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PREAMBULE

Ce rapport présente les travaux de recherche menés au sein du Laboratoire de Chimie
Thérapeutique et Organique de 1’équipe IICiMed de la Faculté de Pharmacie de Nantes.

La thématique de cette thése porte sur la conception, la synthése et 1’évaluation
pharmacologique de nouvelles molécules azolés a activité antifongique.

Les champignons font partis des organismes les plus importants dans le monde, non
seulement en raison de leur role vital dans les fonctions de 1’écosystéme, mais aussi en raison
de leur influence sur les humains. En effet, il existe un faible nombre de champignons
(environ 20) responsables de plus de 99% des infections fongiques humaines. Ces infections
ou mycoses sont dues a des champignons micromycetes. Elles peuvent étre superficielles
touchant 1’épiderme et les muqueuses, ou alors plus profondes. Dans ce cas, on parle de
mycoses systémiques.

Nous nous intéressons au deuxieme cas de figure et notre travail est axé sur la
recherche de nouvelles molécules permettant de lutter contre les infections fongiques
invasives.
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Introduction

| — Introduction sur les infections fongiques

1 — Geénéralités sur les infections fongiques

1.1- Mycoses superficielles / mycoses systémiques

Les infections fongiques ou mycoses sont provoquées par des champignons
microscopiques appelés aussi micromycetes. Ils provoquent chez I’homme un état
pathologique plus ou moins grave. Environ 150 espéeces sur les 100 000 connues sont
potentiellement pathogenes.

Selon le degré d’invasion du champignon, on distingue deux groupes de mycoses : les
mycoses superficielles d’origine localisée et les mycoses systémiques plus étendues.

Deux grands groupes de mycoses superficielles peuvent étre constitués : les mycoses a
dermatophytes et les mycoses a levures. Les dermatophytes proliféerent habituellement sur la
peau glabre, jamais sur les muqueuses. Ils sont responsables d’atteintes de la peau, du cuir
chevelu (teignes) et des ongles (onychomycoses). Les moisissures rencontrées dans
I’environnement (Scopulariopsis, Aspergillus, Fusarium) sont rarement impliquées dans des
pathologies cutanées, mais elles sont a 1’origine d’onychomycoses, en se greffant sur la
kératine déja altérée.

Les mycoses systémiques, quant a elles, se divisent en mycoses systémiques primaires
(le champignon est capable de causer des infections chez les personnes saines) et en mycoses
systémiques opportunistes (ce n'est qu'a la faveur d'un affaiblissement immunitaire que les
champignons transpercent la surface protectrice de la peau ou des muqueuses broncho-
alvéolaires et pénétrent dans les tissus sous-jacents et la circulation sanguine, induisant alors
une infection). A noter que le diagnostic de ces infections est particulierement difficile a
établir.

L'étendue d'une infection fongique, qu'elle soit d'origine exogéne (transmission par
I'environnement) ou endogéne (champignons déja présents sur la peau ou les muqueuses),
peut étre localisée ou généralisée. Autrement dit, soit c'est un tissu spéecifique qui est infecte,
tel que la peau ou un organe, et il s'agit alors d'une infection bien délimitée, soit le
champignon atteint la circulation sanguine et s'attaque a plusieurs organes. Dans ce dernier
cas, on dit que I’infection se généralise ou le germe se dissémine. La mycose résultante sera
qualifiée de profonde.

Les champignons sont donc responsables d’affections trés variées. Pour la
compréhension de notre travail, seuls deux types d’infections seront brievement présentés, les
candidoses et les aspergilloses.

! Association Francaise Des Enseignants de Parasitologie, Parasitologie, Mycologie, Ed. C. R., 2002, 494 pages.
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1.2- Les candidoses

Les candidoses sont des affections cosmopolites dues a des levures. Les champignons
responsables appartiennent au phylum des deutéromycetes, a la classe des blastomycétes et au
genre Candida. Parmi les différentes espéces en cause, on peut citer Candida albicans, C.
krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata ou C. kefyr.

Le rble pathogéne des Candida peut s’exercer au niveau des muqueuses, du
revétement cutané et des viscéres. De plus, les candidoses ont un large éventail clinique qu’il
s’agisse d’atteintes superficielles ou profondes, avec une fréquence en perpétuelle
augmentation.

Les candidoses superficielles peuvent étre divisées en trois familles :

- les candidoses digestives. Elles correspondent a des atteintes de 1’appareil
digestif (bouche, cesophage, intestin...). Elles se caractérisent par 1’apparition
d’un enduit crémeux blanc. Sur la muqueuse buccale, cette prolifération porte
le nom de muguet.

- les candidoses génito-urinaires. Elles peuvent étre présentes aussi bien chez
I’homme que chez la femme. Les atteintes vaginales sont les plus fréquentes,
se traduisant par 1’apparition d’un écoulement purulent et d’un prurit intense.
La Iésion inflammatoire peut s’étendre au périnée. Ces candidoses sont souvent
récidivantes.

- les candidoses cutanées. Elles apparaissent dans des zones ou la peau est pliée
(plis du ventre, sous la poitrine, entre les doigts ou les orteils). On parle alors
d’intertrigo qui se caractérise par ’apparition d’une lésion érythémateuse et
d’une fissure au niveau du pli cutané.

On distingue essentiellement deux formes de candidose viscérale : les candidoses
viscérales aigués secondaires a une candidémie et se manifestant parfois longtemps apres
cette derniere et les candidoses viscérales chroniques associées aux traitements par
chimiothérapie. Ces dernieres se traduisent souvent par une atteinte du foie et de la rate. Ces
formes graves mettent en jeu le pronostic vital du patient. La guérison dépendra de la
localisation, de 1’état physiologique du patient et de la précocité de la prise en charge
thérapeutique.

1.3- Les aspergilloses

Les aspergilloses sont dues a des champignons filamenteux (moisissure). Ils
appartiennent au phylum des deutéromycetes, a la classe des hyphomycetes et au genre
Aspergillus. Parmi les différentes espéces en cause, on peut citer Aspergillus fumigatus, A.
flavus, A. niger, A. nidulans ou A. terreus.
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Aspergillus est un champignon « opportuniste ». Il est saprophyte de matieres
organiques en décomposition. C’est un contaminateur fréquent (salles hospitaliéres,
laboratoires...). En effet, les spores sont véhiculées dans 1’espace aérien avec les poussicres et
sont inhalées par tous les individus. A cause de leur petite taille, les spores atteignent tous les
compartiments du poumon. Ce champignon reste totalement inoffensif pour la majorité de la
population. Cependant, un petit nombre d'especes capables de se développer a 37 °C
(température du corps humain) peuvent provoquer des mycoses chez I'nomme et I'animal.
Certains d’entre eux sont mémes thermotolérants, en particulier Aspergillus fumigatus qui
peut croitre jusqu’a 55°C.

I1 existe plusieurs formes d’aspergillose qui vont d'une maladie de type allergique a
une infection géneralisée gravissime, pouvant entrainer la mort du patient dans 60 & 90% des
cas. La sévérité de l'aspergillose dépend de plusieurs facteurs parmi lesquels les plus
importants sont I'état du systéme immunitaire de la personne infectée, les caractéristiques de
la neutropénie et les perturbations de la fonction macrophagique.

La maladie peut prendre essentiellement quatre formes :

- Paspergillome. Le champignon se développe dans une cavité pulmonaire
faisant suite a une maladie antérieure (tuberculose par exemple). Les symptémes sont une
perte de poids, une toux chronique, de la fatigue et enfin des hémoptysies (chez 50 a 80% des
personnes infectées) qui signent les stades avancés de la mycose. Dans certains cas, une
résection chirurgicale associée a un antifongique local est nécessaire.

- la sinusite aspergillaire. Elle est localisée au niveau des sinus et entraine des
maux de téte chroniques, des obstructions nasales. Elle est plus grave pour les patients
immuno-déficients. Un drainage des sinus ou une intervention chirurgicale sont les deux
solutions envisageables.

- IPaspergillose invasive. C’est la forme la plus grave de la maladie. Elle touche
(i) les sujets greffés, (ii) les patients soumis a un traitement anticancéreux et (iii) plus
rarement les patients VIH positifs. Elle se manifeste par de la fiévre, de la toux, des douleurs
thoraciques et des difficultés respiratoires. Un scanner du thorax permet de diagnostiquer la
maladie. La précocité d’un traitement permet d’augmenter les taux de survie mais la guérison
du patient n’atteint que 60% des cas au mieux.

- enfin, une derniére forme de la maladie est I’aspergillose broncho-
pulmonaire allergique. Elle touche 20% des sujets asthmatiques et les personnes atteintes de
mucoviscidose. Ses symptomes sont similaires a un asthme classique (épisodes de malaise,
toux et sifflements). Si aucun traitement (corticostéroides par aérosol ou voie orale,
association d’un antifongique) n’est appliqué le patient encourt un risque de fibrose
pulmonaire.
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2- Epidémiologie
2.1- Incidence

L’institut de veille sanitaire a coordonné en 2006 une enquéte nationale de prévalence
des infections nosocomiales avec un volet sur les traitements anti-infectieux qui avaient pour
objectif de décrire les traitements prescrits dans les établissements de santé, y compris les
antifongiques.? Cette étude est la plus importante jamais réalisée en France ou & I’étranger et a
concerné 2337 établissements de santé, représentants 93,6% des lits d’hospitalisation en
France, et incluant 358 353 patients. Elle est proche de I’exhaustivit¢ et fournit une
description précise pour un jour donné. Ainsi, 15,87% des patients recevaient un traitement
anti-infectieux, dont seulement 0,77% recevaient au moins un antifongique. Une infection
nosocomiale (0,30%) était la premiere indication des traitements antifongiques, devant
I’infection communautaire (0,26%) et la prophylaxie des infections opportunistes (0,16%), les
indications multiples étant rares (0,03%).

Parmi les patients sous traitement antifongique, les immunodéprimés étaient fortement
représentes. De plus, les services concernés relevaient du court séjour, et plus particulierement
de I’hématologie et de la réanimation. Les patients sont souvent hémodialysés, munis de
dispositifs invasifs ou perfusés, donc exposés a des pratiques médicales considérées comme
facteurs de risque pour les infections fongiques.

Il est a noter que 1’analyse comparée des données de 2001 et 2006 montre une stabilité
de la prévalence globale des patients traités par antifongiques. Elle masque toutefois des
évolutions opposées selon les indications du traitement : si la prévalence des patients traités
pour infection communautaire ou nosocomiale a diminué, celle des patients traités pour
prophylaxie des infections opportunistes a augmenté. Cette derniére tendance peut étre le
reflet de I’introduction large des prophylaxies antifongiques en médecine. Elle est a surveiller
car si ces prophylaxies ont fait la preuve de leur efficacité, elles exposent toutefois a un risque
de développement de résistances.

La prévalence des infections fongiques invasives reste donc faible. Cependant, ces
infections sont responsables de séveres complications cliniques pour les sujets
immunodéprimés, par exemple pour les patients transplantés, neutropéniques, sous
chimiothérapies ou encore infectés par le VIH. De plus, depuis les vingt derniéres années, les
patients séverement malades en soins intensifs (par exemple en chirurgie ou en néonatologie),
émergent comme une autre population a risque. Une étude menée dans les unités de soins
intensifs d’hopitaux chinois révéle que parmi les patients atteints de septicémie severe, 28,3%
présentent une infection fongique invasive.® Dans ce cas, le taux de mortalité associé est trés
élevé: 67,8%. Les espéces pathogenes isolées responsables des infections sont
majoritairement Candida et Aspergillus. Ainsi, on retrouve Candida albicans (58%), Candida
tropicalis (17%), Candida glabrata (15%), Candida parapsilosis (3%) et Aspergillus
fumigatus (3%).

2 Institut de Veille Sanitaire, Bulletin épidémiologique hebdomadaire, 2009, 31-32, 353-356.
¥ Xie G. et al., Crit. Care, 2008, 12 (1), R5.
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Nous voyons donc que les infections dues aux différentes espéces de Candida
constituent la principale cause d’infections fongiques invasives. Elles se placent au quatriéme
rang des infections nosocomiales et entrainent un taux de mortalité de 40%. Les aspergilloses
invasives elles, conduisent au décés de 80% des patients infectés.”

Il est a noter que la liste des isolats cliniques augmente chaque année et de nouvelles
especes de Candida apparaissent, comme Candida guilliermondii, Candida lusitaniae,
Candida kefyr, Candida rugosa, Candida famata ou Candida dubliniensis. Cela pourrait
s’expliquer par une amélioration des méthodes d’identification des isolats cliniques.
Cependant, étant donné 1’augmentation du nombre de personnes immunodéprimeées avec des
états de plus en plus sévéres, on peut penser que des espéces non pathogénes émergent
maintenant comme pathogénes opportunistes.”

2.2- Les candidémies au CHU de Nantes

Une étude a été menée au CHU de Nantes, auquel est associé notre EA 1155, entre
mars 2004 et juillet 2009. Sur les 178 épisodes de candidémies (183 isolats et 175 patients)
observés, Candida albicans (n=99, 54.1%) apparait au premier rang en terme de fréquence,
suivi de Candida parapsilosis sensu lato (n=27, 14.8%), Candida tropicalis (n=18, 9.8%),
Candida glabrata (n=17, 9.3%) et Candida krusei (n=7, 3.8%). Pour 5 patients, des
hémocultures mixtes, associant deux espéces de Candida distinctes était retrouvées (Candida
albicans / Candida parapsilosis pour 3 patients et Candida albicans / Candida tropicalis et
Candia famata / Candida lipolytica pour les deux autres).

La figure 1 représente la distribution des espéces de Candida isolées au CHU. Comme
on peut le voir, on constate une augmentation des candidémies entre 2004 et 2009. De plus,
excepté Candida krusei, la distribution des autres especes de Candida (Candida parapsilosis,
Candida albicans, Candida glabrata et Candida tropicalis) a sensiblement augmentgé.

* Monk B.C. et al., Science, 2008, 321 (5887), 367-369.
® Pfaller M.A. et al., Clin. Microbiol. Rev., 2007, 20 (1), 133-163.
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Figure 1 : Distribution des especes de Candida isolées au CHU de Nantes durant la période 2004-2009
3- Les facteurs favorisants

3.1- Les facteurs intrinséques liés a I’hote

Certains facteurs physiologiques peuvent expliquer le développement de la maladie.
Le premier d’entre eux est 1’age du sujet. En effet, le nouveau-né ou les personnes &gees sont
plus sensibles a Candida albicans. Par exemple, le nouveau-né est particuliérement vulnérable
a la candidose buccale. Il en est de méme chez le sujet agé porteur de prothéses dentaires. On
peut aussi citer la candidose vaginale qui est trois a quatre fois plus fréquente chez la femme
enceinte.

Des facteurs d’origine pathologique peuvent également favoriser le développement du
champignon. En effet, une maladie sous-jacente favorise et permet le développement d’une
mycose latente. C’est ainsi qu’une candidose oropharyngée est souvent a 1’origine de la
découverte d’un SIDA. Une candidose a répétition sera elle a I’origine de la découverte d’un
diabéte. Autre exemple, 1’Aspergillus qui se greffe habituellement sur des lésions bronchiques
préexistantes.

3.2- Les facteurs extrinséques et iatrogenes

Les champignons pathogeénes bénéficient pour se développer de 1’apparition d’états
d’immunosuppression de plus en plus sévéres.” Ceux-ci sont principalement induits par les
chimiothérapies, les greffes de moelle, les traitements immunosuppresseurs utilisés lors des
greffes d’organes, les traitements par corticoides et I’immunosuppression liée a I’infection au
VIH. Par exemple, un traitement immunosuppresseur (antimitotiques, corticoides) peut étre a
I’origine d’une candidose ou d’une aspergillose. Les infections fongiques atteignant les

11
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personnes immunodéprimées sont souvent séveres, rapidement progressives, difficiles a
diagnostiquer et a traiter.

