Tableau 11. Pourcentage d’inhibition de la croissance cellulaire par la mélanogénine

3 10” et 10°M sur differentes lignées cellulaires cancereuses dans le DMSO, mesuré aprés 72h
d’exposition.

Cell line 1 uM 10 uM
PC3 1545 52+5
LNCaP 11+3 32+1
EPC 2716 58+2
HT29 12+7 20+10
HCT116 10+1 36+7
MCF7 1149 27+5
MRC5 1249 61+2
HBL 9+3 18+5
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Tableau 12. Inhibition de de la croissance cellulaire par la mélanogénine, le Mel9, le Mel41
rapport aux cellules sur les cellules KB et HL60, mesuré apres 72h d’exposition.

KB HL60

Vehicle 0 0
Melanogenin 33+4 156
Mel9 46+8 25+1
Mel41l 63+3 95+2

Pour identifier la voie de signalisation apoptotique de Mel9 et Mel41 dans les cellules HL60, les
niveaux de PHB, I'activation de LC3, et la phosphorylation du ERK et du AKT ont été examiné
pendant 24h (Figure 30). Nous avons observé que les deux composés réduisaient
considérablement le niveau des protéines PHB1 et PHB2, ce qui pourrait expliquer la
cytotoxicité observée dans ces cellules leucémiques. En effet, les PHB sont nécessaires pour
maintenir la structure des mitochondries, et une déplétion des PHB est connue pour déclencher

. . . . N 58,60
une fragmentation des mitochondries conduisant a I'apoptose .™

Il a été de méme avec ce qui a été observé dans les cellules HBL, le Mel9 et le Mel41 ont
activé LC3-II. Curieusement, seule une concentration faible (0,1 uM) du Mel9 et du Mel41 a
inhibé I'activation de ERK, indiquant que la nature des voies de signalisation controlées par ces
ligands du PHB change en fonction de leur concentration. Enfin, nous avons trouvé que le Mel9
et le Mel41 inhibent la phosphorylation de I'AKT de maniére dose-dépendante dans les cellules

HL60, ce qui est en ligne avec la cytotoxicité observée dans cette lignée cellulaire.
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Figure 30. Dégradation induite de la PHB1 et inhibition de singalisation AKT dans les cellules
HL60 par le Mel9 et le Mel41.
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Les cellules HL60 ont été traitées par le Mel9 et le Mel41 (0; 0,1; 1 et 10 uM) pendant 24 heures. Des
guantités égales de protéines extraites (35 ug) ont été analysées par le transfert de Western avec des
anticorps dirigés contre la PHB1, la PHB2, le LC3, le phospho-ERK, le ERK, le phospho-AKT et le AKT. Pour
assurer une charge égale, les transferts ont été évalués avec un anticorps contre la R-actine. Les
graphiques représentent la moyenne des 2 expériences indépendantes de l'intensité des bandes dans les
mémes conditions de traitement comparé au véhicule.

4.7 Discussion

La complexité de la signalisation des PHB ne peut pas étre explorée par une invalidation
de leur géne, qui induit la mort cellulaire en raison de leurs fonctions essentielles dans les
mitochondries .“®° Par conséquent, les petites molécules qui se lient aux PHB et modulent leurs
fonctions sont essentielles pour étudier les roles des PHB dans des conditions normales et
pathologiques.’ A cet égard, la découverte de la mélanogénine a dévoilé pour la premiere fois
I'implication des PHB1 dans la mélanogénése.14 Depuis, la mélanogénine n'a pas été réutilisée
pour explorer la signalisation des PHB, et ce pour deux raisons: la mélanogénine présente de
médiocres propriétés drug-like et n'est pas facilement disponible. Elle n'est pas commerciale et
nous n'avons pas pu la synthétiser suivant la stratégie générale proposée pour ce type de
molécules. Nous avons identifié des analogues (parmi les dérivés synthétisés), tels que le MEL9
et le Mel41, qui présentaient une activité promélanogénique accrue. Nous avons constaté qu'un
autre ligand de PHB, avec une architecture structurale et un profil pharmacologique différent, la
fluorizoline, qui favorise également la mélanogeneése, ce qui renforce l'idée que la PHB1 régule

la mélanogenése.

Depuis la découverte de la mélanogénine en 2005, aucun progrés n'a été réalisé pour la
compréhension du role des PHB dans le controle de la mélanogénése. Avec le développement
du Mel9 et Mel41l qui affichent des activités promélanogéniques améliorées, nous pourrions
rassembler quelques récentes avancées concernant la mélanogenese et aussi la fonction des
PHB et éclaircir le mécanisme d'action des PHB dans la mélanogenése (Figure 31). IL a été
montré que le LC3-ll interagit avec la PHB2 pendant la mitophagie43 et il est aussi impliqué dans
la mélanogenése.”” Nous fournissons ici la premiére preuve que la régulation de la

mélanogenese par le LC3-Il est également médiée par les PHB. Le LC3-Il est connu pour activer
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le ERK, qui a son tour phosphoryle le MITF, favorisant ainsi I'activité transcriptionnelle du MITF
et en méme temps déclenchant sa dégradation dépendante de |'ubiquitine comme un
mécanisme de rétroaction.”® Nous avons trouvé que le Mel9 et le Mel4l induisaient la
phosphorylation de ERK apres 24h pour favoriser la transcription du MITF et inhiber la
phosphorylation de ERK aprés 48 h pour empécher la dégradation du MITF. Ces deux
événements contribuent a la promotion de la mélanogénése. Ces observations suggérent
fortement que les PHB peuvent empécher 'ubiquitination du MITF pour favoriser davantage la

mélanogénese.

N

Mel9/41

PIGMENTATION

Expression of
MITF I melanogenic genes

Figure 31. Modele proposé d'induction de la mélanogénése par les dérivés de la mélanogénine.

La liaison de ces composés a PHB2 favorise la conversion de LC3-I en LC3-1l, conduisant a |'activation de
ERK, a la phosphorylation de CREB et a celle du MITF pour favoriser la mélanogénése et également la
dégradation du MITF aprés 24 h. Mais apres 48h, I'inhibition de la phosphorylation de ERK par Mel9 / 41
empéche cette dégradation du MITF, contribuant encore a la promotion de la mélanogénese.

Tous les composés actifs ont été substitués par des groupements diaminés, avec une
légere préférence, la N, N-diméthyl-éthylenediamine sur la pipéridinopipéridine (Mel55), la 4-
diméthylaminopipéridine (Mel56) ou la N,N-diméthylpropylénediamine (Mel57). L'induction de
la mélanogénese a également été favorisée par la N-méthylation, la N-éthylation, la C-
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méthylation en position benzylique avec une configuration R, ou l'introduction d'un fluor sur le

phényle en position méta.

Nous avons également découvert pour la premiere fois que la mélanogénine, et ses

analogues plus actifs, tels que le Mel41, sont également toxiques pour les cellules cancéreuses.

Auparavant, deux autres classes de ligands PHB ont également montré des propriétés
cytotoxiques sur les cellules cancéreuses des composés naturels appelés flavaglines, et une

, s , f . 61,62,63
molécule synthétique appelée la fluorizoline.”™””

Ces deux types de ligands des PHB
empéchent l'interaction des PHB avec la kinase C-RAF (RAF1) pour empécher son activation par
RAS.>®* De surcroit, les flavaglines, mais pas la fluorizoline, bloquent I'activation de KRAS

(échange échange GDP-GTP).

Des travaux préliminaires effectués dans le laboratoire du Professeur Rajalingam a
Mayence en Allemagne ont montré que de maniéere similaire que le Mel4l (10 uM) inhibe

partiellement I'activation de KRAS.

Le r6le des PHB1 dans le cancer est complexe. La surexpression de PHB1 est corrélée a

. . 64,65
un mauvais pronostic dans de nombreux cancers’”

et présente des réles anti- ou pro-
tumorigénes selon le type de tumeur.! En effet, dans le noyau, la PHB1 supprime la transcription
médiée par E2F pour la progression du cycle cellulaire, inhibant ainsi la croissance cellulaire

66,67

maligne. Cependant, au niveau de la membrane plasmique, les PHB sont indispensables

pour l'activation de la voie C-Raf-MEK-ERK par I'oncogene Ras, qui favorise la progression du
cancer.®®®® Curieusement, le Mel9 et le Mel41 étaient capables de bloquer I'activation de ERK
seulement a faible concentration (10 uM), suggérant que lorsque la quantité de PHB liée aux
ligands augmente, une interaction supplémentaire avec d’autres protéines partenaires peut se

produire, menant a l'activation de ERK.

Les petites molécules, telles que le Meld4l, peuvent étre des outils chimiques
inestimables pour étudier la fonction et la régulation des PHB. Ainsi, dans de futures études, nos
collaborateurs détermineront si le Mel41l module l'interaction des PHB avec de nombreuses

protéines impliquées dans la tumorigenese et la progression du cancer, comme les facteurs de
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transcription p53, E2F, les suppresseurs de tumeurs Rb ou les kinases C-RAF ou KRAS.-+8lls

détermineront également si ce composé modifie la localisation intracellulaire des PHB.

D'autres ligands PHB ont déja été utilisés pour examiner le réle des PHB dans d'autres
contextes cellulaires non liés aux cancers, comme l'infection par le virus chikungunya,70
l'inflammation,”* la cardioprotection,® la régulation du canal TRPM6 dans les cellules rénales,”
ou la différenciation des ostéoblastes.”>”* le Mel9 et le Mel 41 rejoindront probablement les
ligands de PHB disponibles pour explorer les réles des PHB dans la signalisation cellulaire. Il est
important de noter que toutes ces différentes classes d'effecteurs présentent des profils
différents, probablement parce qu'elles ciblent certaines formes de PHB qui présentent des
modifications post-traductionnelles spécifiques. Ainsi, le Mel41l devrait étre complémentaire
aux autres ligands PHB précédemment développés. Il pourrait également étre a la base du

développement de la liste des médicaments candidats pour traiter les cancers.
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5 Conclusion générale

Le principal objectif de cette thése était de synthétiser des analogues de la mélanogénine
afin de déterminer les requis structuraux pour leurs activités pharmacologiques et évaluer leur
potentiel thérapeutique. Plusieurs méthodes ont été examinées pour accéder a des
perfluorophénoxytriazines substituées par des amines avant de mettre au point la premiére

méthode efficace pour accéder a ce type de composés.

Une soixantaine de composés originaux ont ainsi été synthétisés et ont été testés pour
leurs activités cytotoxiques sur les cellules cancéreuses, ainsi pour leurs activités d’induction de

la mélanogeneése dans le laboratoire du Pr Ghanem a l'institut Jules Borbet de Bruxelles.

Les agents les plus actifs sont substitués par un substituant diaminé, avec une légéere
préférence pour la N,N-diméthyl-éthylenediamine sur la pipéridinopipéridine (Mel55), la 4-

diméthylaminopipéridine (Mel56) ou la N,N-diméthylpropylénediamine (Mel57).

L'induction de la mélanogénése a également été favorisée par la N-méthylation, la N-
éthylation, la C-méthylation en position benzylique avec une configuration R, ou l'introduction

d’un flor en méta sur le phényle.

Nous avons aussi vérifié que nos nouveaux dérivés de la mélanogénine se lient a la PHB1,
en conjuguant un des composés les plus actifs a des billes d’Affigel-10 au travers d’un bras

espaceur.