Un autre facteur de la prolifération des infections fongiques est lié aux pratiques
chirurgicales ou médico-chirurgicales. Ainsi la pose de cathéters veineux ou artériels utilisés
pour I’alimentation parentérale ou toute chirurgie peut étre a 1’origine du développement de la
maladie si 1’asepsie n’est pas réalisée avec précaution. D’autres actes médicaux comme la
ventilation assistée, la chirurgie profonde, I’hémodialyse et 1’usage d’antibiotiques a large
spectre peuvent également favoriser le développement anarchique du champignon. Enfin, les
sujets grievement brlés ou les personnes atteintes de leucémie sont des terrains propices au
développement des champignons.

Il — Traitements antifongiques : cibles cellulaires et
mécanismes de résistance

1 — Cibles thérapeutiques des antifongiques et traitements
associés

Les champignons sont des eucaryotes, ce qui limite le développement d’antifongiques
dont la cible serait intracellulaire et qui auraient un effet délétere pour les cellules eucaryotes
de I’hote. Les traitements antifongiques disponibles actuellement sur le marché et utilisés en
thérapeutique pour les infections invasives se répartissent en cing grandes familles
chimiques : les polyénes, les fluoropyrimidines, les azolés, les allylamines et les
échinocandines. Trois d’entre elles (polyénes, azolés, allylamines) agissent sur I’ergostérol de
la membrane fongique, les fluoropyrimidines interférent avec la syntheése de ’ADN et ’ARN
des champignons et les échinocandines interviennent au niveau de la paroi fongique (figure
2).5

Le traitement d’une infection fongique grave peut poser un véritable défi au praticien.
Il n’a a sa disposition que peu de molécules antifongiques qui n’ont que trois cibles chez le
champignon. Tout en jonglant avec les problemes de toxicité de certains antifongiques, le
praticien doit aussi tenir compte du possible développement de résistances au traitement par
les champignons.

® Infections fongiques : résistances, nouvelles modalités thérapeutiques, Ed. optimed, 2003, 170 pages.
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Figure 2 : Cibles principales des antifongiques systémiques

2 — Les principaux phénomenes de résistance

Il existe deux types de résistance. En effet, on distingue la résistance primaire et la
résistance secondaire. La résistance primaire ou naturelle se rencontre chez certaines especes
fongiques insensibles a un antifongique donné, ou pour lesquelles les concentrations
minimales inhibitrices (CMI) d’antifongiques sont supérieures aux concentrations utilisables
en thérapie. Ce type de résistance est un caractere d’espece exprimé par tous les individus
constituants ’espece. La résistance secondaire ou acquise se développe chez les champignons
qui appartiennent a une espece a priori sensible. Cette résistance est la conséquence d’un
événement survenu préalablement ou pendant le traitement antifongique. Il s’agit d’un
caractére de souche, qui n’affecte que de rares individus au sein de 1’espéce et qui ne leur
confére un avantage sélectif que lorsqu’ils sont exposés a I’antifongique.

Grace a la mobilisation internationale des chercheurs durant ces vingt derniéres
années, les mécanismes moléculaires des résistances aux antifongiques sont aujourd’hui
mieux connus.” Ainsi, les résistances acquises ont toutes un déterminisme génétique. Elles
résultent généralement d’éveénements mutationnels, ou de la dérégulation de 1’expression de
certains genes, ce qui conduit le plus souvent a leur surexpression. Les conséquences de ces
évenements d’un point de vue cellulaire et les mécanismes mis en jeu par le champignon pour
résister a I’antifongique sont multiples et dépendent de 1’antifongique utilisé.

" Ghannoum M.A. et al., Clin. Microbiol. Rev., 1999, 12 (4), 501-517.
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La résistance peut donc provenir :
- d’un défaut de transport ou de pénétration de 1’antifongique a I’intérieur de la
cellule fongique.
- d’un défaut de transformation de 1’antifongique en forme active toxique.
- d’une surproduction de la cible cellulaire de 1’antifongique.
- d’une modification de la cible, qui conduit a la diminution de son affinité pour
I’antifongique.
- d’une disparition de la cible et de son replacement par le recrutement ou le
détournement d’un autre métabolite.
- d’un efflux actif de I’antifongique.
Ces différents mécanismes ne sont pas équivalents en fréquence et en efficacité et
quelques uns d’entre eux sont spécifiques de certains antifongiques. Mais il est important de
noter que ces mécanismes de résistance sont souvent associés.

Nous nous limiterons a décrire le mécanisme d’action des principaux antifongiques
utilisés en traitement systémique, ainsi que les mécanismes moléculaires de résistance le plus
souvent rencontrés.?

3 — Les inhibiteurs des fonctions de la paroi membranaire

Les inhibiteurs de cette classe font partie de la famille des polyénes. Le représentant
de cette famille est ’amphotéricine B extraite de Streptomyces nodosus, découverte en 1953,
développée par Bristol-Myers Squibb et mise sur le marché en 1957 (figure 3).

Figure 3 : Structure de I’amphotéricine B (FUNGIZONE®)

La structure de ce macrolide est particuliére puisqu’elle est constituée d’un coté
lipophile représenté par un enchainement de sept doubles liaisons, et d’un c6té hydrophile
(succession de groupes hydroxyles). Enfin, un motif amino-sucre est greffé sur une extrémité.

Son action fongistatique et fongicide est directement liée a sa structure. Elle agit sur la
membrane du champignon en se complexant de maniére définitive a forte concentration avec
I’ergostérol. Elle forme alors des pores et des canaux qui augmentent la permeabilité de la
membrane cellulaire. Elle inhibe également la pompe Na* / K™ ce qui se traduit par une fuite
de potassium et une entrée massive de sodium aboutissant a la lyse cellulaire. La sélectivité de

& Accoceberry 1. et al., Therapie, 2006, 61 (3), 195-199.
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cette molécule vis-a-vis des cellules fongiques est due a une plus grande affinité pour
I’ergostérol fongique par rapport 4 I’humain.’

L’amphotéricine B a été le médicament « phare » pendant plus de 50 ans pour toutes
les infections fongiques invasives. En effet, elle présente un spectre trés large et est active sur
la plupart des especes de Candida et d’Aspergillus.

Malheureusement son usage est limité par sa forte toxicité. En effet, prés de 20% des
patients présentent une réaction toxique aigue (fiévre, frissons, tachycardie, hypotension) et
80% subissent une atteinte rénale dose-dépendante. De nouvelles formes galéniques ont été
mises au point afin de diminuer la toxicité. Ainsi, I’amphotéricine B est maintenant disponible
sous forme liposomale (AMBISOME®, 1997), en complexe lipidique (ABELCET®, 1995) ou
en dispersion colloidale (AMPHOCIL® ou AMPHOTEC®, 1996)."°

Depuis ’apparition de I’amphotéricine B, environ 90 polyeénes ont été découverts,
mais d’importants problémes de solubilité, de stabilité, de biodisponibilité par voie orale et de
toxicité ont empéché leur développement pour un usage clinique.™

Certaines especes pathogeénes sont intrinséquement résistantes a I’amphotéricine B,
comme par exemple Candida lusitaniae, Aspergillus terreus ou les espéces de Fusarium.'?
Ces dernieres années, on constate dans certains cas une augmentation des concentrations
minimales inhibitrices pour des isolats de Candia krusei, Candida glabrata'® ou Aspergillus
fumigatus.'® La plupart du temps 1’émergence de résistance & 1’amphotéricine B apparait chez
des patients immunodéficients, traités en chimiothérapie, ou subissant une longue thérapie
avec des antibiotiques et des antifongiques. Par exemple, Nolte et al. décrivent I’isolation de
souches de Candida albicans résistantes a 1’amphotéricine B chez des patients atteints de
leucémie.”> Powderly et al. ont noté une corrélation entre I’échec du traitement a
I’amphotéricine B et la résistance in vitro de levures isolées chez des patients atteints d’un
cancer et présentant une infection fongique invasive.*® Dans certains cas, la résistance conduit
a I’échec du traitement.’” A noter qu’un traitement antérieur ou simultané aux azolés pourrait
entrainer une résistance a I’amphotéricine B.*® Ce mécanisme serait dii a la modification des
stérols et du contenu de la membrane suite a la thérapie aux azolés.

Le principe de la résistance a ’amphotéricine B repose sur un systéme de disparition
de cible en deux étapes. La premiére consiste en un blocage de la voie de biosynthése de
I’ergostérol de fagon a soustraire la cible a I’action de 1’antifongique. La deuxiéme étape est
alors nécessaire pour remplacer 1’ergostérol dans les membranes par d’autres stérols viables.
La résistance a ’amphotéricine B ne résulte donc que des seules mutations des genes de
biosynthese de l’ergostérol.8

° Brajtburg J. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 1990, 34 (2), 183-188.
 Thompson 111 G.R. et al., Clin. Chest Med., 2009, 30 (2), 203-215.

! Denning D.W. et al., Trends Microbiol., 2010, 18 (5), 195-204.

2 Ellis D., J. Antimicrob. Chemother., 2002, 49 (s1), 7-10.

3 Pfaller M.A. et al., J. Clin. Microbiol., 2004, 42 (7), 3142-3146.

1 Messer S.A. et al., J. Clin. Microbiol., 2006, 44 (5), 1782-1787.

> Nolte F. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 1997, 41 (1), 196-199.

18 Wwilliam G.P. et al., Am. J. Med., 1988, 84 (5), 826-832.

17 Sterling T.R. et al., Drug Resist. Updates, 1998, 1 (3), 161-165.

18 Schaffner A. et al., Mycoses, 1993, 36 (11-12), 421-424.
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Un nouveau polyéne est actuellement en phase 111 d’essais cliniques. Il s’agit du SPK-
843 (Laboratoire Kaken Pharmaceutical), un sel diascorbique d’un dérivé semi-synthétique de
la partricin A (figure 4).

SPK.843 9 | Partricin A
Rem ¢ -~ Ry=0H, Az=H

Figure 4 : Structure du SPK-843 et de la partricin A

Le SPK-843 possede des activités in vitro comparables ou meilleures a celles de
I’amphotéricine B sur des espéces de Candida, d’Aspergillus et sur Cryptococcus neoformans.
Cette molécule aurait aussi une meilleure solubilité mais peu de données sont actuellement
disponibles.™

4 — Les inhibiteurs de la biosynthése d’ARN

Dans cette famille, une molécule est utilisée : la Flucytosine ou 5-fluorocytosine (ou
5-FC). 1l s’agit d’une pyrimidine fluorée découverte en 1964 par les Laboratoires Roche et

approuvée en 1972 (figure 5).
HNT N F
PN

0 N NH,

Figure 5 : Structure de la 5-fluorocytosine (ANCOTIL®)

Seuls certains champignons sont sensibles a cette molécule : des prédispositions
enzymatiques sont nécessaires pour permettre 1’entrée dans la cellule de la 5-FC. En effet, elle
est transportée dans la cellule fongique par une cytosine perméase (codée par le géne FCY2),
et subie ensuite une désamination par I’intermédiaire de la cytosine désaminase (codée par le
géne FCY1) pour former la 5-fluorouracile (ou 5-FU). Le 5-FU sera ensuite converti en 5-
fluoro-uridine monophosphate (5-FUMP) par 1’uridine phosphoribosyl transférase codée par
le gene FUR1. Plusieurs activités enzymatiques seront encore nécessaires pour genérer
différents métabolites fluorés qui vont soit inhiber la thymidylate synthase, une enzyme
nécessaire a la synthése de thymidine, et donc a la réplication de I’ADN, soit étre incorporés
au niveau des acides ribonucléiques (ARN) messagers et inhiber la synthése des protéines.?

9 Kakeya H. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2008, 52 (5), 1868-1870.
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De plus, cette molécule est sélective car les cellules humaines ne possédent pas la
cytosine désaminase. Une activité est observée sur de nombreux champignons pathogenes tels
que Candida, Cryptococcus, Cladosporium, Phialophora et Saccharomyces.™

Quelques champignons sont intrinsequement résistants a la flucytosine, comme par
exemple Aspergillus, Cryptococcus neoformans, Candida glabrata ou Candida krusei.?’ La
résistance secondaire se développe de plus en plus, surtout en monothérapie, et constitue la
cause majeure d’échec du traitement a la flucytosine. Elle apparait majoritairement sur les
especes de Candida.

Les résistances vont provenir de la surexpression de I’enzyme cible thymidylate
synthase, ou plus fréqguemment de mutations de genes nécessaires au métabolisme de la 5-FC
pour empécher la conversion en 5-FU. L’inactivation des génes FCY1 ou FUR1 confére une
résistance totale a la 5-FC, tandis que I’inactivation du géne FCY2 confére un niveau de
résistance moins élevé, mais malgré tout a des concentrations supérieures aux doses
thérapeutiques.*

En raison d’un spectre d’action limité, de 1’émergence rapide de résistances et de
nombreux effets secondaires, la 5-FC n’est pas utilisée en monothérapie mais la plupart du
temps en combinaison avec I’amphotéricine B.2

5 — Les inhibiteurs de la biosynthese de I’ergostérol agissant
sur la lanostérol 14a-déméthylase

5.1- Les azoles
5.1.1- Azolés disponibles et mécanisme d’action

Les antifongiques agissant sur la biosynthése de 1’ergostérol appartiennent a la famille
des azolés. lls exercent leur action principalement par inhibition de la lanostérol 14a-
déméthylase (CYP51), une enzyme a cytochrome P450 codée par le géne ERG11. Cette
enzyme intervient dans la longue cascade qui convertit le lanostérol en ergostérol, constituant
essentiel de la membrane cytoplasmique fongique (figure 6). L’accumulation de lanostérol et
de l4o-méthylstérols a la place de D’ergostérol désorganise, dans la membrane du
champignon, 1’agencement des chaines acyle des phospholipides et géne ainsi les fonctions
des systémes enzymatiques liés a la membrane comme 1’ ATPase et les enzymes responsables
du transfert d’électrons.?®

% Barchiesi F. et al., J. Antimicrob. Chemother., 2000, 45 (3), 408-409.

21 \Janden Bossche H. et al., Med. Mycol., 1994, 32 (S1), 189-202.

22 Johnson M.D. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2004, 48 (3), 693-715.
% Sheehan D.J. et al., Clin. Microbiol. Rev., 1999, 12 (1), 40-79.
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Figure 6 : Biosynthése de ’ergostérol chez le champignon
La découverte de Iactivité antifongique des azolés a constitu¢é une avancée

considérable dans la thérapeutique des infections fongiques superficielles et systémiques. Les
azolés de premiére génération sont les imidazolés (figure 7).
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Figure 7 : Azolés de premiére génération

Le kétoconazole est le premier azolé bien absorbé par voie orale. Cependant, son
hépatotoxicité et ses interactions avec de nombreuses molécules limitent son utilisation.

Ainsi, de nouvelles avancées en thérapie fongique furent nécessaires. Le
développement des triazolés (fluconazole et itraconazole), plus lentement métabolisés et
présentant moins d’effets secondaires ont permis leur utilisation pour le traitement des
infections fongiques invasives. De plus, ils furent utilisés massivement en prophylaxie (figure
8).
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Figure 8 : Azolés de seconde génération

Les recherches incessantes de nouvelles solutions thérapeutiques ont mené a la
découverte des azolés de troisieme génération. Deux nouvelles molécules triazolées
(voriconazole et posaconazole) particulierement active in vitro et a large spectre ont été
développées (figure 9).

voriconazole posaconazole

Figure 9 : Azolés de troisiéme génération
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Pour la poursuite de nos travaux, la découverte des azolés et les relations structure-
activité de ces composeés seront développées ultérieurement page 30.

5.1.2- La résistance chez Candida

Les triazolés font partie des agents les plus utilisés en clinique pour le traitement des
infections fongiques invasives. Ces molécules présentent des résistances intrinseques envers
certaines espéces de champignons. Ainsi, le fluconazole n’est pas actif sur Candida krusei,
Candida glabrata ou sur les espéces d’Aspergillus. L’itraconazole, le voriconazole et le
posaconazole, molécules a large spectre montrent seulement une résistance primaire sur
Fusarium, Scedosporium ou sur les Zygomycétes. Mais ces derniéres années, I’utilisation
massive des azolés a titre curatif ou prophylactique, liée a leur efficacité et a leur faible
toxicité pour I’étre humain, a fortement contribué a la sélection de résistance.