Ayant identifié des sondes avec des activités promélanogéniques améliorées, le
laboratoire du Pr Ghanem a examiné les effets des deux composés particulierement actifs, le
Mel9 et le Mel41, sur des protéines de signalisation clés qui régulent la mélanogénése, en
particulier les proteines LC3, ERK, et le facteur de transcription associé a la microthalmie (MITF).
Plus précisement ces travaux ont montré que la liaison du Mel9 et du Mel41 a la PBH2 favorise
la conversion de LC3-I en LC3-Il, conduisant a I'activation de ERK, a la phosphorylation de CREB

et au MITF pour favoriser la mélanogénése et également la dégradation de MIT apres 24 h. Mais
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apres 48h, l'inhibition de la phosphorylation de ERK par le Mel9 et le Mel41 empéche cette

dégradation du MITF, contribuant encore a la promotion de la mélanogéneése.

Nous avons ainsi identifié des analogues qui induisent I'apoptose des cellules
cancéreuses et la synthese de mélanine dans les mélanocytes de maniére plus efficace que la
mélanogénine. De tels composés sont plus « drug-like » que la mélanogénine, c’est-a-dire qu’ils

présentent des attributs physico-chimiques qui sont plus compatibles a un développement

pharmacologique.
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6 Partie expérimentale:

General experimental details

All commercial reagents were used without purification. All the anhydrous solvents used are
commercial or are conserved on molecular sieves. All reactions sensitive to moisture or oxygen
were carried out under argon atmosphere and in flasks dried at 110 °C. Reactions were stirred

with a magnetic stirrer. Temperatures for the reactions refer to bath temperatures.

Reactions were monitored by TLC (0.2 mm, Merck DC Platten Kieselgel 60 F,s4) with detection

by UV light (A = 254 nm) and treatment with anisaldehyde and potassium permanganate-stain.

NMR spectra were acquired on a Bruker DRX-400 spectrometer in CDCl; (referenced to 7.26
ppm for 1H and 77.0 ppm for *C), (CD),SO (referenced to 2.50 ppm for *H and 39.5 ppm for
3C) or CD;0D (referenced to 3.31 ppm for 'H and 49 ppm for *C) as solvents. Coupling
constants (J) are in Hz. Chemical shifts are reported in parts per million (ppm). The multiplicities
of the signals are described using the following abbreviations: s = singlet, d = doublet, t = triplet,

m = multiplet.
High resolution mass spectra were recorded on a Bruker MicroTOF-Q (ESI Q-TOF) spectrometer.

(2-Chloro-4,6-bis(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazine) (3):

X

NN

| —
CeFs0~ "N~ “OCgFs

A solution of DIPEA (5.8 g, 45 mmol, 2.25 eq) in THF (25 ml) was added dropwise over 10 min to
solution of trichlotriazine (3.7 g, 20 mmol) in THF (50 ml) at 0°C. The resulting mixture was
stirred at 0°C for 15 min, pentafluorophenol (8.3 g, 45 mmol, 2.25 eq) was then added in 4
portions over 1 h at 0°C .The reaction medium was allowed to warm to room temperature for

3h, concentrated, washed with H,O and NaHCO; extracted with ether, and finally washed with
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brine. The yellow precipitate was filtered off, the filtrate was dried over MgS0,4and concentrated

under vacuum to afford 6.56 g (71%) of the title compound (3) as a yellow powder.

%F NMR (400 MHz, CDCl5) & -151.8 (4F, m), -155.7 (2F, m), -161(4F, m).
LC-MS: m/z calcd. for C15N3 O5 F1o Cl (M+H)": 479,9519; found: 479.98.

N-(3-Fluorobenzyl)-4,6-bis(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-amine (4a):

OCgF5

N™ >N

I
CGFSO)\N/)\”/\Q/F

DIPEA (1.43 g, 11 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of chlorotriazine 3 (4.8 g, 10 mmol) in
CH,Cl, (20 mL) cooled in an ice water-NaCl bath (-10°C). After 5 min, a solution of 3-
fluorobenzylamine (1.26 g, 10 mmol in CH,Cl, (5 ml) was added dropwise for 30 min at 0°C. The
mixture was then stirred for 1 h at room temperature, concentrated under reduced pressure
and purified by column chromatography on silica gel (CH,Cl,) to afford 5 g (88%) of

aminotriazine 4a.

H NMR: (400 MHz, CDCls) & 7.44-7.28 (1H, m, CH,,), 7.25-6.86 (2H, m, CH,,), 6.69 (1H, d, J
=9.2Hz, CHy,), 6.07 (1H,s, NH), 4.49 (2H,d, J=6.1Hz,CH,).

LC-MS: m/z calcd. for Cy,H;F1:N40, (M+H)": 569,0393; found: 569.0474.

N-methyl-4,6-bis(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-amine (4b):
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DIPEA (0.9 g, 6.93 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of chlorotriazine 3 (3 g, 6.3 mmol) in
CH,Cl, (40 mL) cooled in an ice water-NaCl bath (-10°C). After 5 min, an aqueous solution (30 %)
of methylamine (1.86g, 20.8 mmol) in CH,Cl, (10 ml) was added dropwise for 30 min at 0°C. The
mixture was then stirred for 48 h at room temperature, concentrated under reduced pressure
and purified by column chromatography on silica gel (CH,Cl,/Pentane: 50/50) to afford 1.075 g

(36 %) of aminotriazine 4b.
1H NMR: (400 MHz, CDCl5) 6 5.85 (1H, s, NH), 2.96 (3H, d, J=5 Hz, CHs).

LC-MS: m/z calcd. for CigHaF10N4O, (M+H)": 475,0175; found: 475.02.

N-(2-(dimethylamino)ethyl)-4,6-bis(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-amine (4c):

MezN\/\NH
N” SN

AL AN

CeFs0” "N~ “OC4Fs

DIPEA (0.9 g, 6.93 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of chlorotriazine 3 (3 g, 6.3 mmol) in
CH,Cl, (40 mL) cooled in an ice water-NaCl bath (-10°C). After 5 min, a solution of N1,N1-
ethylenenediamine (0.611 g, 6.93mmol) in CH,Cl, (10 ml) was added dropwise for 30 min at 0°C.
The mixture was then stirred for 48 h at room temperature, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel (CH,Cl,/Pentane: 80/20) to afford
1.32 g (44%) of aminotriazine 4c.

H NMR: (400 MHz, CDCl5) & 7.01 (1H, br s, NH), 3.34 (2H, m, CH,), 2.61 (2H, m, CH,), 2.26 (6H, s,
CH3.N-CHs).

LC-MS: m/z calcd. for Ci9H11F10NsO5 (M+H)*: 532,0753; found: 532.0836.

(R)-2-(4,6-Bis(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-ylamino)butan-1-ol (4d):
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OH
\)iNH
N)§N

AL AN

CeFs0” "N “OCFs

DIPEA (0.9 g, 6.93 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of chlorotriazine 3 (3 g, 6.3 mmol) in
CH,Cl, (40mL) cooled in an ice water-NaCl bath (-10°C). After 5 min, a solution of (R)-2-
aminobutan-1-ol (0.731g, 8.2mmol) in CH,Cl, (10 ml) was added dropwise for 30 min at 0°C. The
mixture was then stirred for 24 h at room temperature, concentrated under reduced pressure
and purified by column chromatography on silica gel (CH,Cl,) to afford 1.25g, (37%) of

aminotriazine 4d.

H NMR: (400 MHz, CDCl3) 6 5.86 (1H, d, J=8.5, CH), 3.86 (1H, br s, NH), 3.77-3.62 (2H, m, CH,),
1.72 (1H, s, OH), 1.67-1.53 (2H, m, CH,), 0.92 (3H, t, J=7.4 Hz, CHs).

LC-MS: m/z calcd. for C1gH19F10N4O3 (M+H)": 533,0593; found: 533.0677.

4,6-Bis(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2,3,4,5-tetrahydro-1H-benzo[c]azepine (4e)

OCgF5

)
CBF5O)\N/)\I\(p

DIPEA (48 mg, 0.37 mmol, 1.1 eq)) was added to a solution of chlorotriazine 3 (163 mg, 0.34
mmol) in CH,Cl, (5 mL) cooled in an ice water-NaCl bath (-10°C). After 5 min, a solution of
hexahydrobenzo[d]azepine (55 mg, 0.37 mmol) in CH,Cl, (3 ml) was added dropwise for 30 min
at 0°C. The mixture was then stirred for 12 h at room temperature, concentrated under
reduced pressure and purified by column chromatography on silica gel (CH,Cl,/Pentane: 20/80)

to afford 91 mg (46%) of aminotriazine 4e.
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’H NMR: (400 MHz, CDCl3) 6 7.22-7.12 (3H, m, CH.,), 6.62 (1H, d, J=7.5Hz, CH,), 4.55 (2H, s,
CH,), 3.99 (2H, s, CH,), 3.04-2.92 (2H, m, CH,), 1.86-1.76 (2H, m, CH,).

LC-MS: m/z calcd. for CysH12F10N4O; (M+H)": 591,0801; found: 591.09.

Synthesis of melanogenin

1) H2N</\/ O>\2/\NHCbz (6)

DIPEA, rt, CH,Cl, (89%)
2) H,, Pd/C, EtOH (70%) Y
4a > N7 N

I
oz F
CGFSO)\N)\”/\Q/
Melanogenin

Benzyl 2-(2-(2-(4-(3-fluorobenzylamino)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-

ylamino)ethoxy)ethoxy)ethylcarbamate (Melanogenin-Cbz)

DIPEA (1.26 g, 1.96 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (1g, 1.78 mmol, 1 eq) in
CH,Cl, (30 mL) at 0°C. After 5 min, a solution of monoprotected amine 6 (665 mg, 2.32 mmol,
1.3 eq) in CH,Cl, (1 mL) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture was then stirred for
24 h at room temperature, concentrated under reduced pressure and purified by column
chromatography on silica gel (CH,Cl,/pentane: 60/40) to afford 1.05 g (89%) of the title

compound.

’H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.39-7.28 (4H, m, CH,;), 7.21-7.00 (1H, m, CH,,), 7.00-6.76 (3H, m,
CHar), 6.70-6.55 (1H, m, CHa,), 6.05 (1H, m, NH), 5.60 (1H, br's, NH), 5.06 (2H, d, J= 7.9 Hz, O-CH,-
Ph), 4.54(1H,, dd, J=20, 5.9 Hz,CH,), 4.36 (1Hy, dd, J=25.6, 6 Hz, CH,), 3.84 (1H, d, J=6 Hz, NH),
3.78-3.59 (6H, m, CH,-CH,, CH,), 3.56-3.51(4H, m, CH,, CH,), 3.47-3.35 (2H, m, CH,).

LC-MS: m/z calcd. for C3oH,sFsNgOs(M+H)" : 667,2025; found: 667.2116.
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Melanogenin

A solution of melanogenin-Cbz (0.49 g, 7.37 mmol) in EtOH (50 mL) was hydrogenated over Pd/C
(50 mg) at 40 psi in a Parr apparatus for 48 h. The catalyst was removed by filtration and EtOH

evaporated to afford melanogenin (275 mg, 70%) as a white solid.

’H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.30 (1H, br s, CH,), 7.26-6.73 (3H, m, CH,.), 6.21 (1H, br s, NH),
5.63 (1H, br s, NH), 4.68-4.25 (2H, m, CH,), 3.67-3.64 (4H, m, CH,-0), 3.52-3.46 (4H, m, CH,),
2.82 (2H, br's, NH,), 2.05 (4H, m, CH,-CH,).

LC-MS: m/z calcd. for Cy,H,2FgNgO3 (M+H)™: 533,1658; found: 533.1613.

Mel1: N2-(3-fluorobenzyl)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazine-2,4-diamine

DIPEA (90 mg, 0.6 mmol, 3 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol) in
CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, ammonia (0.06 mL, 1.2 mmol, 6 eq) was
added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture was then stirred for one week at room
temperature, concentrated under reduced pressure and purified by column chromatography

silica gel (CH,Cl,), to afford 46 mg (58 %) of Mell.

IH NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.29 (1H, br s, CH,,), 7.17-6.92 (3H, m, CHa,), 5.55 (1H, br s, NH),
5.12 (2H, br's, NH,), 4.57 (1Ha,d, J=6 Hz,CH,), 4.32 (1Hy, d,J=6 Hz, CH,).

LC-MS: m/z calcd. for Ci6HgFsNsO (M+H)": 402,0711; found: 402.0785
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Mel2: N2-(3-fluorobenzyl)-N4-methyl-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazine-2,4-diamine

_CH
HN 3

A

O

DIPEA (80 mg, 0.6 mmol, 3 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a 30% aqueous solution of
methylamine (53.9 mg, 0.44 mmol, 2.2 eq) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture
was then stirred for 24 h at room temperature, concentrated under reduced pressure and

purified by column chromatography on silica gel (CH,Cl,) to afford 144 mg (52%) of Mel2.

IH NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.31 (1H, s, CH.,), 7.13-6.83 (3H, m, CH,,), 5.64 (1H, brs, NH-CHs),
5.19 (1H, br s, NH), 4.67-4.40 (2H, m, CH,), 3.01-2.8 (3H, m, CHs).

LC-MS: m/z calcd. for C17H11FgNsO (M+H)': 416,0868; found: 416,0952.

Mel3: N2-(3-fluorobenzyl)-N4,N4-dimethyl-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazine-2,4-diamine

DIPEA (30mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.6 8mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl; (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of dimethylamine (12
mg, 0.26 mmol, 1.3 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture was
then stirred for 24 h at room temperature, concentrated under reduced pressure and purified

by column chromatography on silica gel (CH,Cl,) to afford 85 mg (98%) of Mel3.

H NMR: (400 MHz, CDCl3) 6 7.31 (1H, br s, CH,,), 7.15-6.80 (3H, m, CHa,), 5.46 (1H, br s, NH),
4.60 (1H,, d, J=6 Hz, CH,), 4.43 (1Hp, d, J=6 Hz, CH,), 3.11 (3H,s, CH3), 3.02 (3H, s, CH).
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LC-MS: m/z calcd. for CigH13F¢NsO (M+H)" : 430,1024; found: 430,1112.

Mel4: N-(3-fluorobenzyl)-4-(perfluorophenoxy)-6-(pyrrolidin-1-yl)-1,3,5-triazin-2-amine

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of pyrolidine (15.6 mg,
0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,CI; (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture was then
stirred for 18 h at room temperature, concentrated under reduced pressure and purified by

column chromatography on silica gel (CH,Cl,/ether: 90/10) to afford 30 mg (32 %) of Mel 4.

H NMR: (400 MHz, CDCls) & 7.32 (1H, br s, CH,,), 7.11-6.84 (3H, m, CH,,), 5.41 (1H, br s, NH),
4.59 (1H,, d, J=5.9 Hz, CH;), 4.41(1Hy, d, J= 5.9 Hz, CH,), 3.59-3.37 (4H, m, CH,.N-CH,), 1.92 (4H,
S, CHz—CHz).

LC-MS: m/z calcd. for Cyo His Fg N5 O (M+H)": 456.1191; found: 456.1264.

Mel5: N-(3-fluorobenzyl)-4-morpholino-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-amine
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DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of morpholine (19.8 mg,
0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture was then
stirred for 24 h at room temperature, concentrated under reduced pressure and purified by

column chromatography on silica gel (CH,Cl,) to afford 78 mg (82 %) of Mel 5.

’H NMR: (400 MHz, CDCl) & 7.29 (1H, br s, CHa,), 7.17-6.82 (3H, m, CH,.), 5.48 (1H, br s, NH),
4.57 (1H,,d, J=6 Hz, CH,) 4.42 (1Hy, d, J=6 Hz, CH,), 3.78 (4H, br s, CH,-N-CH,), 3.68 (4H, s, CH,-
0-CH,).

LC-MS: m/z calcd. for Cyo His Fs N5 O, (M+H)": 471.1137; found: 472.1209 .

Mel6: N-(3-fluorobenzyl)-4-(4-methylpiperazin-1-yl)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-

amine

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of 1-methylpiperazine
(22.3 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl; (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture
was then stirred for 24 h at room temperature, concentrated under reduced pressure and
purified by column chromatography on silica gel (CH,Cl,/EtOH: 95/5), to afford 95 mg (98 %) of
Mel6.

’H NMR: (400 MHz, CDCl3) &: 7.36 (1H, br s, CHa), 7.09-6.92 (3H, m, CH.), 6.79 (1H, br s, NH),
4.35 (2H, s, CH,), 3.15 (4H, br s, CH,-N-CH,), 2.36 (4H, s, CH,-N-CH,), 2.21(3H, s, CHs).
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LC-MS: m/z calcd. for C;1H15FsNGO (M+H)" : 485,1446; found: 485,1529.

Mel7: N2-(3-fluorobenzyl)-N4-isopentyl-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazine-2,4-diamine

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of 3-methylbutylamine
(19.2 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture
was then stirred for 24 h at room temperature, concentrated under reduced pressure and

purified by column chromatography on silica gel (CH,Cl,.), to afford 89 mg (94 %) of Mel7.

H NMR: (400 MHz, CDCl5) § 7.31 (1H, br s, CH,,), 7.13-6.61 (3H, m, CH,,), 5.67 (1H, br s, NH),
5.19 (1H, br s, NH), 4.64-4.38 (2H, m, CH,), 3.38 (1H,, qd, J=6.7 Hz, CH,), 3.28 (1Hs, qd, J=6.7 Hz,
CH,), 1.58 (1H, s, CH), 1.47-1.35 (2H, m, CH,), 0.96-0.81(3H, m, CHs).

LC-MS: m/z calcd. for Cp1H1gFgNsO (M+H)": 472,1494; found: 472,1581.

Mel8: N-(3-fluorobenzyl)-4-(methoxy(methyl)amino)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-

amine

DIPEA (60 mg, 0.44 mmol, 2.2 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1

eq) in CH,Cl; (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of N-
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methoxymethylamine (50 mg, 0.44 mmol, 2.2 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min
at 0°C. The mixture was then stirred for 24 h at room temperature, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel (CH,Cl,.), to afford 6 mg (7 %) of
Mel8.

’H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.29 (1H, br s, CHa,), 7.03-6.83 (3H, m, CHa,), 5.96 (1H, br s, NH),
4.49 (2H, d, J=6.1 Hz, CH,), 1.54 (6H, s, CH3-N-O-CH3).

LC-MS: m/z calcd. for Cig Hiz Fg Ns O5(M+H)": 446.0981; found: 446,1054.

Mel9: 4-([1,4’-bipiperidin]-1’-yl)-N-(3-fluorobenzyl)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-amine

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of 1-(1-
methylpiperidin-4-yl) piperidine (37.03mg, 0.22mmol, 1.1eq) in CH,Cl, (1 ml) was added
dropwise for 5 min at 0°C. The mixture was then stirred for 5 days at room temperature,
concentrated under reduced pressure and purified by column chromatography on silica gel

(CH,Cl,/AcOEt: 85/15), to afford 72 mg (65 %) of Mel9.

’H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.31 (1H, brs, CH.,), 7.14-6.78 (3H,m, CHa,), 5.42 (1H,brs, NH), 4.76
(1H,, brs, CH,), 4.57 (2H, d, J=6 HZ, CH,), 4.41 (Hy, d, J=6.5, CH,), 2.77 (2H, qd, J=10.9.Hz, -N-
CHa), 2.49 (4H,brs,CH,-N-CH,). 1.63 (2H, d, J=12.7Hz, CH,-CH,-CH,), 1.67-1.36 (8H, m, CH,-CH,-
N-CH,-CH,), 1.26 (1H, m, CH).
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LC-MS: m/z calcd. for Cyg Hag Fg Ng O(M+H)*:553.2070; found: 553.2143.

Mel10: 1-(3-((4-((3-fluorobenzyl)amino)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-
yllamino)propyl)pyrrolidin-2-one

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of 3-(2-
methylenepyrrolidin-1-yl)propan-1-amine (31.8 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was
added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture was then stirred for 4 days at room temperature,
concentrated under reduced pressure and purified by column chromatography on silica gel

(CH,Cl,/AcOEt: 40/60) to afford 43 mg (41 %) of Mel10.

’H NMR: (400 MHz, CDCl3) 6 7.292 (1H, brs, CH,:), 7.16-6.77 (3H,m, CH,), 6.09 (1H,brs, NH), 5.66
(1H, brs, NH), 4.58 (1H,, dd, J=12.3, 6 Hz, CH,), 3.28 (1Hy,m, CH,) , 3.48-3.18 (6H, m, 3CH,cyc),
2.37 (2H,qt, J=7.3Hz, CH,-CH,-CH,), 2.08-1.94 (2H, m, CH-N-), 1.74-1.63 (2H, m, CH2-CH,-N).

LC-MS: m/z calcd. for Cy3 Hag Fg Ng O, (M+H)": 527.1560; found: 527.1633.

Mel11: N-(2-((4-((3-fluorobenzyl)amino)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-

yl)amino)ethyl)acetamide

L~ NHAC

A
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DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of N-(2-
aminoethyl) acetamide (23 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5
min at 0°C. The mixture was then stirred for 7 days at room temperature, concentrated under
reduced pressure and purified by column chromatography on silica gel (CH,Cl,/AcOEt: 60/40) to
afford 60 mg (62 %) of Melll.

’H NMR: (400 MHz, CDCl5) 6 7.31 (1H, br s, CH,), 7.14-6.78 (3H, m, CH.,), 6.03(1H,brs, NH), 5.72
(1H, br s, NH), 5.52 (1H, br s, NH), 4.63-4.57 (1H,, m, CH,), 4.40-4.33 (1H,, m, CH,) ,3.36-3.25
(4H, m, N-CH,-CH,-N), 1.97 (2H, d, J= 4.4 Hz,CH3), 1.91 (1H, s, CH3).

LC-MS: m/z calcd. for Cyo Hig Fg Ng O, (M+H)": 487.1251; found: 487.1323.

Mel12: (1-(4-((3-fluorobenzyl)amino)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-yl)piperidin-4-
yl)MeOH

OH

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mlL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of
(piperidin-4-yl)methanol (25.5 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1ml) was added dropwise for 5
min at 0°C. The mixture was then stirred for 48 h at room temperature, concentrated under
reduced pressure and purified by column chromatography on silica gel (CH,Cl,) to afford 96 mg

(96 %) of Mel12.
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’H NMR: (400 MHz, CDCl3) 6 7.37 (1H, brs, CHa,), 7.18-6.83 (3H, m, CH,,), 5.48 (1H, brs, NH), 4.57
(2H, d, J=6 Hz, CH,),4.76 (1H,, d, J=11.4 Hz,0-CH,), 4.41 (1Hy, d, J=5.8 Hz,0-CH,), 3.51 (2H, br s,
N-CH,-), 2.80 (2H, brs, -N-CH,), 1.78 (2H, br s,CH,), 1.37 (1H, br s, OH), 1.25 (1H, s, CH), 1.23-1.08
(2H, m, CH,).