La résistance des especes de Candida au fluconazole est devenue un probleme
significatif avec 1’épidémie du SIDA et sa prescription large dans le traitement des candidoses
muqueuses. Elle a depuis été décrite au cours des candidémies des immunodéprimés non
infectés par le VIH et chez des patients en réanimation.?* De plus, des cas de résistance
croisée entre le fluconazole et les autres triazolés a large spectre sont rapportés. Elle se
retrouve par exemple chez des personnes présentant une fongémie a Candida glabrata. Le
traitement au voriconazole échoue aprés une premiére exposition au fluconazole.®?® Le
posaconazole est disponible depuis peu et présente un large spectre notamment sur des
souches de Candida résistantes aux autres azolés. Cependant, des souches résistantes au
posaconazole ont été identifiées®’ et des phénomeénes de résistance croisée ont été observés.?®

Plusieurs mécanismes peuvent &tre a 1’origine de la résistance des triazolés chez
Candida. lls peuvent se dérouler séparément mais ils sont souvent associés. Trois principaux
mécanismes sont connus et décrits dans la littérature.”®

Le premier mécanisme de résistance est 1’augmentation de 1’efflux. En effet, les
cellules fongiques possédent dans leur membrane plasmique des systémes d’efflux ayant la
capacité d’extraire hors de la cellule une grande variété de composés. D’apres les différentes
études menées, il est clairement établi que ces systemes d’efflux opérent dans la résistance
aux azolés. Il s’agirait méme du principal mécanisme de résistance. L’activation des pompes
d’efflux entrainent ainsi une diminution de la concentration du médicament sur le site
d’action. Deux systemes d’efflux contribuent a la résistance chez Candida (figure 10). On
trouve la famille des transporteurs ATP-binding cassette (ABC), codés par les génes CDR et
qui utilisent I’ATP comme source d’énergie pour le transport. IIs ont un large spectre vis-a-vis
de la plupart des antifongiques azolés, mais transportent €galement d’autres molécules
antifongiques telles que la terbinafine ou la caspofungine. Le deuxiéme type de pompe est

2 Charlier C. et al., J. Antimicrob. Chemother., 2006, 57 (3), 384-410.

% Magill S.S. et al., J. Clin. Microbiol., 2006, 44 (2), 529-535.

% panackal A.A. et al., J. Clin. Microbiol., 2006, 44 (5), 1740-1743.

?TLi X. et al., J. Antimicrob. Chemother., 2004, 53 (1), 74-80.

% Lortholary O. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2007, 51 (9), 3378-3380.
# ganglard D. et al., FEMS Yeast Res., 2009, 9 (7), 1029-1050.

20



Introduction

celui de la superfamille des majors facilitators (MFS). Ces pompes sont codées par les genes
MDR et fonctionnent par I’intermédiaire d’un gradient de protons a travers la membrane. IIs
ont un spectre réduit vis-a-vis des azolés, avec pour seul substrat le fluconazole.*

ABC transporter

MES transporter (ATP binding cassette) ‘

(major facilitator superfamily) Transmembrane
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Figure 10 : Représentation schématique des transporteurs ABC et MFS

En situation normale, les transporteurs de type MDR ou CDR sont exprimés a un
niveau de base dans la cellule fongique, méme quand elle n’est pas exposée a un antifongique.
La résistance résulte de la surexpression de ces geénes codants et de 1’accumulation des
pompes dans la membrane.

Le deuxiéme mécanisme se déclenche a la suite de mutations ponctuelles du gene
ERG11 conduisant ainsi a une perte d’affinité. En effet, des altérations de 1’enzyme, causées
par des mutations d’ERG11, ont été décrites comme source de resistance chez les azolés. De
nombreuses études ont été menées et a ce jour plus de 140 acides aminés différents sont
impliqués lors de mutations chez des isolats cliniques de Candida albicans.®* Ce grand
polymorphisme génétique suggére donc que la lanostérol-14a-déméthylase est hautement
tolérante aux changements structuraux. Cependant, la plupart de ces mutations, bien qu’elles
soient dispersées, se retrouvent dans trois « hot spot » régions, allant des acides aminés 105 a
165, 266 a 287 et 405 a 488.% Mais il est clair que la participation de chaque mutation a la
résistance aux azolés est difficile a établir car ces mutations ont souvent lieu en combinaisons
(de 2 a 4 mutations simultanées).

Pour les champignons pathogenes, une des méthodes pour contourner I’inhibition des
azolés est d’augmenter le nombre de copies de la cible CYP51 par surexpression du géne
correspondant ERG11.*® L’azolé ne peut alors inhiber toutes les copies et les concentrations
thérapeutiques usuelles ne peuvent bloquer la synthése de 1’ergostérol. La surexpression du
géne ERG11 peut étre étudiée par amplification du géne, augmentation du taux de

% Morschhauser J., Fungal Genet. Biol., 2010, 47 (2), 94-106.

*1 Morio F. et al., Diagn. Microbiol. Infect. Dis., 2010, 66 (4), 373-384.

%2 Marichal P. et al., Microbiology, 1999, 145 (10), 2701-2713.

% Lopez-Ribot J.L. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 1998, 42 (11), 2932-2937.
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transcription ou par dégradation des produits du géne. Cependant ce mécanisme participe peu
a la résistance chez Candida car seulement des concentrations modestes en enzymes ont été
décrites.®*

5.1.3- La résistance chez Aspergillus

Plusieurs études indiquent que 1’apparition de résistance aux azolés chez des especes
d’Aspergillus est peu commune.®® Cependant, il s’agit d’un phénoméne qui prend de
I’ampleur. L’itraconazole, prescrit depuis plus de 15 ans pour le traitement des aspergilloses
invasives, est actuellement la principale source de résistances acquises. La prévalence de cette
résistance n’est pas précisément connue, mais il semble que ce soit un phénomene assez rare
avant 2000, aux alentours de 1 ou 2%, actuellement en augmentation, avec pour conséquence
un échec thérapeutique.®® Récemment, des isolats cliniques d’Aspergillus fumigatus résistants
a plusieurs triazolés (itraconazole, voriconazole, posaconazole) ont été décrits.>"®

Le principal mécanisme de résistance chez Aspergillus fumigatus implique des
modifications de la cible des azolés par mutation ponctuelle. * Chez Aspergillus fumigatus, la
140-déméthylase est codée par deux génes: CYP51A et CYP51B.* Des isolats cliniques
présentant des mutations ponctuelles sur le géne CYP51A ont été isolés. Ces mutations
conferent des profils de susceptibilité différents aux triazolés. Par exemple, une mutation de la
glycine 54 entraine une résistance a I’itraconazole et au posaconazole et non au
voriconazole.*** Le changement de cet acide aminé perturberait les interactions effectuées
par les longues chaines latérales du posaconazole et de I’itraconazole.

Par contre, la mutation de la méthionine 220 est caractérisée par de fortes CMI pour
I’itraconazole, le voriconazole et le posaconazole.43 De méme, la mutation de la leucine 98
récemment décrite méne a une résistance croisée a tous les azolés. A noter que cette mutation
est toujours combinée a une surexpression du géne CYP51A (provoquée par des mutations
dans la région promotrice).***° Les autres mutations ponctuelles décrites concernent la
glycine 138 et la glycine 448. Elles sont associées a une résistance croisée au voriconazole et
au ravuconazole, avec une diminution plus faible de la sensibilit¢ a I’itraconazole et au
posaconazole.*® Ces différentes mutations sont résumées sur la figure 11.%

* Kanafani Z.A. et al., Clin. Infect. Dis., 2008, 46 (1), 120-128.

% pfaller M.A. et al., J. Clin. Microbiol., 2008, 46 (8), 2568-2572.

% Alanio A. et al., Antibiotiques, 2010, 12 (2), 114-119.

¥ Howard S.J. et al., Int. J. Antimicrob. Agents, 2006, 28 (5), 450-453.

% Snelders E. et al., PLoS Med., 2008, 5 (11), 1629-1637.

% Verweij P.E. et al., Lancet Infect. Dis., 2009, 9 (12), 789-795.

0 Mellado E. et al., J. Clin. Microbiol., 2001, 39 (7), 2431-2438.

*! Diaz-Guerra T.M. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2003, 47 (3), 1120-1124.
2 Mann P.A. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2003, 47 (2), 577-581.

*® Garcia-Effron G. et al., J. Clin. Microbiol., 2008, 46 (4), 1200-1206.

* Mellado E. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2007, 51 (6), 1897-1904.

*® Rodriguez-Tudela J.L. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2008, 52 (7), 2468-2472.
*® Howard S. et al., Emerg. Infect. Dis., 2009, 15 (7), 1068-1076.
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Figure 11 ;: Mutations du géne CYP51A décrites chez Aspergillus fumigatus

Etonnamment, la mutation L98H et la surexpression de CYP51A ont été retrouvés chez
des isolats d’origine environnementale. Snelders et al. pensent que la résistance aux azolés ne
se développe pas lors du traitement d’un patient mais dans I’environnement non médical. Les
azolés fongicides utilisés pour le traitement et la protection des plantes en seraient a
Iorigine.® En effet, des isolats d’Aspergillus fumigatus résistants aux azolés utilisés en
thérapeutique ont été retrouvés dans certains sols et compost.*’

Un autre mécanisme de résistance possible chez Aspergillus fumigatus est
I’augmentation de I’efflux. Chez Aspergillus fumigatus, il existe 49 transporteurs ABC et 278
transporteurs MFS. La diminution de la concentration intracellulaire en itraconazole due a une
augmentation de I’efflux a été décrite pour plusieurs isolats d’Aspergillus fumigatus
résistants.>”*® Cependant, la compréhension exacte du role des transporteurs chez Aspergillus
demandent des études supplémentaires. En effet, des recherches récentes ont démontré qu’en
dépit du grand nombre de geénes codant pour les pompes d’efflux, il y aurait un manque de
specificité dans leur fonction. De plus, il a été montré que la surexpression des genes codant
pour les transporteurs coexiste avec des mutations sur le geéne codant pour la 14a-
déméthylase.*

5.2- Les allylamines

D’autres familles de composés inhibent la biosynthese de 1’ergostérol membranaire, il
s’agit des allylamines. Les deux représentants majeurs de cette famille sont la naftifine et la

terbinafine (figure 12).
|\/\©
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Figure 12 : Structures de la terbinafine (LAMISIL®) et de la naftifine

*" Snelders E. et al., Appl. Environ. Microbiol., 2009, 75 (12), 4053-4057.
* Manavathu E.K. et al., Int. J. Antimicrob. Agents, 1999, 12 (3), 213-219.
* da Silva Ferreira M.E. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2004, 48 (11), 4405-4413.
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La Naftifine a été développée comme agent topique.”® Son potentiel antifongique et
son succeés ont conduit a de nouvelles recherches pour trouver de nouveaux agents a usage
systémique. Mais seule la terbinafine (Novartis) a émergé avec une combinaison d’efficacité
et de sécurité nécessaire a un candidat médicament.®® Elle posséde une action fongistatique en
inhibant la synthése de 1’ergostérol au stade de 1’époxydation du squaléne par la squaléne
époxydase. Contrairement aux dérivés azolés, la terbinafine n’interfére pas avec les systémes
enzymatiques cytochrome P450 3A-dépendants. Elle posséde une activité in vitro sur une
grande variété de champignons: dermatophytes, champignons filamenteux (Aspergillus),
champignons dimorphiques (Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum) et les
levures (Candida, Cryptococcus). Toutefois, ce sont les dermatophytes qui ont la plus grande
sensibilité au médicament.>* De nombreux laboratoires ont essayé de développer de nouvelles
allylamines mais sans succes depuis plus de 20 ans.

6 — Les inhibiteurs de la biosynthese de la paroi cellulaire

Les échinocandines sont constituées d’un coeur hexapeptidique cyclique lié a une
chaine latérale lipidique variable. Elles inhibent la synthése du béta (1,3)-D-glucane,
constituant essentiel de la membrane cellulaire de la plupart des champignons (figure 13). La
déplétion en glucane de la paroi cellulaire et I’instabilité osmotique entrainent finalement la
lyse de la cellule fongique.*®

L’un des principaux avantages de cette classe est leur trés bonne activité in vitro, in
Vivo chez I’animal et en clinique, sur Candida, Aspergillus, et plus particulierement sur les
souches résistantes aux azolés et aux polyenes. Les échinocandines sont fongicides in vitro et
in vivo sur Candida et fongistatiques sur Aspergillus. Bien qu’elles soient fongistatiques sur
Aspergillus, elles induisent un changement morphologique chez le champignon et diminuent
le risque d’aspergillose invasive."

B (1-6) glucane
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bi-couche w. & B(1-3) glucane
phospholipidique .
B (1-3) glucane synthase Ergostérol

Figure 13 : Structure de la membrane cellulaire du champignon

% Georgopoulos A. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 1981, 19 (3), 386-389.
*! petranyi G. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 1987, 31 (9), 1365-1368.

%2 Ryder N. et al., Rev. Contemp. Pharmacother., 1997, 8, 275-288.

%% Denning D.W., Lancet, 2003, 362 (9390), 1142-1151.
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Les échinocandines possédent un excellent profil de tolérance et relativement peu
d’interactions médicamenteuses par rapport aux azolés, ce qui en fait une alternative
intéressante. Cependant, leur administration exclusivement intraveineuse et leur colt élevé,
limitent leur utilisation a des infections non traitables par voie orale ou réfractaires aux
traitements classiques.

La premiére échinocandine isolée est I’échinocandine B en 1974 d’une culture
d’Aspergillus nidulans. Cette molécule fut ensuite chimiquement modifiée car trés
hémolytique, pour donner la cilofungine développée dans les années 1980. Celle-ci a été
utilisée pour traiter un faible nombre de patients mais de nombreux effets toxiques
interrompirent son développement.>*

La premiére échinocandine ayant obtenu une autorisation de mise sur le marché en
2001 est la caspofungine découverte par les Laboratoires Merck (figure 14).

Le spectre d’activité de la caspofungine se limite aux especes de Candida, de
Saccharomyces et d’Aspergillus. Elle est indiquée pour le traitement empirique des infections
fongiques chez les patients neutropéniques, contre les candidémies de 1’cesophage, et contre
les aspergilloses invasives non sensibles aux traitements habituels. Elle est aussi utilisée pour
le traitement des candidémies et contre quelques infections a Candida spécifiques (abces
intra-abdominal, péritonite ou infection de la plévre).>

Figure 14 : Structure de la caspofungine (CANCIDAS®)

La micafungine est un dérivé semi-synthétique d’un composé naturel isolé de
Coleophoma empedri (figure 15). Elle est développée par Astellas Pharma et a obtenu son
autorisation de mise sur le marché en 2005 pour les Etats-Unis et en 2008 pour 1’Europe.

% Lacroix C. et al., Médecine et Maladies Infectieuses, 2003, 33 (4), 183-191.
* Das S. et al., Indian Pediatr., 2009, 46, 225-231.
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Figure 15 : Structure de la micafungine (MYCAMINE®)

Cette molécule est fongicide sur les espéces de Candida, fongistatique sur les especes
d’Aspergillus et ne démontre aucune activité sur les zygomycetes et sur Cryptococcus. Elle
est efficace dans le traitement des candidoses disséminées, des infections cesophagiennes et
depuis peu a titre prophylactique pour les infections a Candida pour les greffés de cellules
souches hématopoiétiques.” Elle fait I’objet de plusieurs études ouvertes dans le traitement
des aspergilloses et candidoses invasives.*®

L’anidulafungine est une échinocandine semi-synthétique, synthétisée a partir d’un
produit de fermentation d’Aspergillus nidulans (figure 16). Elle est développée par les
Laboratoires Pfizer et a obtenu son autorisation de mise sur le marché en 2006 pour les Etats-
Unis (ERAXIX®) et en 2007 pour I’Europe (ECALTA®).