LC-MS: m/z calcd. for Cy, Hig Fg N5 O, (M+H)*: 500,1443; found: 500.1511.

Mel13: N2-(3-fluorobenzyl)-N4-(2-methoxyethyl)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazine-2,4-

diamine

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl; (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of 2-
methoxyethylamine (16.5 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min
at 0°C. The mixture was then stirred for 5 h at room temperature, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel (CH,Cl,/ MeOH: 90/10), to afford
51mg (55 %) of Mel13.

IH NMR: (400 MHz, CDCls) & 7.30 (1H, brs, CH,,), 7.20-6.80 (3H, m, CH.,), 5.53 (1H, brs, NH),
4.65-4.39 (2H, m, CH,), 3.89-3.73 (2H, m, CH,), 3.73-3.55(2H, m,CH,), 3.27-2.99 (3H, m, CHs),
2.56 (1H, brs, -NH).

LC-MS: m/z calcd. for C19H15FgNsO, (M+H)": 460,1130; found: 460,1210.

Mel14: 2-((4-((3-fluorobenzyl)amino)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-ylJamino)butan-1-ol
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I

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of 2-aminobutan-1-ol (20
mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture was
then stirred for 5 days at room temperature, concentrated under reduced pressure and purified

by column chromatography on silica gel (CH,Cl,/AcOEt: 80/20), to afford 77 mg (81 %) of Mel14.

’H NMR: (400 MHz, CDCl5) &: 7.31 (1H, br s, CHa,), 7.16-6.76 (3H, m, CH,,), 5.75 (1H, br s, NH),
5.39 (1H, br s, NH), 4.63-4.37 (2H, m, CH,), 3.90 (1H, br s, CH-), 3.77-3.54 (2H, m, -HO-CH,) , 2.28
(1H, brs, OH), 1.58 (2H, br s,CH,), 1.00-0.89 (3H, m, CHs).

LC-MS: m/z calcd. for Cy Hi7 Fg N5 O, (M+H)": 474.1285; found: 474.1358.

Mel15: N2-(2-(1H-indol-3-yl)ethyl)-N4-(3-fluorobenzyl)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazine-

’ NH
HN/\/EQ

9

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1

2,4-diamine

eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of 2-(1H-indol-3-yl)
ethylamine (35.3 mg, 0.22 mmol, 1.1eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C.

The mixture was then stirred for 5 days at room temperature, concentrated under reduced
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pressure and purified by column chromatography on silica gel (CH,Cl,) to afford 65 mg (60 %) of
Mel15.

’H NMR:'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.05 (1H, br s, CHy), 7.60 (1H, m, CH,,), 7.36 (1H, t, J = 6.6
Hz, CHyr), 7.29 (1H, b rs, CHay), 7.20 (1H, t, J = 7.5 Hz, CHay), 7.16-7.06 (2H, m, CHa,), 7.05-6.96
(2H, m, CHar), 6.92 (1H, br s, NH), 6.85 (1H, br s, NH), 4.66-4.39 (2H, m, CH,-NH), 3.96-3.55 (2H,
m, CH,), 3.17-2.93 (2H, m, CH,), 2.02 (1H, br s, NH), 1.30 (1H, br s, CH).

LC-MS: m/z calcd. for Cyg Hig Fg Ng O (M+H)": 545.1458; found: 545.1530.

Mel16: N2-(3-fluorobenzyl)-6-(perfluorophenoxy)-N4-((tetrahydrofuran-2-yl)methyl)-1,3,5-
triazine-2,4-diamine

NI N
CGFSO)\N/)\H/\Q/F

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl; (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (tetrahydrofuran-2-
yl)methylamine (23 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at
0°C. The mixture was then stirred for 7 days at room temperature, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel (CH,Cl,/AcOEt: 70/30), to afford
55 mg (56 %) of Mel16.

’H NMR:*H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.65 (1H, b rs, CHa,), 7.15-6.75 (3H, m, CH,;), 5.90.36 (1H,
br's, NH), 4.57 (1H,, dd, J= 16.9, 5.3 Hz , CH,), 4.41 (1 Hy, dd, J = 16.6, 5 Hz, CH,), 4.08-3.49 (4H,
m, CH,-CH,), 3.47-3.15 (1H, m, CH), 1.97 (1H, br s, NH), 1.89-1.76 (2H, m, CH,-NH), 1.74-0.59
(2H, m, CH,).

LC-MS: m/z calcd. for Cy; Hy7 Fg N5 O, (M+H)": 486.1281; found: 486.1353.
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Mel17: N2-(3-fluorobenzyl)-6-(perfluorophenoxy)-N4-(pyridin-2-ylmethyl)-1,3,5-triazine-2,4-

HN/\ENj
N)§N =
|

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1

diamine

eq) in CHyCl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (pyridin-2-
yl)methylamine (24 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at
0°C. The mixture was then stirred for 72 h at room temperature, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,) to afford 97 mg (98 %) of
Mel17.

'H NMR: (400 MHz, CDCl5) 6 8.42 (1H, br s, CHy), 7.63 (1H,br s, CH,), 7.23-6.62 (6H,m, CH,,),
6.41 (1H, br s, NH), 5.57 (1H, br s, NH), 4.69-4.66 (1H,,m, CH,), 4.61-4.58 (1H,,m, CH,),4.58-4.43
(2H,m, CHz)

LC-MS: m/z calcd. for CooH14FgNgO (M+H)" : 493,1133; found: 486.1353.

Mel18: N2-(3-fluorobenzyl)-6-(perfluorophenoxy)-N4-(pyridin-3-ylmethyl)-1,3,5-triazine-2,4-

NJ§N =
I
cro Y

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1

diamine

eq) in CHyCl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (pyridin-3-

yl)methylamine (24 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at
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0°C. The mixture was then stirred for 4 days at room temperature, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,) to afford 87 mg (88 %) of
Mel18.

’H NMR: (400 MHz, CDCl5) & 8.55 (1H, br s, CHa,), 7.58 (1H, br s, CHa), 7.25-6.75 (6H, m, CH.,),
6.60 (1H, brs, NH), 5.43 (1H, brs, NH), 4.67-4.39 (4H, m, CH,).

LC-MS: m/z calcd. for Cy; Hia Fg Ng O (M+H)": 493,1133; found: 493.1222.

Mel19: N2-(3-fluorobenzyl)-6-(perfluorophenoxy)-N4-(pyridin-4-ylmethyl)-1,3,5-triazine-2,4-

diamine

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (pyridin-4-
yl)methylamine (24 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl; (1 ml) was added dropwise for 5 min at
0°C. The mixture was then stirred for 7 days at room temperature, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/AcOEt: 60/40), to afford
26 mg yield 27 % of Mel19.

’H NMR: (400 MHz, CDCls) & 8.57 (2H, br s, CHa,), 7.24-6.77 (6H, m, CH,.), 6.69 (1H, br s, NH),
5.57 (1H, br s, NH), 4.65-4.36 (4H, m, CH,).

LC-MS: m/z calcd. for Cy, Hia Fg Ng O (M+H)": 493,1133; found: 493.1222.

Mel20: N2-(3-fluorobenzyl)-6-(perfluorophenoxy)-N4-(2-(pyridin-2-ylamino)ethyl)-1,3,5-

triazine-2,4-diamine
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H
HN/\/N N\

A\ L

C6F5O /\©/

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of N-(2-
aminoethyl)pyridin-2-amine (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl; (1 ml) was added dropwise for
5 min at 0°C. The mixture was then stirred for 72 h at room temperature, concentrated under
reduced pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/AcOEt: 60/40),
to afford 86 mg (82 %) of Mel20.

’H NMR: (400 MHz, CDCl;) & 8.04 (1H,br s, CH.,), 7.42-7.26 (2H,m, CH,,), 7.12-6.78 (3H, m, CH.,),
6.57 (1H, q, J=5.5 Hz, CH,,), 6.34 (1H, br s, CH,,), 6.08 (1H, br s, NH), 5.56 (1H, br s, NH), 4.78 (1H,
br's, NH), 4.56 (1H,, m, CH,), 4.42 (1H,, m, CH,) ,3.67-3.34 (4H, m, CH,- CH,).

LC-MS: m/z calcd. for C3 Hy7 Fg N; O (M+H)": 522.1405; found: 522.1478.

Mel21:N2-benzyl-N4-(3-fluorobenzyl)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazine-2,4-diamine:
HN/\©
iy
)\ ~
CeFsO /\©/

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of phenylmethylamine
(25 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture
was then stirred for 72 h at room temperature, concentrated under reduced pressure and

purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,), to afford 86 mg (99 %) of Mel21.
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’H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.36-7.26 (5H, m, CH,,), 7.23-6.82 (4H, m, CH,,), 5.70 (1H, br s, NH),
5.56 (1H, br s, NH), 4.61-4.41 (4H, m, CH,, CH,).

LC-MS: m/z calcd. for Cy3 His Fg Ns O (M+H)": 492.1194; found: 492.1267.

Mel22: N2-(3-fluorobenzyl)-6-(perfluorophenoxy)-N4-phenethyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of 2-phenylethylamine
(27 mg, 0.22 mmol, 1.1eq) in CH,Cl; (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture
was then stirred for 5 days at room temperature, concentrated under reduced pressure and

purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,) to afford 91 mg (89 %) of Mel22.

’H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.37-7.27 (5H, m, CH,,), 7.23-6.83 (4H, m, CH.,), 5.50 (1H, br s, NH),
5.20 (1H, br s, NH), 4.67-4.37 (2H, m, CH,), 3.69-3.48 (2H, m, CH,), 2.95-2.69 (2H, m, CH,).

LC-MS: m/z calcd. for Cy4 Hi7 Fg N5 O (M+H)": 506.1343; found: 5061416.

Mel23: N2-(3-fluorobenzyl)-6-(perfluorophenoxy)-N4-(3-phenylpropyl)-1,3,5-triazine-2,4-

diamine
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DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl; (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of 3-phenylpropan-1-
amine (30.2 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The
mixture was then stirred for 5 days at room temperature, concentrated under reduced pressure

and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,) to afford 102 mg (99 %) of Mel23.

H NMR: (400 MHz, CDCls) § 7.70-6.73 (9H, m, CHa,), 5.65(1H, br s, NH), 5.28 (1H, br s, NH), 4.55-
4.28 (2H, m, CH,, CH,), 3.41-3.14 (2H, m, CH,), 2.66-2.45 (2H, m, CH,), 1.79 (2H, sep, J=6.5 Hz,
CH,).

LC-MS: m/z calcd. for Cys Hig Fs N5 O (M+H)": 520.1505; found: 520.1578.

Mel24: N2-(3-fluorobenzyl)-6-(perfluorophenoxy)-N4-(4-phenylbutyl)-1,3,5-triazine-2,4-

diamine
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DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl; (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of 4-phenylbutan-1-
amine (33mg, 0.22mmol, 1.1eq) in CH,Cl; (Iml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The
mixture was then stirred for 72 h at room temperature, concentrated under reduced pressure

and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,) to afford 100 mg (94%) of Mel24.

IH NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.34 (1H, s, CH,), 7.26-7.11 (5H, m, CHa,),7.10-6.81 (3H, m, CHa,),
5.48(1H, br s, NH), 5.15(1H, br s, NH), 5.06 (1H,, dd, J =15.2, 6Hz, CH,), 4.43 (1H,, m, CH,), 3.35
(2H, qt, J=6.Hz, CH,), 2.61 (2H, qt, J=6.5 Hz, CH,), 1.74-1.56 ( 4H, m, -CH,-CH,-).

LC-MS: m/z calcd. for Cyg Ha1 Fg N5 O (M+H)":534.1651; found: 534.17.
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Mel25: (R)-2-((4-((3-fluorobenzyl)amino)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-yl)Jamino)butan-
1-ol

CeFs0” "N

I Z>\_

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (R)-2-aminobutan-1-ol
(20 mg, 0.22mmol, 1.1eq) was dissolved in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C.
The mixture was then stirred for 72 h at room temperature, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/AcOEt: 80/20), to afford
89 mg (94 %) of Mel25.

H NMR: (400 MHz, CDCl3) 8 7.54 (1H, br s, CHa,), 7.22-6.79 (3H, m, CH,), 6.23 (1H, br s, NH),
5.31 (1H, br s, NH), 4.66-4.36 (2H , m, CH,), 4.33-3.90 (1H, m, CH), 3.87-3.51 (2H, m, CH,), 1.92-
1.47 (2H, m, CH,), 1.47-1.09 (1H, m, OH), 1.09-0.78 (3H, m, CHs).

LC-MS: m/z calcd. for Cyo Hi7 Fg N5 O, (M+H)*: 474.1293; found: 474.1365.

Mel26: (S)-2-((4-((3-fluorobenzyl)amino)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-yl)Jamino)butan-
1-ol
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DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4a (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (S)-2-aminobutan-1-ol
(20 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture
was then stirred for 72 h at room temperature, concentrated under reduced pressure and
purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/AcOEt: 80/20) to afford 90 mg (95 %)
of Mel26.

’H NMR:*H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.83 (1H, br s, CHa,), 7.14-6.79 (3H, m, CH,,), 5.49 (1H, brs,
NH), 4.66 -4.38 (2H, m, CH,), 4.38-4.08 (1H,m, NH), 4.08-3.84 (1H, m, CH),3.84-3.52 (2H, m, CH,),
1.78-1.43 (2H, m, CH,),1.43-1.07 (1H, br s, OH), 1.07-0.85 (3H, m, CH).

LC-MS: m/z calcd. for Cy Hi7 Fg N5 O, (M+H)": 474.1293; found: 474.1365.

Mel27: N2-benzyl-N4-methyl-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazine-2,4-diamine

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4b (94 mg, 0.2 mmol, 1 eq)
in CH,Cl; (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of benzyylamine (37.5 mg,
0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl; (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture was then
stirred for 5 days at room temperature, concentrated under reduced pressure and purified by

column chromatography on silica gel, CH,Cl,/AcOEt: 60/40) to afford 57 mg (81 %) of Mel27.

’H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.39-7.26 (4H, m, CHa,), 7.17 (1H, br s, CHa), 5.74(1H, br s, NH),
5.35(1H, br s, NH), 4.69-4.50 (1H,, m, CH,), 4.52-4.32 (1Hy, m, CH,), 3.00-2.84 (3H, m, CHs).

LC-MS: m/z calcd. for C17 Hi, Fs Ns O (M+H)" : 398.0968; found: 398.1041.
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Mel28: (R)-N2-(1-(3-fluorophenyl)ethyl)-N4-methyl-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazine-2,4-

diamine

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4b (94 mg, 0.2 mmol, 1 eq)
in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (R)-1-phenylethylamine
(26.75 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture
was then stirred for 5 days at room temperature, concentrated under reduced pressure and
purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/AcOEt: 70/30), to afford 69 mg (84 %)
of Mel28.

’H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.40-7.26 (3H, m, CH.,), 7.25-7.02 (2H, m, CH,), 5.80-5.58 (1H, m,
CH), 5.41(1H, br s, NH), 4.99 (1H, br s, NH), 3.99-2.80 (3H, m, CHs), 1.60-1.37 (3H, m, CHs).

LC-MS: m/z calcd. for Cig Hia Fs N5 O (M+H)": 412.1126; found: 412.1199 .

Mel29: (S)-N2-methyl-6-(perfluorophenoxy)-N4-(1-phenylethyl)-1,3,5-triazine-2,4-diamine

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4b (94 mg, 0.2 mmol, 1 eq)
in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (S)-1-phenylethylamine
(26.75 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture
was then stirred for 7 days at room temperature, concentrated under reduced pressure and
purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/AcOEt: 80/20), to afford 67mg (81 %)
of Mel29.
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H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.40-7.26 (3H, m, CH,,), 7.25-6.97 (2H, m, CH,), 5.61-5.32 (1H, m,
CH), 5.20 (1H, br's, NH), 4.92 (1H, br s, NH), 2.91 (3H, g, J=5Hz, CHs), 1.57-1.36 (3H, m, CH).

LC-MS: m/z calcd. for Ci5 His Fs Ns O (M+H)™: 412.1126; found: 412.1199.

Mel30: N2-(1-(3-Fluorophenyl)propyl)-N4-methyl-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazine-2,4-

diamine

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4b (94 mg, 0.2 mmol, 1 eq)
in CH,Cl;, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of 1-(3-fluorophenyl)propan-
1-amine (34 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The
mixture was then stirred for 8 days at room temperature, concentrated under reduced pressure
and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/AcOEt: 40/60), to afford 30 mg (34
%) of Mel30.

H NMR: (400 MHz, CDCI3) 6 7.24 (1H, br s, CH,;), 7.04-6.62 (3H, m, CH,,), 5.55-5.26 (1H, m, CH),
5.02 (1H, br s, NH), 4.68 (1H, br s, NH), 2.95-2.70 (3H,m, CHs), 1.66-1.61 (2H, m, CH,), 0.89 (3H,
m,CHg).

LC-MS: m/z calcd. for C1gH15FNsO (M+H)": 444,1181; found: 444.1268.

Mel31: 4-(Isoindolin-2-yl)-N-methyl-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-amine
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DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4b (94 mg, 0.2 mmol, 1 eq)
in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of isoindoline (28 mg, 0.22
mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture was then
stirred for 72 h at room temperature, concentrated under reduced pressure and purified by

column chromatography on silica gel (CH,Cl,) to afford 81mg (99 %) of Mel31.

IH NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.29 (4H, br s, CHa,), 5.14(1H, br s, NH), 4.99-4.69(4H, m, CH,-N -
CH,), 3.00-2.83 (3H, m, CHs).

LC-MS: m/z calcd. for Ci3 Hi, Fs Ns O (M+H)": 410.0967; found: 410.1040 .

Mel32: 4-(3,4-dihydroisoquinolin-2(1H)-yl)-N-methyl-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-

amine

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4b (94 mg, 0.2 mmol, 1 eq)
in CHyCl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of
1,2,3,4-tetrahydroisoquinoline (31mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl; (1 ml) was added dropwise
for 5 min at 0°C. The mixture was then stirred for 48 h at room temperature, concentrated
under reduced pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,) to afford

77 mg (91 %) of Mel32.
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H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.22-7.10 (4H, m, CH,,), 5.07(1H, br s, NH), 4.97-4.75(2H, m, CH,),
4.13-4.85 (2H, m, CH2), 2.99 (3H, t, J=5.8 Hz, CHs), 2.94-2.81(2H, m, CH,).

LC-MS: m/z calcd. for Ci9 His F5s N5 O (M+H)™: 424.1118; found: 424.1190.

Mel33: N-methyl-4-(perfluorophenoxy)-6-(1,3,4,5-tetrahydro-2H-benzo[c]azepin-2-yl)-1,3,5-

triazin-2-amine
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DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4b (94 mg, 0.2 mmol, 1 eq)
in CHyCl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of
hexahydrobenzo[c]azepine (32.8 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise
for 5 min at 0°C. The mixture was then stirred for 7 days at room temperature, concentrated
under reduced pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,) to afford

73 mg (83 %) of Mel33

H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.36 (1H, br's, CHa.), 7.22-6.98 (3H, m, CH.,), 5.02(1H, br s, NH),
4.86-4.39(2H, m, CH,), 4.17-3.80 (2H, m, CH2), 3.06-2.94 (3H, m, CHs), 2.94-2.83 (2H,m, CH,),
1.92-1.65(2H, m, CH,).

LC-MS: m/z calcd. for CyoH16FsNsO (M+H)" : 438,1275; found: 438,1357.

Mel34: N2-(3-fluorobenzyl)-N2,N4-dimethyl-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazine-2,4-diamine
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DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4b (94 mg, 0.2 mmol, 1 eq)
in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (3-fluorophenyl)-N-
methylmethylamine (30.6 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min
at 0°C. The mixture was then stirred for 5 days at room temperature, concentrated under
reduced pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,) to afford 85 mg

(99 %) of Mel34.

’H NMR: (400 MHz, CDCls) & 7.26 (1H, br s, CH,:), 7.06-6.69 (3H, m, CHa), 5.22(1H, br s, NH),
4.92-5.47(2H, m, CH,), 3.20-2.85 (6H, m, CHs, CHs).

LC-MS: m/z calcd. for Cig Hiz3 Fg N5 O (M+H)" : 430.1021; found: 430.1094 .

Mel35: N2-(2-(dimethylamino)ethyl)-N4-(3-fluorobenzyl)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazine-

2,4-diamine

HN/\/NMez

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4c¢ (113.68 mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of 3-fluorobenzylamine
(20 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl; (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture
was then stirred and heated to 40°C for 48 h, concentrated under reduced pressure and purified

by column chromatography on silica gel, CH,Cl,/EtOH: 80/20), to afford 94mg (99 %) of Mel35.
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’H NMR: (400 MHz, CDCl3) 8 7.36 (1H, br s, CH,), 7.08-6.97 (3H, m, CH.,), 6.97(1H, br s, NH),
4.35(2H, br s, CH,), 3.46(1H, br s, NH), 3.34(2H, m, CH,), 2.61(2H, m, CH,), 2.26 (6H, s, CHs-N-
CHs).

LC-MS: m/z calcd. for Cyo Hig Fg Ng O (M+H)": 473.1445; found: 473.1518.

Mel36: (R)-2-((4-((3-fluorobenzyl)(methyl)amino)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-

yl)Jamino)butan-1-ol
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DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4d (106.22 mg, 0.2 mmol,
1 eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (3-fluorophenyl)-N-
methylmethylamine (30.6 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min
at 0°C. The mixture was then stirred and heated to 40°C for 48 h, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/AcOEt: 60/40), to afford
96 mg (90 %) of Mel36.

’H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.29 (1H, br s, CHa,), 7.05-6.73 (3H, m, CH,), 5.38-5.07 (1H, m, CH),
4.87-4.49 (2H, m, CH,), 3.96 (1H, br s, NH), 3.83-2.92 (2H, m, CH,), 3.13-2.92(3H, m, CH3), 2.24
(1H, br's, OH), 1.66 (1H,, br's, CH,), 1.49 (1H,, br's, CH,), 1.11-0.76 (3H, m, CHs).