L’anidulafungine est trés active in vitro sur de nombreuses espéces de Candida,
notamment celles résistantes aux azolés (Candida krusei), a I’amphotéricine B (Candida
lusitaniae) ou aux autres échinocandines (Candida parapsilosis), ainsi que sur différentes
espéces d’Aspergillus. Cette molécule est utilisée pour le traitement des candidoses
cesophagiques mais sa principale utilisation sera pour les candidoses et aspergilloses invasives
chez I’adulte non neutropénique.57

HO

OH
OH O — O
S OO0
HC 1. H N
i L\_\

Figure 16 : Structure de I’anidulafungine

% Bormann A. et al., Drug. Des. Devel. Ther., 2009, 3, 295-302.
% Lanternier F. et al., Médecine et Maladies Infectieuses, 2010, 40 (8), 440-448.
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Parmi les échinocandines, une nouvelle molécule est en cours de développement :
I’aminocandine (HMR-3270) (figure 17). Elle est développée par Novexel (Astra Zeneca) et
fait actuellement 1’objet d’études précliniques.
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Figure 17 : Structure de I’aminocandine

L’aminocandine est un produit semi-synthétique de la fermentation d’Aspergillus
sydowi. Sa structure chimique présente quelques similitudes avec les autres échinocandines.
Cette molécule présente une tres bonne activité contre différentes especes de Candida et
d’Aspergillus, y compris les isolats résistants aux azolés et a I’amphotéricine B.

Un avantage potentiel est sa longue demi-vie, permettant un espacement des doses,
élément & considérer pour des molécules disponibles uniquement par voie parentérale.”®

Les échinocandines présentent une résistance primaire sur les especes de
Cryptococcus, Scedosporium, Fusarium et sur les zygomycetes. Les isolats de Candida
parapsilosis et Candida guilliermondii présentent des CMI plus hautes que les autres especes
de Candida. Les données cliniques disponibles indiquent que toutes les espéces de Candida
répondent de facon similaire au traitement des échinocandines (caspofungine, micafungine et
anidulafungine). Or D’infection a Candida parapsilosis persiste lors d’un traitement a la
caspofungine.™

Ces molécules étant disponibles seulement depuis quelques années, peu de données
sur les phénomeénes de résistance sont disponibles. Cependant, de récentes publications
rapportent I’émergence de résistance lors du traitement d’infection cesophagique a Candida
albicans,®®®* lors de candidémies®® ou lors d’endocardite.® Des cas de résistance existent
aussi lors d’aspergillose invasive de patients greffés de cellules souches hématopoiétiques.®
Un cas de résistance a la caspofungine chez Aspergillus flavus est mentionné pour un patient
greffé du coeur.” Si les aspects in vitro de la résistance & la caspofungine commencent & étre

%% Bretagne S., Antibiotiques, 2009, 11 (3), 133-141.

% Mora-Duarte J. et al., N. Engl. J. Med., 2002, 347 (25), 2020-2029.

% | averdiere M. et al., J. Antimicrob. Chemother., 2006, 57 (4), 705-708.

% Baixench M.-T. et al., J. Antimicrob. Chemother., 2007, 59 (6), 1076-1083.
82 Krogh-Madsen M. et al., Clin. Infect. Dis., 2006, 42 (7), 938-944.

% Moudgal V. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2005, 49 (2), 767-769.
% Madureira A. et al., Int. J. Antimicrob. Agents, 2007, 30 (6), 551-554.

% Eschertzhuber S. et al., Transpl. Infect. Dis., 2008, 10 (3), 190-192.
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élucides, on ne sait pas encore quelle sera la fréquence de résistance en clinique, ni quels
seront les mécanismes privilegiés.

Il — Priorités pour le développement de nouveaux
antifongiques

Actuellement, I’arsenal thérapeutique est en plein essor. En effet, ces derniéres années
ont vu I’apparition de nouvelles molécules plus efficaces et de plus large spectre dans des
classes d’antifongiques connues (triazolés), le développement de nouvelles galéniques pour
des médicaments anciens (formes lipidiques de 1’amphotéricine B) et 1’apparition d’une
nouvelle classe d’antifongiques (échinocandines). Cependant, malgré ces nouvelles solutions,
le taux d’échec des traitements antifongiques reste ¢levé. En effet, le taux de mortalité des
infections fongiques invasives reste trés important, particulierement pour les infections
causées par les champignons filamenteux (Aspergillus). Parmi les explications possibles, on
peut citer ’implication de nouvelles especes fongiques chez les patients immunodéprimés et
I’apparition de résistances des champignons sous traitements antifongiques. D’autres causes
d’échecs sont a rechercher du c6té de la pharmacologie avec des problémes de
biodisponibilité, de toxicité, d’absence de forme orale pour des traitements au long cours et
des interactions médicamenteuses.”®

Il est donc clair qu’il existe un réel besoin de nouvelles molécules antifongiques pour
un usage clinigue. Récemment, D.W. Denning et W.W. Hope décrivent les priorités pour le
développement de nouveaux antifongiques.'* Ainsi, ces agents doivent étre :

- actifs sur les especes communes de Candida (y compris les souches résistantes
aux triazolés) et administrables par voie orale.

- actifs sur les espéces d’Aspergillus (y compris les souches résistantes aux
triazolés) et administrables par voie orale et parentérale. Idéalement, ces composés doivent
avoir peu d’interactions médicamenteuses et permettre le traitement des patients avec des
dysfonctionnements rénaux et hépatiques.

- actifs sur Cryptococcus neoformans et administrables par voie orale ou
parentérale.

- actifs sur des espéces rares mais importantes médicalement (par exemple
Mucor, Scedosporium ou Fusarium).

D’apres les auteurs, les nouveaux antifongiques ne doivent pas avoir nécessairement
un spectre large, mais d’excellentes activités sur Candida et Aspergillus pour un retour
économique significatif.

Toutes ces observations laissent a penser que la recherche de nouvelles molécules
azolés pour le traitement des infections fongiques invasives est toujours d’actualité.

De plus, en 2008, B.C. Monk et A. Goffeau proposent de combattre la résistance et
les différents mécanismes mis en jeu par la synthése de nouveaux azolés multifonctionnels.’
Ces molécules seraient capables d’inhiber la synthése de 1’ergostérol mais aussi les pompes
d’efflux et les facteurs de transcription induisant 1’expression de ces dernieres. Le principe
d’action de ces nouveaux composés est présenté sur la figure 18.
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Figure 18 : Développement d’azolés multifonctionnels

Dans les cellules résistantes aux azolés, il existe un fort degré de transcription des
génes codant pour les pompes d’efflux. Ce phénoméne implique le recrutement de I’ARN
polymérase II, qui dépend de I’interaction entre 1’azolé et les facteurs de transcription. Cette
activation fait intervenir le domaine XBD (xenobiotic binding domain). Les pompes d’efflux
réduisent alors la concentration intracellulaire de la molécule active, diminuant ainsi
I’inhibition de la cible (figure A). Dans le nouveau modele, 1’azolé multifonctionnel serait
capable de se lier au XBD et bloquer ainsi I’expression des génes des pompes d’efflux. De
plus, il pourrait aussi inhiber directement les pompes d’efflux par occupation d’un site de
fixation. La concentration intracellulaire serait alors suffisante pour bloquer la synthese de
I’ergostérol (figure B).

L’inhibition de la synthése d’ergostérol resterait donc la premicre cible de ces
nouvelles molécules. Cependant, 1’introduction de nouveaux substituants pourrait permettre
I’inhibition du domaine XBD et le bloquage des pompes d’efflux. Les auteurs suggerent donc
le développement de nouvelles structures par modification du scaffold des azolés. En
minimisant ’activit¢é des pompes d’efflux, ces composés transformeraient les azolés
fongistatiques en puissants fongicides.
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IV — Développement et relations structure-activité des
azolés

La recherche antimycosique chez Janssen Pharmaceutica a débuté en 1962.°° De
nombreuses structures ont été étudiées, mais il est apparu rapidement, apres établissement
d’une stratégie de screening in vitro et in vivo, que le noyau imidazole offrait de larges
possibilités. Ces études ont conduit au développement du miconazole (DAKTARIN®) en

1969 (figure 19).
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Figure 19 : Structure du miconazole

Le miconazole est un antifongique a large spectre, actif sur les dermatophytes, les
levures et les moisissures. In vivo, il était actif en application topique dans toutes les mycoses
superficielles. Cette molécule a pu étre utilisée avec succes dans les mycoses profondes en
administration parentérale. Le miconazole est une molécule trés lipophile avec une mauvaise
absorption au niveau de I’intestin et une métabolisation rapide dans le foie. Une
administration autre que par voie intraveineuse est donc inappropriée pour le traitement des
infections fongiques invasives. En effet, administré par voie orale, ce composeé était aussi actif
sur des lésions situées a distance causées par des champignons divers, mais la dose était trop
élevée pour étre commode et exemptes d’effets secondaires.®’

Les recherches entreprises par Janssen menerent a la découverte du kétoconazole en
1981 (figure 20). Les scientifiques remarquerent que les imidazolés contenant un noyau
dioxolane possédaient une activité antifongique in vitro. Par analogie avec le miconazole, le
potentiel fut augmenté par introduction d’une chaine latérale alkylaryle. Finalement, la partie
alkyle fut modifiée par mise en place d’un éther aromatique.®®

% \an Cutsem J. et al., Médecine et Maladies Infectieuses, 1984, 14 (11), 510-517.

%7 Sneader W., Drug Discovery : A History, Ed. Wiley and Sons, 2005, 472 pages.

%8 Comprehensive Medicinal Chemistry 11 Volume 7 : Therapeutic Areas II: Cancer, Infectious Diseases,
Inflammation & Immunology and Dermatology, Ed. Elsevier Science, 2006, 1060 pages.
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Figure 20 : Structure du kétoconazole (NIZORAL®)

La forme active du kétoconazole correspond a I’isomere (2S, 4R). Son spectre d’action
recouvre les dermatophytes, les levures (Candida, Cryptococcus) et les champignons
dimorphiques (Histoplasma, Paracoccidioides, Blastomyces) mais il n’agit pas sur
Aspergillus. Cette activité antifongique varie en fonction de la concentration: elle est
fongistatique & faibles doses (10™° M) et fongicide & fortes doses (10 et 10 M).

Il s’agit du premier imidazolé a large spectre administrable par voie orale. Il est
fortement métabolisé par le foie et excrété sous une forme inactive dans la bile, avec une trés
faible quantité de produit retrouvée sous forme inchangée dans les urines. Son taux de fixation
aux protéines plasmatiques est supérieur a 90%. Le kétoconazole inhibe aussi la synthese des
stéroides humains par action sur d’autres systémes enzymatiques a cytochrome P450 (CYP17,
CYP19, CYP26) et plusieurs effets secondaires ont été constatés : hépatotoxicité, nausees,
vomissements.®®

Les problémes de toxicité rencontrés lors de thérapie au kétoconazole ont conduit a la
recherche d’un second groupe de dérivés azolés, les triazolés. Ainsi, les chercheurs de Janssen
ont remplacé le cycle imidazole du kétoconazole par un triazole, moins sensible aux attaques
nucléophiles. Les composés obtenus présentent alors une meilleure stabilité métabolique. Le
terconazole est le premier triazolé commercialisé, utilisé notamment pour le traitement
topique des candidoses vaginales (figure 21). Cependant, il causait des problemes de
photosensibilité chez certains patients.®’

Figure 21 : Structure du terconazole

% Stevens D.A., Infect. Dis. Clin. Pract., 2004, 12 (2), 81-92.
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Des etudes supplémentaires sur les substituants du noyau pipérazine du terconazole
conduirent a la découverte d’une série de triazolones a large spectre in vitro et in vivo. Une N-
alkylation de la triazolone se révéla essentiel pour une activité orale, et I’introduction d’une
ramification entraina une forte augmentation de Dactivité systémique.®® Ainsi en 1992, la
FDA (Food and Drug Administration) approuve I’itraconazole (SPORANOX®), développé
par Janssen-Cilag (figure 22).

Le composé actif est un mélange des quatre diastéréoisomeres : (2S,4R,2’R)-ITC,
(25,4R,2°’S)-ITC, (2R,4S,2’R)-ITC et (2R,4S,2°S)-ITC. Selon ses caractéristiques
stéréochimiques le composé n’a pas le méme métabolisme. Il n’y a pas de régle précise et le
comportement de I’itraconazole dépend de la cible.”
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Figure 22 : Structure de I’itraconazole

L’itraconazole posséde un large spectre et il est le premier azolé actif sur Aspergillus.
Il s’agit d’une molécule hautement lipophile, avec un taux de fixation aux protéines
plasmatiques tres élevé, et avec une diffusion tissulaire importante. L’itraconazole est
métabolisé principalement dans le foie pour produire plus de 30 métabolites. Le métabolite
majoritaire, 1’hydroxy-itraconazole (par oxydation du 1-méthylpropyle) présente des
concentrations plasmatiques plus élevées et des activités in vitro similaires a I’itraconazole.”

Dans un premier temps, ’itraconazole a été introduit seulement sous forme de capsule.
Cette formulation a été tres utilisée pour le traitement des onychomycoses, des infections
fongiques superficielles et invasives (candidoses et aspergilloses). L’efficacité prophylactique
a été démontrée dans de nombreux cas, notamment pour des patients neutropéniques ou
infectés par le VIH. Cependant, I’absorption peut étre variable et un environnement gastrique
acide et la présence de nourriture sont nécessaires pour une biodisponibilité optimale. De
faibles concentrations sanguines (< 500 ng / mL) ont été associées a 1’échec de traitements.
Une nouvelle formulation orale, contenant 1’excipient hydroxypropyl-p-cyclodextrine, a été
développée (approuvée en 1997 par la FDA). Cet excipient, un oligosaccharide cyclique de
molécules de glucose, est hydrophile a I’extérieur et hydrophobe a I’intérieur. Ainsi, la cavité
hydrophobe accepte I’itraconazole lipophile, facilitant la solubilisation et la livraison du
complexe. Lorsque les capsules et la formulation orale sont comparées, la biodisponibilité est
environ 60% supérieure dans le cas de la formulation orale. Récemment une formulation
intraveineuse a été développeée. Elle permet pour des patients sévérement atteints (stade

" Kunze K.L. et al., Drug Metab. Dispos., 2006, 34 (4), 583-590.
™ Hostetler J.S. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 1993, 37 (10), 2224-2227.
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terminal du VIH ou en soins intensifs) d’atteindre des concentrations plasmatiques stables et
hautes en 2-3 jours (1-2 semaines pour les capsules).’

Les thérapies longues a I’itraconazole sont généralement bien tolérées, sans effets
secondaires sérieux.®

De leur c6té, les Laboratoires Schering-Plough ont entrepris de nombreuses recherches
afin de découvrir un agent antifongique administrable par voie orale avec des activités
comparable au fluconazole sur Candida.”® Cette molécule devait étre également active sur des
souches résistantes au fluconazole (Candida glabrata et Candida krusei) ainsi que sur
Aspergillus. De plus, elle devait étre supérieure a ’itraconazole, sans toxicité et sans actions
sur les enzymes humaines a cytochromes P450.

D’aprés leurs observations, le cycle 1,3-dioxolane devait étre remplacé car sujet a une
instabilit¢ sous conditions acides dans I’estomac. Ils synthétisérent alors de nombreuses
molécules en série racémique présentant un hétérocycle oxygéné a 4, 5 ou 6 chainons et la
chaine latérale de I’itraconazole. La détermination des activités mena a la sélection du
composé SCH 45012 (figure 23). Cette molécule posséde trois centres de chiralité, avec les
carbones C3 et C5 en configuration cis 1’un de ’autre. Il s’agit donc d’un mélange de quatre
stéréoisomeres. La synthése et I’évaluation pharmacologique de chacun de ces quatre
isomeéres a permis d’éliminer les composés de configurations 5S inactifs. Les molécules de
configuration 5R sont toutes les deux aussi actives, suggérant que la stéréochimie de la chaine
latérale n’a pas d’importance.
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Figure 23 : Structure du SCH 45102

Afin de supprimer un centre de chiralité et de simplifier la synthése, le composé SCH
51048 fut synthétisé (figure 24).

"2 Maertens J., Clin. Microbiol. Infect., 2004, 10 (s1), 1-10.
" Comprehensive Medicinal Chemistry 11 Volume 8 : Case Histories, Ed. Elsevier Science, 2006, 644 pages.
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Figure 24: Structure du SCH 51048

Cette molécule s’est avérée plus active que les précédentes avec un spectre d’activité
large. L’évaluation in vivo du SCH 51048 produit un métabolite hydroxylé actif. Des études
ayant démontré que cette hydroxylation s’effectuait sur la chaine latérale, tous les isomeéres
possibles furent synthétisés. C’est ainsi que sur la base de son spectre d’activité et de ces
propriétés pharmacocinétiques, le posaconazole a été sélectionné comme candidat clinique
(figure 25).
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Figure 25: Structure du posaconazole

Le posaconazole (NOXAFIL®) est disponible en Europe depuis 2005 et aux Etats-
Unis depuis 2006. Le posaconazole présente un spectre antifongique large et une activité in
vitro voisine du voriconazole. Ainsi, il est actif sur Candida, Cryptococcus, Aspergillus,
Fusarium, sur les champignons dimorphiques, les dermatophytes et les zygomycétes. Son
activité est fongistatique sur Candida et fongicide sur Aspergillus.”

Il est utilisé pour le traitement de seconde ligne (échec ou intolérance du traitement de
référence) des candidoses oropharyngées (cas de résistance au fluconazole et / ou a
I’itraconazole), des aspergilloses invasives (cas de résistance a 1’amphotéricine B et / ou a
I’itraconazole), des fusarioses (cas de résistance a D’amphotéricine B), des
chromoblastomycoses (cas de résistance a I’itraconazole), des coccidioidomycoses (cas de
résistance a I’amphotéricine B, a I’itraconazole ou au fluconazole). Il est aussi approuve a titre
prophylactique pour les aspergilloses invasives et les candidoses disseminées chez les patients
sévérement immunodéprimés.”

Le posaconazole est administré par voie orale sous forme de capsule ou de suspension
buvable. La biodisponibilité des formes orales est voisine de 85% quand le médicament est

™ Morris M.1., Am. J. Health. Syst. Pharm., 2009, 66 (3), 225-236.
® paugam A., Médecine et Maladies Infectieuses, 2007, 37 (2), 71-76.
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administré au cours d’un repas, I’absorption étant augmentée si le repas est riche en graisses
et si la dose journaliére est fractionnée en au moins deux prises.”® Actuellement, aucune
formulation par voie intraveineuse n’est disponible, celle-ci étant indispensable pour les
traitements d’urgence. A ce jour, les effets secondaires sont modestes. Des anormalités des
enzymes hepatiques peuvent apparaitre, comme pour les autres azolés, mais les interactions
médicamenteuses sont moins nombreuses.”’

Parallelement, en 1978, les Laboratoires Pfizer initient un programme de recherche
d’un nouvel antifongique pour le traitement des infections fongiques systémiques. De
nombreux composés ont été synthétisé et plusieurs imidazolés seront sélectionnés au stade de
développement ou de commercialisation, comme par exemple le tioconazole. Ce composés
était actif in vitro, mais in vivo il était actif uniqguement en application topique. De plus, il ne
présentait pas d’avantages sur le miconazole et sur le clotrimazole.®

Par la suite, de nouveaux composés ont été synthétisés dans le but d’augmenter la
biodisponibilité orale. Les alcools tertiaires se révélérent les composés les plus polaires
présentant une activité antifongique. Puis, I’imidazole fut remplacé par un triazole plus
robuste, pour permettre une meilleure résistance au métabolisme. Enfin, le remplacement du
cycle thiophéne par un nouveau triazole permit d’augmenter la polarité de la molécule. Le
chef de file initial UK-47265, démontra de bonnes activités sur plusieurs modéles d’infections
superficielles et systémiques (figure 26).
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Figure 26 ;: Développement du fluconazole

Cependant, cette molécule était hépatotoxique et tératogene. De nombreux bis-
triazoles furent alors synthétisés, certains présentant de trés bonnes activités in vivo. Le
fluconazole, I’analogue difluoré, fut retenu. Cette modification permit d’éviter les effets
secondaires tout en gardant le méme niveau d’activité que le composé UK-47265. De plus, il
s’agit du seul composé soluble dans 1’eau, permettant ainsi une administration par voie
intraveineuse, indispensable pour une action immédiate en cas d’urgence. Son faible poids

"6 Wolff M. et al., Therapie, 2006, 61 (3), 227-233.
" Kauffman C.A. et al., Nat. Rev. Drug Discov., 2007, 6 (3), 183-184.
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moléculaire et son taux de fixation aux protéines plasmatiques trés faible (10%) permettent
une pénétration de la barriere hémato-encéphalique et une diffusion dans le liquide céphalo-
rachidien. Ce composé présente une faible toxicité et il est bien toléré méme en cas de longue
thérapie. Le fluconazole (TRIFLUCAN®) a été introduit sur le marché en 1990.

Le fluconazole est actif sur la plupart des espéces de Cryptococcus et de Candida a
I’exception de Candida krusei et Candida glabrata. Par contre aucune activité n’est observée
sur les espeéces d’Aspergillus, de Fusarium ou sur les Zygomycetes. Il est utilisé pour le
traitement des candidoses profondes : cesophagiennes, urinaires, systémiques. On le prescrit
aussi lors des cryptococcoses neuroméningées, ainsi que pour la prévention des candidoses
chez le patient neutropénique. Malgré son manque d’activité sur les espéces d’Aspergillus et
sur certaines espéces de Candida le fluconazole est utilisé a titre prophylactique, notamment
chez les malades a risque (individus immunodéprimés).®®

Les laboratoires Pfizer ont poursuivi leurs recherches dans le cadre d’un programme
déstiné a augmenter le potentiel et le spectre d’activité du fluconazole. Ils découvrirent que
I’introduction d’un groupement méthyle adjacent a 1’un des cycles triazoles du fluconazole
permettait 1’élargissement du spectre a Aspergillus fumigatus, tout en conservant 1’activité sur
les autres champignons. De plus, le remplacement d’un triazole par un hétérocycle a 6
chainons donna des composés avec un large spectre d’activité in vitro, et fongicides sur les
espeéces d’Aspergillus.®® Ainsi, en 2002, le voriconazole (VFEND®) est commercialisé
(figure 27).

Figure 27 : Structure du voriconazole

Le composé actif correspond a I’isomére (2R, 3S). Le voriconazole est actif sur les
espéces de Candida, d’Aspergillus, sur Cryptococcus neoformans, Scedosporium
apiospermum et & un degré moindre sur les espéces de Fusarium et de Penicillium.”

Le voriconazole est disponible en formulations intraveineuse et orale avec une
excellente biodisponibilité (supérieure a 90%). Mais son usage clinique est compliqué du fait
des nombreuses interactions médicamenteuses, de propriétés pharmacocinétiques variables et
d’effets secondaires plus importants comparés au fluconazole (hépatotoxicite,
neurotoxicité).*?
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Trois nouvelles molécules sont actuellement en cours de développement. La premiere
d’entre elles est le ravuconazole de Bristol-Myers Squibb (figure 28).
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Figure 28 : Structure du ravuconazole et du BMS-379224

Sa structure chimique est proche de celle du voriconazole. La pyrimidine fluorée a été
remplacée par une chaine plus longue (un enchainement 4-cyanophénylthiazole). Le composé
actif correspond a I’isomeére (2R, 3R). Le ravuconazole posséderait un large spectre d’action et
de fortes activités in vitro sur des souches de Candida, d’Aspergillus, sur Cryptococcus
neoformans, et sur d’autres levures résistances au fluconazole. En revanche, il n’y aurait pas
d’activité sur Fusarium, Scedosporium prolificans ou sur les zygomycétes.

Le ravuconazole est administrable par voie orale. Cependant sa faible solubilité
aqueuse exclue le développement d’une administration intraveineuse. Ainsi, afin de remédier
a ce probléme, une prodrogue est actuellement est en cours de développement. Il s’agit du
BMS-379224, un éther phosphonooxyméthyle du ravuconazole.” Cette prodrogue est soluble
dans I’eau et I’addition de cyclodextrine n’est donc pas nécessaire. Les études cliniques
seraient actuellement bloquées en phase 111.”

Une autre molécule de structure proche du ravuconazole est en phase III d’essais
cliniques. Il s’agit de I’isavuconazole développé par Basilea Pharmaceutica (figure 29).
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Figure 29 : Structures de la prodrogue BAL-8557, de I’isavuconazole et du produit de clivage BAL-8728

® Ueda Y. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2003, 13 (21), 3669-3672.
" pasqualotto A.C. et al., J. Antimicrob. Chemother., 2008, 61 (s1), i19-i30.
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L’isavuconazole présente de fortes activités sur de nombreuses espéces, incluant
Candida, Aspergillus (notamment sur des souches résistantes a 1’itraconazole, a la
caspofungine ou a I’amphotéricine B), Fusarium, Scedosporium, Cryptococcus et sur les
zygomycetes.®

Ce triazole est disponible sous forme d’isavuconazonium (BAL-8557) une prodrogue
soluble dans 1’eau, permettant des formulations orales et intraveineuses. L’ajout d’agent
solubilisant, comme par exemple la cyclodextrine pour le voriconazole, n’est donc pas
nécessaire. L’isavuconazole est le produit de clivage par les estérases plasmatiques du BAL-
8557. Apres administration, orale ou intraveineuse, cette réaction enzymatique intervient
rapidement pour libérer, outre 1’isavuconazole, un produit de faible poids moléculaire, le
BAL-8728, dont de faibles taux persistent dans le sérum.?

Le dernier azolé en cours de développement est 1’albaconazole (figure 30). Il a été

découvert par les Laboratoires Uriach et fait actuellement I’objet d’études cliniques de phase
II.

Cl

Figure 30 : Structure de I’albaconazole

Cette molécule se différencie par I’introduction d’une 7-chloroquinazolinone sur le
pharmacophore. Le composé actif est de configuration (1R, 2R). Il posséde un large spectre
avec de trés bonnes activités, de bonnes propriétés pharmacocinétiques et une bonne
biodisponibilité par voie orale.”® Cependant, ’albaconazole n’est pas administrable par voie
intraveineuse et aucune formulation pour une telle administration n’est disponible a ce jour.

L’albaconazole a démontré des activités sur 77 champignons filamenteux avec
notamment de puissantes activités sur différentes espéces d’Aspergillus.®? Ramos et al. ont
comparé¢ son activité avec le fluconazole et I’itraconazole sur 283 isolats de Candida, et
I’albaconazole s’est révélé étre la molécule la plus active.®® Il est aussi trés actif sur
Cryptococcus neoformans mais présente une activité réduite sur les Fusarium.

Les triazolés sont les molécules antifongiques les plus étudiées pour le traitement des
infections fongiques invasives. Cependant, seuls le voriconazole et le posaconazole ont été
récemment introduits dans I’arsenal thérapeutique. En effet, le ravuconazole, 1’isavuconazole
et I’albaconazole présentent des spectres in vitro larges sur la plupart des especes fongiques

8 Thompson G. et al., Mycopathologia, 2010, In press.

8 Schmitt-Hoffmann A. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2006, 50 (1), 279-285.
8 Capilla J. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2001, 45 (9), 2635-2637.

8 Ramos G. et al., J. Antimicrob. Chemother., 1999, 44 (2), 283-286.
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pathogeénes, mais ces nouveaux azolés ont démontré des activés faibles ou limitées sur les
espéces émergentes (Fusarium, Scedosporium ou sur les zygomycétes). Ainsi, le devenir de
ces trois composés est pour I’instant incertain.®

De plus, bien que tous ces azolés est un mécanisme d’action identique, ils différent de
part leurs structures chimiques, leurs propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques,
leurs profils d’interactions médicamenteuses et leurs effets secondaires. Les Voies
d’administration de ces molécules sont donc différentes, et I'utilisation de certains composés
est limitée lorsque la voie intraveineuse est impossible (indispensable en cas d’urgence). C’est
pourquoi la double voie d’administration est recherchée.®® Enfin, les mécanismes de
résistance étant de plus en plus connus, la recherche de nouveaux composés qui
contourneraient au mieux ces phénomenes reste indispensable.

8 Girmenia C., Expert Opin. Invest. Drugs, 2009, 18 (9), 1279-1295.
8 pasqualotto A. et al., Curr. Opin. Investig. Drugs, 2010, 11 (2), 165-174.
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| — CYP51 : une cible majeure de médicaments dans la
superfamille du cytochrome P450

La superfamille du cytochrome P450 (CYP) incluait en aolt 2009 plus de 11000
protéines formant plus de 800 familles.® Ces enzymes catalysent une mono-oxygénation
d’une large gamme de composés et jouent essentiellement deux réles. Ils fournissent une bio-
défense (détoxication des xénobiotiques, production d’antibiotiques) et participent a la
biosynthése de molécules endogenes importantes, en particulier les stéroides. Sur la base de
ces deux roles, les 14a-déméthylases de stérols (CYP51s) appartiennent au second groupe de
P450.%

Cependant, la famille du CYP51 est tres spéciale car ses membres préservent une
conservation fonctionnelle stricte de ’activité enzymatique dans tous les régnes biologiques
(animaux, végétaux, levures / champignons, protozoaires et bactéries), ce qui en fait le
cytochrome le mieux conservé au cours de 1’évolution et de loin le plus répandu de la
superfamille du cytochrome P450 (figure 31).%

Plants (18/ 76)*

23% 34%
e egkaryme (3,%/41 )7,80 28% Animals (13/ 77)
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Figure 31 : Pourcentage d’identité des séquences primaires en acides aminés chez CYP51
“(nombre de séquences dans 1’alignement / pourcentage d’identité)

Avec un faible pourcentage d’identité au niveau des séquences primaires en acides
aminés a travers les régnes de ’ordre de 25-30%, les CYP51s catalysent néanmoins tous
essentiellement la méme réaction en trois étapes consistant en 1’élimination oxydative du
groupe 14a-méthyle du type lanostane, produisant ainsi divers stérols tels que le cholestérol
chez les animaux, 1’ergostérol chez les champignons, ou le sitostérol chez les végétaux
(figure 32).%°

% Site internet http://drnelson.uthsc.edu/cytochromeP450.html.

8 Lepesheva G.1. et al., Lipids, 2008, 43 (12), 1117-1125.

8 |epesheva G.1. et al., Biochim. Biophys. Acta, 2007, 1770 (3), 467-477.

8 | epesheva G.1. et al., Biochim. Biophys. Acta, 2010, In Press, Corrected Proof
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Figure 32 : Réaction de la 14a-deméthylase

Enzyme clé dans la biosynthese de stérols, CYP51 est de ce fait une cible
thérapeutique majeure pour la recherche de nouveaux médicaments. Son inhibition est en effet
mortelle pour les organismes unicellulaires, influence les processus de développement et de
croissance chez les végétaux et diminue la production de cholestérol endogéne chez les
animaux.

Il — Les outils informatiques

La connaissance structurale des divers CYP51s fongiques pourrait certainement
accélérer la découverte de nouveaux agents antifongiques et permettre une meilleure
compréehension du mode de fixation des petites molécules bioactives et des mécanismes de
résistance mis en jeu. En I’absence de telles structures, plusieurs modéles de CYP51-Candida
albicans, Aspergillus fumigatus ou Cryptococcus neoformans ont été reportés dans la
littérature®°*%2% par homologie comparative avec la structure 3D connue de CYP51-
Mycobacterium tuberculosis en complexe avec le fluconazole.”* Ce P450 bactérien soluble,
premier représentant de la famille du CYP51, est en effet plus facilement cristallisable que les
formes eucaryotes fongiques associées a la membrane du réticulum endoplasmique mais ne
possede qu’entre 26 et 29% d’identit¢ de séquence primaire en acides aminés avec les
enzymes fongiques.