LC-MS: m/z calcd. for Cy; Hig Fg N5 O, (M+H)*: 473.1445; found: 473.1518.

Mel37: (S)-N2-(2-(dimethylamino)ethyl)-6-(perfluorophenoxy)-N4-(1-phenylethyl)-1,3,5-

triazine-2,4-diamine
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DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4c (113.68mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (S)-1-
phenylethylamine (26.7 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at
0°C. The mixture was then stirred and heated to 40°C for 48 h, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/MeOH: 95/5), to afford
86 mg (92 %) of Mel37.

’H NMR: (400 MHz, CDCls) & 7.36-7.26 (4H, m, CHa:), 7.10 (1H, br s, CHy,), 6.12 (1H, br s, NH),
5.65-5.06 (4H, m, CH,-CH,), 3.44 (1H, br s, NH), 2.66-2.07 (6H, m, CH3-N -CH), 1.57-1.51 (1H, m,
CH), 1.50-1.41 (3H, m, CH).

LC-MS: m/z calcd. for C1 Ha1 Fs Ng O (M+H)*:469.17048; found: 469.1777.

Mel38: N2-(2-(dimethylamino)ethyl)-N4-(1-(3-fluorophenyl)ethyl)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-

triazine-2,4-diamine

HN/\/NMez
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DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4c (113.68mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of 1-(3-fluorophenyl)-
ethylamine (31.2 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C.

The mixture was then stirred and heated to 40°C for 48 h, concentrated under reduced pressure
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and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/MeQOH: 95/5), to afford 92 mg (95
%) of Mel38.

IH NMR: (400 MHz, CDCl3) § 7.29 (1H, br's, CHy,), 7.24-6.97 (3H, m, CHa,), 6.96-6.71 (2H, m CH,),
6.11(1H, br s, NH), 5.67-4.64 (2H, m, CH;), 3.48 (1H, br s, NH), 2.70-2.26 (6H, m,CH,- N-CH,),
1.54-1.47 (1H, m, CH),1.46-1.38 (3H, m, CHjs).

LC-MS: m/z calcd. for Cy1 Hag Fg Ng O (M+H)": 487.1613; found: 487.1688.

Mel39: N2-(2-(dimethylamino)ethyl)-N4-(1-(3-fluorophenyl)propyl)-6-(perfluorophenoxy)-

1,3,5-triazine-2,4-diamine

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4¢ (113.68mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CHyCl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of 1-(3-
fluorophenyl)propan-1-amine (66 mg, 0.44 mmol, 2.2 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise
for 5 min at 0°C. The mixture was then stirred and heated to 40°C for 48 h, concentrated under
reduced pressure and purified by column chromatography on silica gel(CH,Cl,/MeOH: 90/10), to
afford 13 mg (13 %) of Mel39.

’H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.52(1H, br s, CHa), 7.25-6.69 (3H, m, CHa), 5.90-5.25 (2H, m CH,),
4.75 (1H, br s, NH), 4.19 (1H, br s, NH), 3.51-3.22 (2H, m, CH,), 2.52-2.35(2H, m, CH,), 2.22 (6H,
d, J=18.6 Hz,CHs- N-CHs), 1.94-1.62(3H, m, CHs), 1.45-1.33 (1H, m, CH).

LC-MS: m/z calcd. for Cy; Ha; FgNg O (M+H)": 501.1764; found: 501.1837.
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Mel40: (R)-N2-(2-(dimethylamino)ethyl)-6-(perfluorophenoxy)-N4-(1-phenylethyl)-1,3,5-

triazine-2,4-diamine

HN/\/NMe2
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DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4c¢ (113.68mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (R)-1-
phenylethylamine (26.7 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at
0°C. The mixture was then stirred and heated to 40°C for 48 h, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/MeOH: 95/5), to afford
61 mg (65 %) of Mel40.

H NMR: (400 MHz, CDCl3) § 7.32-7.27 (3H, m, CHa,), 7.25-7.20 (2H, m, CH,,), 6.15 (1H, br s NH),
5.60 (1H, br s, NH), 3.51-3.33 (2H, m, CH,), 2.55(1H.t, J=6.1Hz,CH,), 2.44 (1Hyt, J=6.1Hz,CH,),
2.34-2.18 (6H, m, CH3-N -CHs), 1.52 (1H, d, J=6.8Hz,CH), 1.50-1.41 (3H, m, CHa).

LC-MS: m/z calcd. for C1 Ha1 Fs Ng O (M+H)": 469.1695; found: 469.1768.

Mel41 : N1,N1-dimethyl-N2-(4-(perfluorophenoxy)-6-(1,3,4,5-tetrahydro-2H-benzo[c]azepin-2-
yl)-1,3,5-triazin-2-yl)ethane-1,2-diamine

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4c (113.68mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mlL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of

hexahydrobenzo[c]azepine (32.4 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise
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for 5 min at 0°C. The mixture was then stirred and heated to 40°C for 48 h, concentrated under
reduced pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/MeOH: 95/5), to
afford 85 mg (86 %) of Mel41

H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.37-6.45 (4H, m, CHa,), 6.09 (1H, br s NH), 4.79-4.39 (2H, m, CH,),
4.13-4.17 (2H, m, CH,), 3.74-3.54 (2H, m, CH,), 3.02-2.90 (2H, m, CH,), 2.89-2.66 (2H, m, CH,),
2.63-2.35 (6H, m, CH3-N -CHs), 1.88-1.65 (2H, m, CH,).

LC-MS: m/z calcd. for Cy3 Ha3 Fs Ng O (M+H)": 495.1856; found: 495.1929.

Mel42: N2-(2-(dimethylamino)ethyl)-N4-(3-fluorobenzyl)-N4-methyl-6-(perfluorophenoxy)-

1,3,5-triazine-2,4-diamine

HN/\/NMez

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4c (113.68mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl; (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (3-fluorophenyl)-N-
methylmethylamine (30.6 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min
at 0°C. The mixture was then stirred and heated to 40°C for 48 h, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/MeOH: 95/5), to afford
47mg (48 %) of Mel42.

H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.43 (1H, br's, CHy,), 7.06 -6.68 (3H, m, CH,,), 6.08 (1H, br s, NH),
4.87-4.47 (2H, m, CH,), 3.64-3.36 (2H, m, CH,), 3.17-2.83 (3H, m, CHs), 2.74-2.49 (2H, m, CH,),
2.45-2.22 (6H, m,CHs-N- CHs).

LC-MS: m/z calcd. for Cy1 Hag Fg Ng O (M+H)": 487.1611; found: 487.1784.
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Mel43: (S)-N2-(2-(dimethylamino)ethyl)-N4-methyl-6-(perfluorophenoxy)-N4-(1-phenylethyl)-

1,3,5-triazine-2,4-diamine
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DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4c (113.68mg, 0.2 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (S)-N-methyl-1-
phenylethylamine (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at
0°C. The mixture was then stirred and heated to 40°C for 72 h, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/EtOH: 95/5), to afford 80
mg (83 %) of Mel43.

IH NMR: (400 MHz, CDCl) & 7.38-7.27 (4H, m, CHa,), 7.23-7.10 (1H, br s, CH.,), 6.02 (1H, br s,
NH), 5.82-5.62 (1H, m, CH), 3.58-3.37 (2H, m, CH,), 2.90-2.63 (3H, m, CHs), 2.61-2.47 (2H, m,
CH,), 2.40-2.21 (6H, m, CH3-N-CHs), 1.61-1.44 (3H, m, CHs).

LC-MS: m/z calcd. for C,, Ha3 Fs Ng O (M+H)": 483.1836; found: 483.1935.

Mel44: (2R)-2-((4-((1-(3-fluorophenyl)ethyl)amino)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-

yl)Jamino)butan-1-ol
OH
“'NH
N )§ N
)l\ = F

CsF50° N N
6" 5 H

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4d (106.45 mg, 0.2 mmol,

1 eq) in CHyCl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of 1-(3-
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fluorophenyl)ethylamine (31 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5
min at 0°C. The mixture was then stirred and heated to 40°C for 7 days, concentrated under
reduced pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/AcOEt: 70/30),
to afford 90 mg (92 %) of Mel44.

’H NMR: *H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.43(1H, br s, CHa,), 7.13-6.74 (3H, m, CH,,), 5.46 (1H, brs,
NH), 5.00 (1H, br s, NH), 4.46-3.87 (1 H, m, CH), 3.77 ( b ds, 1H, CH), 3.71-3.28 (2H,m, CH,), 1.80-
1.55 (2H, m, CH,), 1.55-1.42 (3H, m, CHs), 1.42-1.06 (1H, br s, OH), 1.06-0.72(3H, m, CHs).

LC-MS: m/z calcd. for Cy; Hig Fg N5 O, (M+H)": 488.1452; found: 488.1525.

Mel45: (2R)-2-((4-((1-(3-fluorophenyl)propyl)amino)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-

yl)Jamino)butan-1-ol

AL A F

CsFsO° N N
65 5

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4d (106.45 mg, 0.2 mmol,
1 eq) in CHyCl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of 1-(3-
fluorophenyl)propan-1-amine (33 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise
for 5 min at 0°C. The mixture was then stirred and heated to 40°C for 7 days, concentrated
under reduced pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/AcOEt:

80/20), to afford 89mg (89 %) of Mel45.

’H NMR: (400 MHz, CDCl3) 6 8.15(1H, brs, NH), 7.36(1H, br s, CH,), 7.13-6.97(3H, m, CHa,), 6.79
(1H, br's, NH), 4.49(1H, br s, OH), 3.81(1H, m, CH), 3.21(2H, m, CH,), 2.53(1H,m, CH), 1.85 (2H,m,
CH,), 1.59 (2H, m, CH,), 0.94-0.87(6H, m, CH3, CHs).

LC-MS: m/z calcd. for Cy,H,1FgNsO, (M+H)*: 502,1599; found: 502.17 (M+H) .
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Mel4é6: (R)-2-((4-(perfluorophenoxy)-6-(1,3,4,5-tetrahydro-2H-benzo[c]azepin-2-yl)-1,3,5-

triazin-2-yl)Jamino)butan-1-ol

OH

‘,

NH
N™ >N

l Z
CeFs0” N° N

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4d (106.45 mg, 0.2 mmol,
1 eq) in CHy,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of
hexahydrobenzo[c]azepine (33 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for
5 min at 0°C. The mixture was then stirred and heated to 40°C for 48 h, concentrated under
reduced pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/AcOEt: 90/10) to
afford 49mg (50 %) of Mel46.

IH NMR: (400 MHz, CDCls) & 7.31-6.69 (4H, m, CH.,), 6.22 (1H, br s NH), 5.37-5.11 (1H, m, CH),
4.78-4.30 (2H, m, CH,), 4.12-3.85 (2H, m, CH,), 3.83-3.69 (1H, m, OH), 3.69-3.47 (2H, m, CH,),
2.97-2.78 (2H, m, CH,), 1.83-1.64 (2H, m, CH,), 1.63-1.39 (2H, m, CH,), 0.96-0.88 (3H, m,CHs).

LC-MS: m/z calcd. for Cy3 Hy, Fs N5 O, (M+H)": 496.1700; found: 496.1773.