% Xiao L. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2004, 48 (2), 568-574.

°1 Sheng C. et al., J. Biomol. Struct. Dyn., 2004, 22 (1), 91-99.

% Sheng C. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2009, 53 (8), 3487-3495.
% Sheng C. et al., ChemMedChem, 2010, 5 (3), 390-397.

% podust L.M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 2001, 98 (6), 3068-3073.
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Un modele pharmacophorique, élaboré en 2006 afin de guider la conception
rationnelle de nouveaux azolés vis-a-vis du CYP51-Candida albicans a ainsi souligné
I’importance de certains résidus tels que les Tyr118 et Ser378 dans la stabilisation des
inhibiteurs (figure 33).% La Tyr118 est un acide aminé hautement conservé dans la famille du
CYP51 et permettrait des interactions de type m-m stacking, alors que la Ser378 n’est
conservée que chez les CYP51s fongiques et pourrait former des interactions spécifiques par
liaison-H. Le role de la Tyr118 a recemment été confirmé par des expériences de mutagenese
dirigée.”®*’

(Hydrogen bonding interaction)
33|73

\

; \

CH — Channel 2
. . EN . .
Coordination I,{E rN,-”x /‘\ Ly_ HB - Acceptor Steric anGdrll;Izg;ophoblc (FG loop)

with heme _
1 N F | :
\ ! : ;
' | | /
~_F - Y118 | /
(n -7 interaction) :
Hydrophobic interaction Hydrophobic and Van de Waals
(A114, F126, L139, M140, interaction
F143,1504 and M306) ( L87, L83, L121, P230, 1231,

F233, V234 and M508 )

Figure 33 : Pharmacophore issu de I’étude réalisée par Sheng et al.

Par ailleurs, les modeles CYP51-Candida albicans et Aspergillus fumigatus élaborés
par Xiao et al., permettent de proposer un mode de fixation pour les azolés a longue chaine
latérale. Plus précisément, 1’itraconazole et le posaconazole semblent étre moins affectés par
des mutations a proximité de ’héme que le fluconazole ou le voriconazole. Ce phénoméne
pourrait s’expliquer par une affinité renforcée et / ou des ajustements compensatoires dans le
site actif.”

111 — Travaux antérieurs réalisés au laboratoire

A partir de ces observations, de notre propre expérience dans le domaine des
azolés™% et de I’exploitation de notre modéle CYP51-Candida albicans,'® plusieurs séries
chimiques de type 1-[(hétéroaryl- ou pipéridin-4-ylméthyl)amino]-2-phényl-3-(1H-1,2,4-
triazol-1-yl)propan-2-ols ont été synthétisées dans le but de préciser les relations structure-
activité (figure 34).

% Sheng C. et al., J. Med. Chem., 2006, 49 (8), 2512-2525.

% Chen S.-H. et al., Biol. Pharm. Bull., 2007, 30 (7), 1246-1253.

% Sheng C. et al., J. Mol. Model., 2010, 16 (2), 279-284.

% e Borgne M. et al., Brevet US 2004067998 A1, publié le 8 avril 2004.

% Lebouvier N. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2007, 17 (13), 3686-3689.

100 Gjraud F., Thése de doctorat, soutenue le 9 octobre 2007, Université de Nantes.
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Figure 34 : Séries chimiques synthétisées au laboratoire

Ces composés testés sur des souches Candida albicans CA98001 (sensible au
fluconazole) et Aspergillus fumigatus AF98003 ont montré différents degrés d’activité, en
adéquation avec le mod¢le pharmacophorique €laboré par I’équipe de Sheng.

Ainsi, la série benzylamine (111) comportant un linker N-méthylé est celle qui possede
les activités les plus intéressantes avec des concentrations minimales inhibitrices (CMI)
comprises entre 0,37 et 36 ng / mL sur Candida albicans, 5 a 500 fois plus basses que celle
observée pour le fluconazole (CMI =190 ng / mL). Les composés possédant des groupements
électroattracteurs en position para du benzyle (Y = NO, ou CN) sont encore 5 a 40 fois plus
actifs que le voriconazole (CMI = 15 ng/ mL).**

Comparées a leurs analogues en séries pyridinyl- (1) et pipéridin-4-ylméthylamino (I1)
moins actifs sur la souche de Candida albicans (CMI entre 23 et 220 ng / mL pour la série | et
entre 26 et 1410 ng / mL pour la série 11) et inactifs sur celle d’Aspergillus fumigatus,'? ces
molécules possedent (I11) en outre un début d’activité intéressante sur Aspergillus fumigatus
(CMI entre 1070 et 2410 ng / mL) proche de I’itraconazole (CMI = 420 ng / mL) et sont
seulement 7 a 15 fois moins actives que le voriconazole (CMI = 157 ng / mL).

A titre d’exemple, le docking du composé le plus actif dans le site actif supposé
(tunnel 2) de notre modele CYP51-Candida albicans permet de confirmer I’implication des
deux résidus fondamentaux Tyr118 et Ser378 pour une activité optimale (figure 35).

1% Giraud F. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2008, 18 (6), 1820-1824.
192 Giraud F. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2009, 19 (2), 301-304.
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Figure 35 : Docking du compose le plus actif (isomére S) dans le site actif de CYP51-CA

La perte d’aromaticité (série pipéridin-4-yl 11) ou un positionnement inapproprié de
I’accepteur de liaisons-H (série pyridinyl 111) aboutissent logiquement a une perte d’affinité
probablement dii au manque d’interactions avec ces résidus. %

Enfin, concernant la série indol-5-ylméthylamino initiée (1V), le peu de molécules
synthétisées ne nous a pas permis de déduire d’importantes relations structure-activité. Seul
un résultat tres intéressant sur la souche de Candida albicans (X = F, R; = Boc, CMI =3 ng/
mL) nous incite a poursuivre les investigations, malgré un manque total d’activité sur
Aspergillus fumigatus.

IV — Définition des objectifs

L’objectif de ces travaux consiste a synthétiser de nouveaux triazolés possédant un
large spectre d’activité (Candida, Aspergillus) et actifs sur des souches sensibles et résistantes
aux traitements actuels (fluconazole, voriconazole).

Trois stratégies seront entreprises :

A) La premiére sera basée sur la continuité de nos travaux dans la conception
rationnelle et I’interprétation des relations structure-activité, a partir de I’information 3D
issue des modéles CYP51-Candida albicans. L’utilisation du modéle pharmacophorique de
Sheng™ et I’implication particuliére de certains acides aminés dans les interactions avec les
azolés ou dans les phénoménes de résistance nous permettra d’affiner un peu plus nos
connaissances actuelles.

D’un point de vu chimique, en s’appuyant sur I’ensemble de nos résultats, nous avons
opté pour une structure générale qui posséderait certes les éléments pharmacophoriques
nécessaires (linker N-méthylé, noyau aromatique original pouvant étre substitué par des
groupes accepteurs de liaison-H) mais qui permettrait également un allongement toujours plus
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important de nos molécules dans 1’optique de s’affranchir des mutations a proximité de
I’héme (figure 36).

N N
4 \\ ( \ R,
s s
N R N
OH 3 OH R
* * N
| N L
F CH, N F CH, N
\ \
R1 R1
F F
| Il
R; = H, Boc, Benzoyl R, =H, Boc
R, =H, COCF, Rs, Rg = OCH,0
Rs=H,Rg=HouF

2_\\N Q_\\N ) ﬁ_\

OH
) —
F (l_‘,H3 (|sz
SO,-NH-(R ou Ar)
NH-SO,-(R ou Ar)
v

Z = cycle aromatique
(benzéne, pyridine, pyrazole)

Figure 36 : Nouvelles structures envisagées pour nos molécules antifongiques

Ainsi, la synthése de dérivés 1-[(1H-indol-5-yl ou indol-3-ylméthyl)méthylamino]
(séries I et 1) pourrait nous renseigner rapidement sur la pertinence d’un noyau indolique,
spécialité chimique du laboratoire, stériqguement plus encombrant mais facilement modulable
en position Ry, Rs, Rs ou Rg par des groupes électroattracteurs. '

Les molécules de la série 11l et IV garderont quant a elles le motif principal plus
flexible de type benzylamine substituée soit en position para par des groupements
sulfonamides ou rétrosulfonamides liés a des chaines alkyles ou aryles (série 111), soit en méta
ou en para par des cycles aromatiques supplémentaires (benzene, pyridine, pyrazole) porteurs
eux-méme de groupes accepteurs de liaisons-H plus ou moins encombrants (méthoxy, cyano,
nitro, trifluorométhyl, morpholine, N-méthylpipérazine, sulfonamides) (série 1V). Par le choix
variés de ces divers substituants «sondes », cette derniere série permettra en outre de
confronter les résultats obtenus au modele pharmacophorique de maniere a confirmer ou
affiner les hypotheses initiales.

193 Guillon R. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2009, 19 (20), 5833-5836.
1% Guillon R. et al., J. Enzyme Inhib. Med. Chem., 2010, doi: 10.3109/14756366.2010.503607.
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B) La deuxiéme stratégie consistera a utiliser la chimie du sel d’appel, en collaboration
avec le Professeur Thierry Besson, dans le but de synthétiser des dérivés de 1’albaconazole
de structure thiazoloquinazolinone. L’intérét d’un tel hétérocycle réside principalement dans
I’isomérisation du thiazole sur la quinazolinone et son influence sur les activités biologiques
en fonction des divers régioisomeres formés (linaires ou coudées). Deux séries chimiques
seront ainsi envisagees (analogues racémiques (A) ou analogues stricts (B)) selon la nature de
I’époxyde de départ, avec un thiazole pouvant étre de plus substitué par diverses amidines ou
imidates (figure 37).

N
(_\\
_N
N 0
OH
N\ '
b N \>_
R
N J
. /
N F Série A : analogues racémiques
I\\ \
N cl

albaconazole

, O
$os

N N\
S AL

Série B : analogues stricts

Figure 37 : Dérivés de I’albaconazole envisagés

C) Enfin, la troisiéme stratégie fait suite au récent intérét de développer des azolés
multifonctionnels, capables non seulement d’inhiber la biosynthése de 1’ergostérol via une
inhibition de la 14a-déméthylase mais également les pompes a efflux et les facteurs de
transcription induisant I’expression de ces derniéres (cf introduction page 28).

Vu le peu de recul dans le domaine, nous avons choisi d’adapter une étude américaine
basée sur ’identification d’une série chimique de quinazolinylméthylurées ne possédant pas
ou peu d’activité antifongique seule mais potentialisant 1’effet du fluconazole sur des souches
de Candida albicans et de Candida glabrata surexprimant les pompes CDR1 et
CDR21%>106:107108 5 proposer des structures hybrides. A partir d’une de leur molécule
« chef de file », la fonctionnalisation de la position 6 de la quinazolinone par une amine
nucléophile nous permettait d’envisager diverses condensations de composés développés au
laboratoire, selon I’accessibilit¢ chimique et les activités antifongiques présentées.

1951 emoine R.C. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2004, 14 (20), 5127-5131.
108 \Watkins W.J. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2004, 14 (20), 5133-5137.
97 \Watkins W.J. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2007, 17 (10), 2802-2806.
108 \Watkins W.J. et al., Brevet US 20030229097 A1, publié le 11 décembre 2003.
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Un premier essai impliquant la série 4-({[2-(2,4-difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-
1,2 4-triazol-1-yl)propyl]méthylamino}méthyl)benzénesulfonamide était susceptible
d’amener une condensation rapide des deux pharmacophores et en fonction des résultats
obtenus une validation de la stratégie. Dans le cas contraire, le choix d’un éventuel linkeur
clivable ou de type alkyle devrait alors étre considéré (figure 38).

T 1
F CH, //O
S
/
: 0

ZT

Figure 38 : Azolés multifonctionnels envisagés
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Conception rationnelle de nouveaux azoles sur la base

de modeles 3D de CYP51s fongiques
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| — Syntheése en série 2-(2,4-difluorophényl)-1-[(1H-indol-5-
yl et indol-3-yIméthyl)méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
yl)propan-2-ols

1 — Synthese en série 2-(2,4-difluorophényl)-1-[(1H-indol-5-yI
methyl)méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol

1.1- Approche rétrosynthétique

L’ acceés aux composés désirés peut se faire suivant le schéma rétrosynthétique présenté
sur la figure 39. La derniere étape permettra I’introduction d’un groupement électroattracteur
en position 3 de I’indole, par réaction de substitution électrophile aromatique sur les
composés B. Ces derniers sont synthétisés par 1’intermédiaire d’une amination réductrice
entre un amino-alcool difluoré C et différents indole-5-carbaldéhydes D. Le composé C est
préparé par ouverture du 2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1,2-époxypropane,
et les dérivés D sont formés a partir du 5-bromo-1H-indole.

LN LN LN
7 Ve N/ o
OH R, OH OH
* N \ * N \ h NH H \
\ \ \
Rl Rl
F A F B E Cc

<=

D
N\
N
N r
0. B\©i\>
N
E

Figure 39 : Voie d’accés aux 2-(2,4-difluorophényl)-1-[(1H-indol-5-yIméthyl)méthylamino]-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ols
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1.2- Synthese du 2-(2,4-difluorophényl)-3-méthylamino-1-(1H-1,2,4-
triazol-1-yl)propan-2-ol

Le 2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1,2-époxypropane est préparé en
trois étapes selon des conditions opératoires préalablement établies au laboratoire (figure
40).100

Par acylation de Friedel-Crafts sur le 1,3-difluorobenzene, la 2-chloro-2’,4’-
difluoroacétophénone 1 est obtenue avec un rendement de 91%. La synthese se poursuit par
réaction avec le 1H-1,2,4-triazole en présence de carbonate de potassium. Cette étape est
réalisée sous irradiation micro-ondes (50W, 85°C) et ne présente pas de sous-produits
contrairement & un chauffage conventionnel.'® Le dérivé 2 obtenu est alors converti en
époxyde en utilisant la réaction de Corey-Chaykovsky.™*® Ainsi la mise en réaction de la
cetone 2 en présence d’iodure de triméthylsulfoxonium (TMSOI) et d’hydroxyde de sodium
dans un mélange eau / dichlorométhane conduit au composé 3 avec un rendement de 74%.

Cl
E ()
CICH,COCI, AICl,, CH,Cl,,
ta 1h puis reflux 1h30 F
91%
F méthode A
F
1
1H-1,2,4-triazole, K,CO,,
CH,CN, MO 50W, 85°C, 50'
94%
méthode B
N N
B\ /
N N
N N
o)
NaOH,,, TMSOI, (0]
* ~_ CH,CI,, reflux 4 jours
F 74% F
méthode C
F F
3 2

Figure 40 : Synthése du 2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1,2-époxypropane 3

L’ouverture de I’époxyde 3 a été mise au point. Celle-ci est réalisée en présence de
méthylamine dans [’éthanol pour donner I’amino-alcool 4 sous forme d’un mélange
racémique (figure 41). Ce produit est I’intermédiaire clé qui nous permettra la synthése des
molecules finales.

19| ebouvier N. et al., Tetrahedron Lett., 2006, 47 (36), 6479-6483.
119 Corey E.J. et al., J. Am. Chem. Soc., 1965, 87 (6), 1353-1364.
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Figure 41 : Synthese du 2-(2,4-difluorophényl)-3-méthylamino-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4
1.3- Syntheése des indole-5-carbaldehydes 5-7

Les indole-5-carbaldéhydes sont préparés rapidement a partir du 5-bromo-1H-indole
suivant le schéma réactionnel décrit ci-apres (figure 42).

1) KH, THF, -78°C, 40' PhCOCI, DMAP,

2) t-Buli, -78°C, 2h Q Et,N, CH,Cl,, 0
Br 3) DMF, -78°C a ta 1 nuit ta, 2h, 83%
\©E\> 4) H,0 H A\ méthode F1 H N\
N 69% N NaH, Boc,0O, DMF, N
H 0,

méthode E H ta, 2h, 98% \R
méthode F2 1

5 6 R, = benzoyle

7 R, =Boc
Figure 42 ; Syntheses des indole-5-carbaldéhydes 5-7

Le dérivé 5 est obtenu avec un rendement de 69% a partir du 5-bromo-1H-indole par
protection temporaire avec I’hydrure de potassium et échange brome / lithium avec le tert-
butyllithium a trés basse température. L’ajout de N,N-diméthylformamide conduit a
I’obtention d’un aldéhyde aprés élimination de N,N-diméthylamine."™* L’introduction de la
fonction benzoyle est réalisée selon les conditions décrites par D.S. Dhanoa et al. a partir du
chlorure de benzoyle.*? Le groupement tert-butoxycarbonyle (Boc) est lui greffé en utilisant
de I’hydrure de sodium et du dicarbonate de ditertbutyle dans le DMF. Les dérivés 6 et 7 sont
obtenus respectivement avec des rendements de 83 et 98%.

1.4- Synthese des 2-(2,4-difluorophényl)-1-[(1H-indol-5-yIméthyl)
méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ols

L’étape suivante consiste a faire réagir ’amino-alcool 4 avec les dérivés indoliques 5-
7 par amination réductrice. Cette réaction est réalisée en présence de cyanoborohydrure de

Yang Y. et al., Heterocycles, 1992, 34 (6), 1169-1175.
12 Dhanoa D.S. et al., J. Med. Chem., 1993, 36 (26), 4230-4238.
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sodium (NaBH3CN) dans un melange acide acétique / méthanol : 2% v/v et permet la
formation des composés finaux 8, 9 et 10 (figure 43).

N N
7\ j\
N N
\ OH 0 \ OH
NaBH,CN, AcOH / MeOH 2% viv,
» o4 H N\ ta, 24h * \ A\
F CH = F CH
s N méthode G 8 N
Rl
5R,=H F 8 R =H 62%
4 6 R, =benzoyle 9 R, =benzoyle 59%
7 R, =Boc 10 R, =Boc 37%

Figure 43 : Amination réductrice conduisant aux composeés finaux 8, 9 et 10

La réactivité de I’indole permet de réaliser des réactions de substitution électrophile
aromatique sur le sommet 3. Ainsi, la mise en réaction du composé 8 avec I’anhydride

trifluoroacétique dans le 1,2-dichloroéthane permet d’obtenir le dérivé 11 avec un rendement
de 56% (figure 44).1*3

N N
/) /
N N o]
N N
CF
oH (CF,C0),0, CICH,CH,CI, oH :
N r|\| N\ ta, 3h h r|\| N\
F CH, N 56% F CH, N
H méthode H H
= 8 E 11

Figure 44 : Synthese du composé 11

2 — Synthese en serie 2-(2,4-difluorophényl)-1-[(1H-indol-3-yI
methyl)meéthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol

2.1- Approche rétrosynthétique

Le schéma rétrosynthétique menant a cette série de composés est décrit figure 45.

3 Thomas C.J. et al., J. Org. Chem., 2001, 66 (5), 1914-1918.
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Figure 45 : Voie d’accés aux 2-(2,4-difluorophényl)-1-[(1H-indol-3-ylméthyl)méthylamino]-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ols

L’acceés a ces molécules repose sur une étape d’amination réductrice entre 1’amino-
alcool difluoré 4 vu précédemment et différents 1H-indole-3-carbaldéhydes préalablement
protégés au niveau de ’azote indolique. Ces derniers sont obtenus par formylation de
Vilsmeier-Haack sur différents indoles commerciaux ou synthétises au laboratoire.

2.2- Préparation des indoles
2.2.1- Synthése du 5H-1,3-dioxolo[4,5-f]indole

Les intermédiaires utilisés pour I’étape d’amination réductrice peuvent se préparés en
deux étapes a partir d’indoles substitués en position 5 et / ou 6. Cependant, tous les indoles
n’étant pas disponibles commercialement, nous avons di synthétiser le 5H-1,3-dioxolo[4,5-
flindole. Ce composé est obtenu en trois étapes a partir de I’héliotropine (figure 46)."*

4 Marchi I. et al., Quim. Nova, 2007, 30 (4), 763-767.
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Figure 46 : Synthése du 5H-1,3-dioxolo[4,5-f]indole 14

La premiére étape est une réaction de Henry.™> Le nitrométhane réagit avec le dérivé
carbonylé en présence d’une quantité catalytique d’acétate d’ammonium pour conduire a un
intermédiaire B-nitroalcool. Ce dernier non isolé, conduit aprés déshydratation au B-nitro
styrene 12 avec un rendement quantitatif. Une nitration en présence d’acide nitrique dans
I’acide acétique permet ensuite d’obtenir le dérivé dinitré 13 avec un rendement de 70%.

La réduction du dérivé dinitré 13, suivie d’une cyclisation intramoléculaire avec perte
d’une molécule d’ammoniac permet la synthése de I’indole 14. Plusieurs méthodes de
réduction sont décrites dans la littérature. On pourra citer ['utilisation d’hydrogéne en
présence de palladium sur charbon,® de fer dans D’acide acétique,'’ de formiate
d’ammonium et de palladium sur charbon™® ou encore I'utilisation de chlorure de titane
().

L’utilisation de fer dans un mélange d’acide acétique et d’éthanol a permis d’isoler le
composé 14 avec un rendement de 44% (méthode K1). Ce rendement est amélioré et passe a
58% avec I’hydrogénation catalytique en présence de palladium sur charbon (méthode K2).

2.2.2- Formylation et protection de I’azote indolique

Le 1H-indole, le 6-fluoro-1H-indole et le composé 14 sont formylés en position 3 puis
protégés par un groupement tert-butoxycarbonyle (Boc) (figure 47).

5 Henry L., Compt. Rend., 1895, 120, 1265-1268.

118 yang L.-M. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1995, 5 (5), 465-468.

17 Sinhababu A.K. et al., J. Org. Chem., 1983, 48 (19), 3347-3349.

118 Rajeswari S. et al., Heterocycles, 1989, 29 (3), 415-418.

119 Zessin J. et al., J. Label. Compd. Radiopharm., 1998, 41 (7), 669-676.
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1) POCI,;, DMF, 0°C, 40', o
puis 35 °C, 40' Boc,0, DMAP, CH,CN,

Rm 2) NaOHag, 100°C, 30" Ry ta, 2h 5 A
méthode L méthode F3 N
R H R H R¢ \B

oc

Rs =R, = H 15 R;=R;=H  87% 18 R;=R,=H  98%
Rs=H,R,=F 16 R;=H,R;=F 85% 19 R;=H,Ry=F 99%
14 RgR, = OCH,0 17 Ry,R; = OCH,0 80% 20 Ry R, = OCH,0 94%

Figure 47 : Syntheses des indoles 18-20

L’introduction de la fonction aldéhyde est réalisée par 1’intermédiaire d’une réaction
de Vilsmeier-Haack.*® Celle-ci est réalisée selon les conditions classiques en faisant réagir
les indoles avec de I’oxychlorure de phosphore dans le N,N-diméthylformamide. Le DMF
réagit avec le POCI; pour former un électrophile (cation iminium). Une substitution
électrophile aromatique (SEx,) a lieu entre les différents indoles et cet électrophile en position
3. Apres hydrolyse basique par une solution de soude, les dérivés 15, 16 et 17 sont obtenus
avec des rendements respectifs de 87, 85 et 80%.

La protection par le groupement Boc est réalisée en présence de dicarbonate de
ditertbutyle et d’une quantité catalytique de 4-(N,N-diméthylamino)pyridine (DMAP) dans
I’acétonitrile.”® Les composés 18, 19 et 20 sont obtenus avec de trés bons rendements et
peuvent étre engagés dans la réaction d’amination réductrice.

2.3- Synthese des 2-(2,4-difluorophényl)-1-[(1H-indol-3-yIméthyl)
méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ols

L’étape d’amination réductrice entre 1’amino alcool 4 et les indoles 18, 19, 20 est
réalisée selon les conditions précédemment décrites (figure 48).

N N
« \\ ( \\ R,
N N
N 0 N
OH H OH
NaBH,CN, AcOH / MeOH
» [l\lH + Rs N 2% viv, ta, 24h b ’l\‘ \
F CH, F CH, N
R N méthode G \
6 \ Boc
Boc
F F
4 18 R;=Ry=H 21 Ry=R,=H 47%
19 Ry=H,Ry=F 22 R;=H,R,=F 68%
20 Ry,R, = OCH,0 23 R,,R, = OCH,0 59%

Figure 48 : Amination réductrice conduisant aux composés 21, 22 et 23

120 Smith G.F., J. Chem. Soc., 1954, 3842-3846.
121 Davies J.R. et al., J. Org. Chem., 2005, 70 (15), 5840-5851.
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Les composés 21, 22 et 23 sont isolés avec des rendements allant de 47 a 68%. Ces
molécules sont ensuite déprotégées au niveau de 1’azote indolique. De nombreuses conditions
ont été rapportées pour la déprotection d’amines substituées par un groupement Boc.'? Des
résultats antérieurs de déprotection non concluants (HCI 3M au reflux de I’acétate d’éthyle'?®
ou TBAF dans le THF***) nous ont orientés vers une autre méthode.

Le clivage des produits 21, 22 et 23 est réalisé avec du bromure de zinc (ZnBr;) dans
le dichlorométhane & température ambiante (figure 49).*%

N
4 \\
/N
N
OH
ZnBr,, CH,Cl,,
* ta 24h
F
méthode M
F
21 Rg=Rz=H 24 R;=Ry=H 64%
22 R;=H,R,=F 25 Rg=H,Rg=F 76%
23 R4,R, = OCH,O 26 RgR;=OCH,0 21%

Figure 49 : Déprotection conduisant aux composes 24, 25 et 26

Trois nouveaux composés 24, 25 et 26 sont ainsi isolés avec des rendements variables.
Le faible rendement obtenu pour 1’analogue 26 pourrait s’expliquer par la présence du
groupement dioxyméthyléne.

3 — Evaluation pharmacologique et discussion en série 2-(2,4-
difluorophényl)-1-[(1H-indol-5-yl et indol-3-ylméthyl)méthyl
amino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ols

3.1- Resultats pharmacologiques

Quatre molécules ont été préparées dans la serie des 2-(2,4-difluorophényl)-1-[(1H-
indol-5-yIméthyl)méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ols et six autres dans la
série indol-3-yle. Ces composés ont été évalués sur des souches de Candida albicans
CA98001 (sensible au fluconazole) et d’Aspergillus fumigatus AF98003, selon le protocole
général décrit pages 193-194.

Le tableau 1 présente les résultats obtenus.

122 Greene T.W. et al., Protective groups in organic synthesis, Ed. Wiley and Sons, 1999, 779 pages.
12 Stahl G.L. et al., J. Org. Chem., 1978, 43 (11), 2285-2286.

124 Routier S. et al., Tetrahedron Lett., 2002, 43 (4), 589-591.

%5 Ku J.-M. et al., J. Org. Chem., 2007, 72 (21), 8115-8118.
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Sur la souche d’Aspergillus fumigatus, les resultats sont decevants puisque tous les
composés sont inactifs (CMI > 30000 ng / mL).

En revanche, sur la souche de Candida albicans, les composés de la série indol-5-yle
(8-11) possédent tous un niveau d’activité élevé et homogeéne avec des valeurs de CMI trois a
cing fois plus basses que celle du fluconazole, quelque soient les substituants en position 1 ou
3. Ceux de la série indol-3-yle (21-26) sont un peu moins actifs et ont des activités
comparables a celle du fluconazole, excepté pour le composé 23, qui est inactif. Cette
molécule qui possede un groupe protecteur Boc en position 1 de I’indole et un
dioxyméthyléne en positions 5 et 6 est fortement encombrée, suggérant que les facteurs
stériques pourraient affecter les résultats pharmacologiques. Il est a noter que les composés 21
et 24 sont environ 7 fois moins actifs que leurs analogues stricts en série indol-5-yle
(composes 10 et 8, respectivement), ce qui confirme que I’isomérisation de la position 5 a la
position 3 de I’indole est plus sensible aux effets stériques et / ou électrostatiques.
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Tableau 1 : Evaluation des 2-(2,4-difluorophényl)-1-[(1H-indol-5-yl ou indol-3-ylméthyl)méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ols (8-11) et (21-26)

O 3! :
" on R ' on Rs
N N
L b L
\Rl \Rl
F 8-11 F 21-26
CMIl ou Clgg
N° Ry R3 Rs Re Candida albicans (CA98001) Aspergillus fumigatus (AF98003)
UM Mg / mL UM Mg / mL

8 H H 0,089 £0,001 | 0,035+0,0004 | 76,0+12,0 30,2+48

9 benzoyl H 0,064 + 0,001 | 0,032 + 0,0005 >100 -

10 Boc H 0,12 + 0,020 0,060 £ 0,010 65,0+4,0 32,3+2,0

11 H COCF; 0,13 £0.03 0,064 + 0,015 >100 -

21 Boc H H 0,75+ 0,02 0,373 +0,01 >100 -

22 Boc H F 0,74+0,1 0,381 + 0,05 >100 -

23 Boc OCH,0 >100 - >100 -

24 H H H 0,65+ 0,01 0,258 + 0,004 >100 -

25 H H F 0,48 + 0,07 0,199 + 0,029 >100 -

26 H OCH,0 0,60 + 0,04 0,265 £ 0,018 >100 -
Fluconazole 0,63 +0,02 0,19 + 0,006 - -
Itraconazole - - 0,6 + 0,06 0,42 £ 0,04

Voriconazole 0,043 0,015 0,45+ 0,05 0,15+0,01
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3.2- Analyse des stérols sur la souche Candida albicans CA98001

Malgré un spectre d’activité étroit, mais dans le but de confirmer le mécanisme
d’action de ces composés, nous avons investigué 1’inhibition de la biosynthese de 1’ergostérol
apres traitement par le composeé 22, selon le protocole genéral décrit page 195. Cette molécule
n’est certes pas la plus active mais fut la seule représentante encore en quantité suffisante pour
effectuer le test. De plus, il est possible de penser que les résultats obtenus puissent étre
extrapolés aux autres représentants de la série indol-3-yle.

Comme le montre le tableau 2, cette molécule inhibe fortement la biosynthése de
I’ergostérol alors que le lanostérol s’accumule.

) R 22 (ug / mL)
Stérols Controle 0.125 0.5 05
lanostérol 1,8* 28,4 42,4 44,6
éburicol 27,9 35,9 39,0
zymostérol traces
fécostérol 11,2
14-méthylfécosterol 0,5 13 1,5
épistérol 1,4
14-méthylépistérol 2,7 5,2 7,5
14-méthyl-3,6-diol 0,1 0,1
ergostérol 85,6 40,5 15,1 7,3

* ratio : aire sous courbe (ASC) sterol / somme des ASC stérols

Tableau 2 : Effets du composé 22 sur la composition en stérols de Candida albicans CA98001

A des concentrations de 0,25 et 0,5 ug / mL, proche de la CMI du composé (0,381 pg /
mL), Peffet est maximum. Environ 50% d’inhibition de la biosyntheése de I’ergostérol est
obtenue a la plus faible concentration de 0,125 pg / mL. Ces résultats montrent bien que
I’inhibition de la biosynthése de 1’ergostérol par le composé 22 est dose-dépendante et qu’elle
atteint son maximum pour la CMI. En outre, des stérols méthylés en position 14 apparaissent
également (14-méthylfécostérol, 14-méthylépistérol, éburicol) et de maniere dose-dépendante.

L’accumulation de lanostérol, d’éburicol et la production de 14-méthylstérols sont
caractéristiques d’une inhibition de la 14a-déméthylase par antifongiques triazolés, ce qui est
donc le cas pour la molécule 22, et probablement pour les autres membres de la série indol-3-
yle.