Mel47: (R)-2-((4-(perfluorophenoxy)-6-(((R)-1-phenylethyl)amino)-1,3,5-triazin-2-

yl)Jamino)butan-1-ol
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DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4d (106.45 mg, 0.2 mmol,
1 eq) in CHyCl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (R)-1-
phenylethylamine (26.7 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at
0°C. The mixture was then stirred and heated to 40°C for 24 h, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/AcOEt: 90/10), to afford
86 mg (92 %) of Mel47.

’H NMR: (400 MHz, CDCl3) § 7.40-7.26. (3H, m, CHa,), 7.24-7.03 (2H, m, CHa,), 5.57 (1H, br s, NH),
5.33 (1H, br s, NH), 5.23-4.73 (1H, m, CH), 4.01-3.69 (2H, m, CH,), 3.67-3.48 (1H, m, OH), 1.70-
1.35 (6H, m, CHs, CHs), 1.03-0.88(2H, m, CH,), 0.81 (1H, t, J=7.4 Hz, CH).

LC-MS: m/z calcd. for Cy1 Hao Fs Ns O, (M+H)": 469.1534; found: 469.1607.

Mel48: (R)-2-((4-(methyl((S)-1-phenylethyl)amino)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-

yl)Jamino)butan-1-ol

>\_

CeFs0” "N III

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4d (106.45 mg, 0.2 mmol,
1 eq) in CH)Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (R)-1-
phenylethylamine (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at
0°C. The mixture was then stirred and heated to 40°C for 24 h, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/AcOEt: 80/20), to afford
86 mg (89 %) of Mel48.
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IH NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.36-7.26 (4H, m, CHa,),7.20 (1H, br s, CH,), 5.99 (1H, br s NH),
5.34-5.06 (1H, m, CH), 4.05-3.82 (1H, m, CH), 3.82-3.54 (2H, m, CH,), 2.90-2.59 (3H, m, CHa),
2.34 (H, brs, OH), 1.69-1.56 (2H, m,CH,),1.56-1.41(3H, m, CHs), 1.04-0.91 (3H, m, CH).

LC-MS: m/z calcd. for Cy, Ha, Fs Ns O, (M+H)": 484.1705; found: 484.1777.

Mel49: N2-(1-(3-fluorophenyl)ethyl)-N4-methyl-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazine-2,4-

diamine

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4b (94 mg, 0.2 mmol, 1 eq)
in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (S)-1-phenylethylamine
(62 mg, 0.44 mmol, 2.2 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture
was then stirred and heated to 40°C for 24 h, concentrated under reduced pressure and purified
by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/Pentane: 80/20), to afford 39 mg (41 %) of
Mel49.

’H NMR:*H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.26-6.72 (4H, m, CH.,), 5.35 (1H, br s, NH), 4.95 (1H, brs,
NH), 2.92 (3H, m, CH3), 1.56-1.43 (3H, m, CHs), 1.25 (1H, br s, CH).

LC-MS: m/z calcd. for Cig Hiz Fg N5 O (M+H)": 430.1021; found: 430.1094.

Mel50: (R)-N2,N4-dimethyl-6-(perfluorophenoxy)-N2-(1-phenylethyl)-1,3,5-triazine-2,4-

diamine
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DIPEA (15 mg, 0.11 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4b (47 mg, 0.1 mmol, 1 eq)
in CH,Cl; (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (R)-N-methyl-1-
phenylethylamine (15 mg, 0.11 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at
0°C. The mixture was then stirred and heated to 40°C for 24 h, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel (CH,Cl,/Pentane: 80/20) to afford
42 mg (99 %) of Mel50.

’H NMR: 'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.56-7.26 (4H, m, CH,,), 7.19 (1H, br s, CH,,), 6.03 (1H, brs,
NH), 4.66 (1H, br's, CH), 3.07-2.56 (6H, m, CH3 N-CH3), 1.62-1.44 (3H, m, CHs).

LC-MS: m/z calcd. for C19 Hig Fs N5 O (M+H)": 426.1267; found: 426.1340.

Mel51: (S)-N2,N4-dimethyl-6-(perfluorophenoxy)-N2-(1-phenylethyl)-1,3,5-triazine-2,4-

diamine

DIPEA (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4b (94 mg, 0.2 mmol, 1 eq)
in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (S)-N-methyl-1-
phenylethylamine (30 mg, 0.22 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at
0°C. The mixture was then stirred and heated to 40°C for 24 h, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/Pentane: 80/20) to
afford 68mg (81 %) of Mel51.
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’H NMR: (400 MHz, CDCI3) & 7.39-7.27(3H, m, CH,,), 7.25-7.12 (2H, m, CH.,), 6.06 (1H, br s, NH),
5.14 (1H, m, CH), 3.06-2.50 (6H, m, CHs, CHs), 1.62-1.43 (3H, m, CHa).

LC-MS: m/z calcd. for Ci9 Hig F5s N5 O (M+H)™: 426.1267; found: 426.1340.

Mel 52:N2-(2-(dimethylamino)ethyl)-N4-methyl-6-(perfluorophenoxy)-N4-((R)-1-phenylethyl)-

1,3,5-triazine-2,4-diamine

HN/\/NMez
N&N Me
A

DIPEA (15 mg, 0.11 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4c (53 mg, 0.1 mmol, 1 eq)
in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of (R)-N-methyl-1-
phenylethylamine (15 mg, 0.11 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at
0°C. The mixture was then stirred and heated to 40°C for 24 h, concentrated under reduced
pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/MeOH: 95/5), to afford
48 mg (99%) of Mel52.

IH NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.76-6.67(5H, m, CH,:), 6.24(1H, br s, NH), 5.84(1H, m, CH), 3.72-
3.28 (2 H, m, CH,), 2.99-2.70 (2H, m, CH,), 2.70-2.50 (3H, m, CHs), 2.50-2.09 (6H, m, CHs-
CHs),1.70-1.33 (3H, m, CHs).

LC-MS: m/z calcd. for Cy, Ha3 Fs Ng O (M+H)*:483.1849; found: 483.1922.

Mel 53:N2-benzyl-N4-(2-(dimethylamino)ethyl)-N2-methyl-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-

triazine-2,4-diamine
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HN/\/NMez

N” N

DIPEA (15 mg, 0.11 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4c (53 mg, 0.1 mmol, 1 eq)
in CH,Cl; (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of N-methyl-benzylamine
(26 mg, 0.11 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture
was then stirred and heated to 40°C for 24 h, concentrated under reduced pressure and purified

by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/MeOH: 95/5), to afford 40 mg (85 %) of Mel53.

’H NMR: (400 MHz, CDCl3) § 7.56-7.27(4H, m, CH,,), 7.25-6.95 (1H, m, CHa,), 6.15 (1H, br s, NH),
4.80 (1H,, m, CH,), 4.54 (1Hp, m, CH,), 3.68(1H,, q, J=5.6Hz, CH,), 3.6(1Hy, g, J=5.9 Hz, CH,), 3.12-
3.01 (2H, m, CH,), 2.97-2.61 (3H, m, CHs), 3.61-2.31 (6H,m, CH3-CHs).

LC-MS: m/z calcd. for Cy1H,1FsNgO (M+H)" : 469,1697; found: 469.18.

Mel 54: N2-benzyl-N4-(2-(dimethylamino)ethyl)-N2-ethyl-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazine-

2,4-diamine

DIPEA (15 mg, 0.11 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4c (53 mg, 0.1 mmol, 1 eq)
in CH,Cl, (3 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of N-benzylethylamine (26

mg, 0.11 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (1 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture was
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then stirred and heated to 40°C for 24 h, concentrated under reduced pressure and purified by

column chromatography on silica gel, (CH,Cl,), to afford 47 mg (97%) of Mel54.

’H NMR:™H NMR (400 MHz, CDCl5) & 7.33-7.25 (5H, m, CH,,), 7.01 (1H, br s, NH), 4.71 (2H, s,
CH,), 3.34 (2H,m, CH,), 3.17 (2H,m, CH,), 2.61 (2H, m, CH,), 2.26 (6H, m, CH3-N-CHs), 1.10 (3H,
m, CH3)

LC-MS: m/z calcd. for Cy; Ha3 Fs Ng O (M+H)": 483.1837; found: 483.1910.

Mel 55: 2-(4-([1,4'-bipiperidin]-1'-yl)-6-(perfluorophenoxy)-1,3,5-triazin-2-yl)-2,3,4,5-

tetrahydro-1H-benzo[c]azepine.

DIPEA (96 mg, 0.74 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4e (400 mg, 0.67 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (10 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of 1,4'-bipiperidine
(125.4 mg, 0.74 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (3 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture
was then stirred and heated to 40°C for 24 h, concentrated under reduced pressure and purified
by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/MeOH: 90/10), to afford 300 mg (77%) of
Mel55.

’H NMR: 'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.35-6.48 (4H, m, CH,,), 4.77 (1H,, d, J=13.2 Hz, CH,), 4.68
(1Hp, d, J=13.7 Hz, CH,), 4.60-4.32 (2H,m, CH,), 4.13-3.78 (2H,m, CH,), 2.97 (2H, qt, J=4.8Hz,
CH,), 2.86 (1H, m, CH), 2.79-2.64 (2H, m, CH,), 2.51 (4H, s, 2CH,), 1.88-1.70 (4H, m, 2CH,), 1.59
(4H, s, 2CH,) 1.44 (4H, s, 2CH,).
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LC-MS: LC-MS: m/z calcd. for Cyg Ha; F5 Ng O (M+H)": 575.2480; found: 575.163.

Mel 56: N,N-dimethyl-1-(4-(perfluorophenoxy)-6-(1,3,4,5-tetrahydro-2H-benzo[c]azepin-2-yl)-

1,3,5-triazin-2-yl)piperidin-4-amine

/
\

DIPEA (84 mg, 0.65 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4e (350 mg, 0.59 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (10 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of N,N-
dimethylpiperidin-4-amine (84 mg, 0.65 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (3 ml) was added dropwise for 5
min at 0°C. The mixture was then stirred and heated to 40°C for 24 h, concentrated under
reduced pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/MeOH: 90/10),
to afford 225 mg (71%) of Mel56.

’H NMR: *H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.35-7.07 (3H, m, CH,,), 7.06-6.49 (1H, m, CH,), 4.98-4.70
(2H, m, CH,), 4.68-4.37 (2H,m, CH,), 4.13-3.77 (2H,m, CH,), 3.02-2.93 (2H, m, CH,), 2.93-2.69
(2H, m, CH,), 2.51-2.38 (1H, m, CH), 2.29 (6H, d, J=4.1Hz, 2CH;) 1.98-1.70 (4H, m, 2CH,), 1.50-
1.29 2H, m, CH,).

LC-MS: LC-MS: m/z calcd. for Cy¢ Hy7 Fs Ng O (M+H)": 535.2167; found: 535.1681.

Mel 57: N1,N1-dimethyl-N3-(4-(perfluorophenoxy)-6-(1,3,4,5-tetrahydro-2H-benzo[c]azepin-2-

yl)-1,3,5-triazin-2-yl)propane-1,3-diamine
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DIPEA (72 mg, 0.55 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4e (300 mg, 0.50 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (10 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of N1,N1-
dimethylpropane-1,3-diamine (57 mg, 0.55 mmol, 1.1 eq) in CH,Cl, (3 ml) was added dropwise
for 5 min at 0°C. The mixture was then stirred and heated to 40°C for 24 h, concentrated under
reduced pressure and purified by column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/MeOH: 90/10),
to afford 205 mg (79%) of Mel57.

’H NMR: *H NMR (400 MHz, CDCl3) 6§ 7.38-7.06 (3H, m, CH,,), 7.06-6.48 (1H, m, CH,,), 5.02-4.63
(2H, m, CH,), 4.47 (2H, s, CH,), 4.19-3.71 (2H,m, CH,), 3.06-2.90 (2H,m, CH,), 2.89-2.66 (2H, m,
CH,), 2.51 (4H, s, 2CH,), 1.94 (1H, br s, NH), 1.59 (3H, s, CH3), 1.44 (3H, s, CHs).

LC-MS: LC-MS: m/z calcd. for Cya Hys Fs Ng O (M+H)*: 509.2010; found: 509.086.
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Linker synthesis

o) HN/\ﬁ/\oj;\/\NHCbz
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+
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Tert-butyl 4-((3-oxo-1-phenyl-2, 8, 11, 14-tetraoxa-4-azaheptadecan-17-yl)amino)piperidine-1-
carboxylate (C)

HN/\/\O/\/O\/\O/\/\NHCbz

Boc
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Sodium triacetoxyborohydride (204 mg, 0.96 mmol, 1.6 equiv) was added portionwise over 1 h
to a solution of amine A (255 mg, 0.72 mol), N-Boc- piperidin-4-one (B) (12 mg, 0.6 mmol) and
acetic acid (0.01 mL, 1.8 mmol) in dichloromethane (5 mL) at 0 °C. The reaction mixture was
allowed to warm to RT over 5 h and then slowly poured into cold 3.3N NaOH (1ml) with stirring.
The reaction mixture was then separated and the organics dried over Na,SO,, filtered,
concentrated under reduced pressure and purified by column chromatography on silica gel,

(CH,Cl,/MeOH: 80/20), to afford 321 mg (82 %) of the titled compound.

’H NMR: (400 MHz, CDCls) & 7.36-7.13 (5H, m, CH,,), 5.39 (1H, br s, NH), 5.00 (2H, s, CH,), 3.97
(2H, br s, CH,), 3.59-3.36 (12H, m, 6CH,), 3.23 (2H, g, J=6.0 Hz, CH,), 3.15-2.96(1H, m, CH), 2.60-
2.50 (4H, m, 2CH,),1.93-1.74 (2H, m, CH,), 1.74-1.58 (4H, m, 2CH,), 1.51(1H, br s, NH), 1.39-1.33
(9H, m, 3CHs), 1.32-1.07 (2H, m, CH,)

Benzyl (3-(2-(2-(3-(piperidin-4-ylamino)propoxy)ethoxy)ethoxy)propyl)carbamate (D)

HN/\/\O/\/O\/\O/\/\NHCbz

N
H

Trifluoroacetic acid (10 ml, 0.13 mol) was added to a solution of compound C (268 mg, 0.5
mmol) in CH,Cl, (10 mL). The mixture was then stirred at RT for 2 h, concentrated under

reduced pressure, to afford 228 mg (88 %) of monoprotected triamine D.

’H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.50-7.10 (5H, m, CH.,), 5.58 (1H, br s, NH), 5.24-4.91 (2H, m, CH,),
3.63-3.32 (12H, m, 6CH,), 3.26-3.14 (2H, m, CH,), 2.93 (2H, d, J=12 Hz, CH,), 2.72-2.55(2H, m,
CH,), 2.55-2.39 (2H, m, CH,),2.35 (1H, br s, NH), 1.77 (2H, d, J=10.9 Hz, CH,), 1.74-1.61(4H, m,
CH,), 1.61-1.48 (1H, m, CH), 1.15 (1H,, dd, J =12, 3.5 Hz, CH,), 1.09 (1Hy, dd, J =11.8, 3.6 Hz, CH,).
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Benzyl(3-(2-(2-(3-((1-(4-(perfluorophenoxy)-6-(1,3,4,5-tetrahydro-2H-benzo[c]azepin-2-yl)-
1,3,5-triazin-2-yl)piperidin-4-yl)Jamino)propoxy)ethoxy)ethoxy)propyl)carbamate (E)

DIPEA (57 mg, 0.11 mmol, 1.1 eq) was added to a solution of triazine 4e (236 mg, 0.4 mmol, 1
eq) in CH,Cl, (10 mL) cooled in an ice water bath. After 5 min, a solution of piperidine D (175
mg, 0.4 mmol) in CH,Cl, (5 ml) was added dropwise for 5 min at 0°C. The mixture was then
stirred and heated to 40°C for 24 h, concentrated under reduced pressure and purified by
column chromatography on silica gel, (CH,Cl,/EtOH: 90/10), to afford 267 mg (88 %) of adduct
E.

’H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.36-7.30 (4H, m, CH,;), 7.30-7.27 (1H, m, CHa,), 7.25-7.05 (3H, m,
CHar), 7.05-6.47 (1H, m, CHay), 5.45 (1H, br's, NH), 5.07 (2H, s, CH,), 4.71 (1H,, s, CH,), 4.45 (1Hj,
s, CH,), 4.02 (1H,, s, CH,), 3.89 (1Hy, s, CH,), 3.65-3.45 (12H, m, 6CH,), 3.29 (2H, qt, J=5.8 Hz,
CH,), 2.96 (4H, q, J=5.8 Hz, 2CH,), 2.89 (1H, m, CH),2.87-2.73 (2H, m, CH,), 2.05 (1H, br s, NH),
2.00-1.78 (4H, m, 2CH,), 1.74 (4H, qt, J=6.4 Hz, 2CH,), 1.63-1.28 (4H, m, 2CH,).

N-(3-(2-(2-(3-aminopropoxy)ethoxy)ethoxy)propyl)-1-(4-(perfluorophenoxy)-6-(1,3,4,5-
tetrahydro-2H-benzo[c]azepin-2-yl)-1,3,5-triazin-2-yl)piperidin-4-amine (F)

116



Partie expérimentale

A solution of Mel-Cbz (100 mg, 0.13 mmol) in EtOH (15 mL) was hydrogenated over Pd/C (10
mg) at 40 psi in a Parr apparatus for 24 h. The catalyst was removed by filtration and EtOH

evaporated to afford the titled compound (F) (81 mg, 70%) as a solid.

’H NMR: (400 MHz, CDCl3) & 7.36-7.28 (1H, m, CH,,), 7.18-6.96 (3H, m, CHa,), 6.94-6.43 (1H, m,
CHar), 4.87-4.56 (2H, m, CH,), 4.47 (1H, br s, NH), 4.12-3.81 (2H, s, CH,), 3.67-3.39 (12H, m,
6CH,), 3.29 (1H,, s, CH,), 3.16 (1Hp, s, CH,), 3.12-3.06 (1H, m, CH), 3.06-2.94 (4H, m, 2CH,), 2.94-
2.65 (4H, m, 2CH,), 2.11-1.92 (4H, m, 2CH,), 1.88-1.69 (4H, m, 2CH),1.68-1.46 (2H, br s, NH,).

Mel55-conjugated affinity matrix

A volume of 1 mL of packed Affigel-10 (Bio-Rad) was washed on a glass filter with CH3CN and
added to a solution of amine F (12 mg, 20 umol) in CH3CN (0.8 mL) and triethylamine (20 pL).
This suspension was gently rotated for 12 h at room temperature. HPLC analysis of the
supernatant indicated that the coupling was quantitative. Ethanolamine (50 pL) was added and

after 4 h, the resin was thoroughly washed with water and ethanol, and conserved in ethanol.
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Annexes

7 Annexes

Principe de la chromatographie d’affinité

Cette technique permet de faire une séparation par affinité d’ordre biologique ou
fonctionnel entre la molécule d’intérét (protéine) et une composante de I'adsorbant (ligand).

Cette technique comporte trois grandes étapes (Figure) :

- Dans un premier temps, le ligand doit étre fixé sur une matrice via un bras espaceur.

- Ensuite, I'étape d'adsorption consiste a mettre en présence un mélange contenant la
molécule d'intérét et la résine contenant le ligand, dans des conditions favorables a la
liaison ligand-molécule spécifique. Les molécules n'ayant pas d'affinité pour le ligand ne
se fixeront évidemment pas sur la résine et pourront étre éluées, tandis que celles ayant
une affinité y resteront attachées.

- Finalement, quand toutes les molécules sans affinité auront été complétement

éliminées, on pourra procéder a la désorption des molécules restées attachées au ligand.

> % >l 5] > S
S g ey B

FIXATION PURIFICATION ELUTION

Figure : Principe de la chromatographie d'affinité.
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Afin que I'adsorption puisse avoir lieu, le bras espaceur doit posséder des propriétés

adaptées :

- Il doit étre suffisamment long pour ne pas provoquer de géne stérique entre la matrice
et la protéine.

- Il doit étre suffisamment hydrophile pour éviter toute autoaggrégation. En effet, lors du
passage du lysat cellulaire, donc en milieu aqueuy, il faut éviter le repliement du bras
espaceur.

- Il doit posséder un groupement terminal qui lui permet d’étre fixé de fagon covalente a

la matrice.
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Résumé

Les Prohibitines 1 et 2 (PHB1 / 2) sont des protéines d'échafaudage impliquées a la fois dans la
mélanogénese et dans les voies oncogenes.

Nous avons propsé I’hypothése qu’un ligand de PHB1- mélanogénine, pourrait avoir des effets
anticancéreux en plus de son activité mélanogenique connue dans les mélanocytes. Ici, nous
décrivons une synthese commode de mélanogénine et ses analogues.

Nous avons constaté que, parmi les 57 nouveaux analogues de la mélanogénine synthétisés ,
deux analogues (Mel9 et Mel41) induisent significativement la mélanogenéese dans les
mélanocytes en activant l'une des protéines qui interagissent avec PHB2, a savoir les
microtubules protéine légere associée 3 (LC3), et régulant positivement I'expression de la
microphtalmie associée facteur de transcription (MITF). Ces analogues activent également
ERK.

Nous avons découvert que la mélanogénine et ses analogues actifs induisent I'apoptose dans
plusieurs lignées de cellules cancéreuses, y compris les cellules de mélanome. Nos
découvertes présenter une nouvelle fonction supposée pour les PHB en tant que régulateurs
de la signalisation mélanogénique LC3 / ERK / MITF, et suggérent que Mel9 et Mel4l
pourraient servir de base au développement de nouveaux médicaments candidats pour traiter
mélanome et autres types de cancers.

Abstract :

Prohibitins 1 and 2 (PHB1/2) are scaffold proteins that are involved in both melanogenesis and
oncogenic pathways. We hypothesized that a PHB1 ligand, melanogenin, may display anti-
cancer effects in addition to its known melanogenic activity in melanocytes. Here, we disclose
a convenient synthesis of melanogenin, and its analogs. We found that, among 57 new
melanogenin analogs, two (Mel9 and Mel41) significantly promoted both melanogenesis in
melanocytes by activating one of the PHB2-interacting proteins, microtubule-associated
protein light chain 3 (LC3), and upregulating the expression of microphthalmia associated
transcription factor (MITF). These analogs also activate ERK. Besides, in addition to their
promelanogenic activities, we uncovered that melanogenin and its active analogs induce
apoptosis in several cancer cell lines,including melanoma cells, and that this effect is caused
by an inhibition of AKT survival pathway. Our findings present a new putative function for
PHBs as regulators of LC3/ERK/MITF melanogenic signaling, and suggest that Mel9 and Mel41
may provide the basis for the development of new drugs candidates to treat melanoma and
other types of cancers.
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