De plus, la faible proportion de 14-méthyl-3,6-diol pourrait également étre expliquée
par une inhibition supplémentaire de la A>°-désaturase codée par le géne ERG3, voie
alternative uniquement mise en jeu aprés inhibition de la 14a-déméthylase (figure 50).'2°

126 | upetti A. et al., Trends Mol. Med., 2002, 8 (2), 76-81.
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Hydroxy-methyl-glutaryl (HMG)-CoA

¢ HMG-CoA reductase

|
Y

Allylamines (terbinafing) $ Squalene epoxidase (ERGT)

—————————————————— Lanosterol

|
! A%S.desaturase
| (ERG3) Azoles $ C14a demethylase (ERGT1)

\ C14-demethyl-lanosterol
14ce-methyl-3,6-diol

Amorolfine $ C14-reductase (ERG24)

Fecosterol

Amorolfine $ AP isomerase (ERG2)

Polyenes (amphotericin B) —E

Figure 50 : Action des antifongiques sur la biosynthése de 1’ergostérol

3.3- Etude des relations structure-activité

Dans le but de comprendre les relations structure-activité sur la souche de Candida
albicans, nous avons effectué le docking d’un de nos meilleurs représentants de la série indol-
3-yle (24, CMI = 0,258 pg / mL) dans notre modele de CYP51-Candida albicans (figure 51),
selon le protocole geneéral décrit page 196.

Les résultats de 1’étude montrent que le NH indolique pourrait se placer a proximité de
I’enchainement peptidique de 1’enzyme mais aussi de la chaine propionate de 1’heme,
suggerant que des composeés de taille plus importante pourraient rencontrer des interactions
stériques defavorables. La faible activité observée pour le composé 23 porteur d’un groupe
protecteur Boc en position 1 de I’indole est conforme a cette hypothése. Bien que les
composés 21 et 22 possedent le méme groupe, nous pouvons penser que le manque de
substituants encombrants en position 5 et 6 de I’indole permet une meilleure flexibilité¢ a
I’intérieur du site actif.

De plus, la baisse d’activité observée pour le composé 24 en comparaison avec son
analogue strict en série indol-5-yl (composé 8) pourrait s’expliquer par la capacité des cycles
pyrrole ou benzeéne de I’indole a réaliser des interactions optimales par stacking avec la
fonction phénol de I’acide aminé fondamental Tyr118 et / ou avec le phényle de la Phe380.

Enfin, le manque d’interactions par liaisons-H avec les résidus Ser378 et / ou His377
pourraient certainement expliquer la différence d’activité par rapport aux séries benzylamines
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précédentes, beaucoup plus flexibles et porteuses de substituants électroattracteurs plus
adaptés.

)

Pt
S cysa70
|

N SR Y,
Q_\\ —x~-\~——¥;*\
W ;
OH
N - 7
F (IZH ‘ ‘ ) (’"‘}
3 N ' T )
B L/ w Tyrils
F

Figure 51 : Docking du composé 24 (isomeére S) dans le site actif de CYP51-CA
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Il — Synthese en série sulfonamide

1 — Synthese en série 4-({[2-(2,4-difluorophényl)-2-hydroxy-
3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyllméthylamino}méthyl)benzene
sulfonamide

1.1- Approche rétrosynthétique

L’accés a ces premieres molécules est représenté sur la figure 52. L’étape clé de la
synthése est une substitution nucléophile entre I’amino alcool difluoré 4 et différents 4-
(bromomeéthyl)benzenesulfonamides. Ces derniers sont préparés en une étape a partir du
chlorure de 4-(bromométhyl)benzénesulfonyle.

N N
L @
N Ng o
OH OH
* N N NH
| o _ | + ,
F CH, % F CH, s R
S R 20N o
aa N 1o N
o N \
\ R
R, 2
F F
4 Br
//O
S
o7 c

Figure 52 : Schéma rétrosynthétique menant aux sulfonamides

Aprés avoir exposé la synthése des 4-(bromométhyl)benzénesulfonamides, leurs
condensations avec le composé 4 permettant la formation des produits finaux seront
présentées.

1.2- Préparation des 4-(bromométhyl)benzenesulfonamides

Ces composés sont préparés en utilisant différentes conditions opératoires selon la
réactiviteé de I’amine utilisée. Ainsi trois méethodes ont été mises en place (figure 53).

Le 4-(bromométhyl)benzenesulfonamide 27 est obtenu par action d’ammoniac aqueux
sur le chlorure de 4-(bromométhyl)benzénesulfonyle dans le tétrahydrofurane selon la
méthode décrite par Naganawa et al.(méthode N1).2#" Il est isolé avec un rendement de 98%.

127 Naganawa A. et al., Bioorg. Med. Chem., 2006, 14 (21), 7121-7137.
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La condensation de différentes alkyles amines en présence de la base d’Hiinig dans le
THF conduit a la synthese de quatre nouveaux sulfonamides 28, 29, 30 et 31 avec de bons
rendements (méthode N2). L’addition du chlorure de sulfonyle doit étre réalisée en milieu
dilué et goutte a goutte pour éviter la formation du produit disubstitué.

Pour introduire diverses anilines, d’autres conditions ont été utilisées. En effet,
I’emploi de la base d’Hiinig ou de triéthylamine entraine la formation de plusieurs produits
difficilement séparables par chromatographie (substitution du brome, substitution du chlore et
double substitution, observés en masse). De méme, la catalyse a 1’indium décrite par Kim et
al.®® méne & la formation de deux produits en quantité équivalente (produit attendu et produit
issu de la substitution du brome). Finalement, I’emploi de pyridine dans le dichlorométhane
(méthode N3)*® permet d’éviter la double substitution. De plus, le produit substitué sur le
brome n’est présent qu’en faible quantité et peut étre éliminé par un lavage acide. Ainsi, les
dérivés 32, 33 et 34 sont isolés avec de bons rendements. Seul le 4-(bromométhyl)-N-(4-
nitrophényl)benzénesulfonamide 35 n’est pas caractérisé. En effet, le produit secondaire ne se
protone pas a pH acide, 1’étape suivante est alors lancée avec le mélange des deux composes.

Br

NH,OH, THF,
ta, 1h
- 27
98% 4,0
méthode N1 S
77 NH,
Br . Br .
Amines, DIPEA, 28 NRle =N o 70%
THF, ta, 1h /
//O méthode N2 0
’/S\m /Si _R, 29 R/=H R,=Pr 82%
o 7 N 30 R,=H, R,=iPr 97%
\ 31 R, =H, R,=iBu 88%
RZ
Br
Anilines, pyridine,
CH,Cl,, 0°C, 2h 32 R,=H, R,=Ph 84%
] .0 33 R, =H, R, =4-Pr-Ph  90%
méthode N3 S R ! 2
2NN L 34 R =H, R, =4iPr-Ph 81%
0 \ 35 R, =H, R,=4-NO,-Ph (brut)
R

Figure 53 : Synthéses des 4-(bromométhyl)benzénesulfonamides 27-35

128 Kim J.-G. et al., Synlett, 2007, 2007 (16), 2501-2504.
29 Teolato P. et al., Chem. Eur. J., 2007, 13 (8), 2238-2245.
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La structure de tous ces sulfonamides a été confirmée par spectrométrie de masse
(présence d’un atome de brome). Ces neuf composés peuvent alors étre engagés dans 1’étape
suivante qui permettra d’obtenir les molécules cibles.

1.3- Synthese des 4-({[2-(2,4-difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-
triazol-1-yl)propylméthylamino}méthyl)benzenesulfonamides

Les dérives 27-35 réagissent avec 1’amino alcool 4 en présence de la base d’Hiinig
dans I’acétonitrile (figure 54).

N N
3 3
/N /N
N N
OH OH
27-35, DIPEA, CH,CN,
* NH ta, 24h N N
I > I o
F CH, ) F CH, %
méthode O //S\N/ R,
o
RZ
F F
4 36-44
Figure 54 : Syntheses des produits finaux 36-44
Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 3.
O
] SRy
Produits ;—ﬁ— N Rendements
o R
36 ——NH, 82%
! / \
37 N o) 85%
__/
38 NN N 61%

39 "‘H{ 80%
40 ! _)\ 81%
1 TH@ 82%
42 T‘H‘Q—/\ 2%

65



Partie A

43 7—u~©—< 75%
44 -;—H~<3—No2 33% (2 étapes)

Tableau 3 : Benzenesulfonamides synthétisées

Cette voie de synthese nous a donc permis de synthétiser 9 molécules originales
présentant le motif -SO,-N-.

2 — Synthese en série N-[4-({[2-(2,4-difluorophényl)-2-
hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propylJméthylamino}méthyl)
phényl]alkyl (ou aryl)sulfonamide

2.1- Approche rétrosynthétique

Les composés rétrosulfonamides constitués d’un motif —NH-SO,- peuvent étre
obtenus d’apres le schéma rétrosynthétique suivant (figure 55) :

N N
/N N\
N N
7 7
N N
OH OH
> N > N ch ,°
| _ | + 5L
F CH, H o F CH, o’ R
NS Z NH,
¥ SR,
F F
N
/\ I\
N N
Ve Ve
N N
NH N
S — (LT
3 3 N02
NO,
F F

Figure 55 : Schéma rétrosynthétique menant aux rétrosulfonamides

L’accés aux molécules rétrosulfonamides repose sur la condensation de différents
chlorures de sulfonyle avec le dérivé 1-[(4-aminobenzyl)méthylamino]-2-(2,4-
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difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol. Ce dernier est obtenu aprés reduction
de I’analogue nitré. Enfin le produit nitré est préparé par substitution nucléophile entre
I’amino alcool 4 et le bromure de 4-nitrobenzyle.

2.2- Synthese du 1-[(4-aminobenzyl)méthylamino]-2-(2,4-
difluorophényl)- 3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol

Ce compose est synthétisé en deux étapes (figure 56). Tout d’abord une substitution
nucléophile entre I’amino alcool 4 et le bromure de 4-nitrobenzyle selon la méthode O
permet la formation du dérivé 45 avec un rendement de 77%. La fonction nitro est alors
réduite par hydrogénation catalytique en présense de palladium sur charbon dans 1’éthanol
pour conduire au produit désiré 46 avec un rendement de 72%.

N N N
4 \\
N/N
BrCH PhNO
OH
DIPEA CH CN H, (5 bars), Pd/C,
3 TH ta, 24h EtOH ta, 2h ll\l
F CH,  77% B CH,
NH
méthode O méthode P 2
F
4 45 46

Figure 56 : Synthese du composé 46

2.3- Synthese des N-[4-({[2-(2,4-difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-
triazol-1-yl)propyllméthylamino}méthyl)phényl]alkyl (ou aryl)sulfonamides

A partir du composé 46, la condensation de différents chlorures de sulfonyle est
réalisée. Nous avons sélectionner ceux permettant de synthétiser les analogues des composés
sulfonamides vus précédemment.

Dans un premier temps le chlorure d’isopropyle sulfonyle est mis en réaction avec
I’amine 46 dans la pyridine selon les conditions décrites par Yang et al.**®® (figure 57).

30 yang S.-M. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2008, 18 (3), 1135-1139.
67



Partie A

! L
" on " on

(CH,),CHSO,CI, pyridine,

S '|\l/\©\ ta, 2h N ITI
F CH 47% - F CH H
3 NH ’ 0 3 N\ (@]
méthode Q1 //SY
(0]

Figure 57 : Synthése du composé 47

Le composé 47 est isolé avec un rendement moyen de 47%. Pour les chlorures de
benzénesulfonyle la catalyse & 1’indium est utilisée.®® Ainsi le produit 46 est mis en réaction
dans I’acétonitrile avec une quantité catalytique d’indium en poudre et différents chlorures de
benzenesulfonyle (figure 58).

N— N—
4 \N 4 \N
N/ N/
OH RPhSO,CI, In, OH
N N CH,CN, ta, 15h * ,|\|/\©\
—_—
F CH F CH H
: NH, méthode Q2 : N o

7,
//S\©\
O
F 46 F 48-50 R

Figure 58 : Synthese des composés 48-50

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau 4.

Produits R Rendements
48 H 68%
49 CH(CHj3): 67%
50 NO, 29%

Tableau 4 : Rétrosulfonamides synthétisées par catalyse a I’indium

Les composeés 48 et 49 sont isolés avec de bons rendements. Le faible rendement
obtenu pour le dérivé nitré 50 est lié a un probleme de solubilité et a une purification difficile.

Cette technique s’avére donc efficace pour la formation de sulfonamides a partir
d’anilines et de chlorures de benzénesulfonyle. Le mécanisme décrit par les auteurs est
présenté sur la figure 59.
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n=0

. R'NH, I
InCl- ——— = » R—ﬁ—H—R' + In + HC

—Cl ——> R—

O (@)

Figure 59 : Mécanisme de formation du sulfonamide

L’indium réagit avec le chlorure de sulfonyle pour former I’intermédiaire électrophile
RSO," InCI". Ce dernier subit ensuite I’attaque de I’amine pour former le sulfonamide. Il y
alors régénération du métal et libération d’acide chlorhydrique.

3 — Evaluation pharmacologique et discussion

3.1- Résultats pharmacologiques

Neuf molécules ont été préparées dans la série 4-({[2-(2,4-difluorophényl)-2-hydroxy-
3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propylJméthylamino}méthyl)benzénesulfonamide et quatre autres
dans la série rétrosulfonamide. Ces composés ont été évalués sur des souches de Candida
albicans CA98001 (sensible au fluconazole) et d’Aspergillus fumigatus AF98003.

Le tableau 5 présente les résultats obtenus.

Sur la souche de Candida albicans, ces composés possedent globalement des activités
antifongiques cing a vingt fois supérieures a celle obtenue pour le fluconazole et comparables
au voriconazole. La valeur exacte du composé 42 (CMI = 0,167 pug / mL), de ’ordre du
fluconazole, étant a prendre avec précaution du fait d’un écart type important.

Sur la souche d’Aspergillus fumigatus, les résultats sont prometteurs avec des CMIs
comprises majoritairement entre 0,767 et 3,570 ug / mL, soient seulement 2 a 8 fois moins
actives que I’itraconazole (CMI = 0,420 pg / mL).

Comparée a la série indol-5-yle précédente, méme si la différence d’activité sur la
souche de Candida albicans n’est pas aussi flagrante qu’espérée, la combinaison des éléments
fondamentaux (un sulfonamide, accepteur de liaisons-H, en position para d’un noyau
aromatique de type benzylamine) semble bénéfique surtout pour une activité antifongique sur
Aspergillus fumigatus.

Lorsque I’on compare les analogues stricts des deux séries (39/47, 41/48, 43/49 et
44/50), I’inversion de la position du sulfonamide n’engendre pas de différence d’activité
significative sur les deux souches, excepté le résultat obtenu pour le composé 47 sur
Aspergillus fumigatus (CMI = 29 pg / mL). Cette molécule étant la seule représentante
évaluée en série alkylsulfonamide, des évaluations complémentaires sont nécessaires pour
prendre correctement en compte ce résultat.

Enfin, 'un des buts recherchés dans I’introduction d’un sulfonamide était la possibilité
d’apporter de la diversité moléculaire de facon a allonger la taille de nos molécules. Il est
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donc intéressant de constater que les composés les plus extrémes d’un point de vu stérique (36
par rapport a 43 ou 44) gardent le méme ordre d’activité sur les deux souches.
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|
CH, v

36-44, 47-50

Tableau 5 : Evaluation en série 4-({[2-(2,4-difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propylJméthylamino}méthyl)benzénesulfonamide (36-44) et
en série N-[4-({[2-(2,4-difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propylJméthylamino}méthyl)phényl]alkyl (ou aryl)sulfonamide (47-50)

CMI ou Clgg
N° Y Candida albicans (CA98001) Aspergillus fumigatus (AF98003)
UM Mg / mL uM Mg / mL
36 -SO,NH, 0,076 £ 0,003 0,033 £ 0,001 56+0,1 2,45+0,04
37 -SO,-morpholine 0,063 + 0,006 0,032 + 0,003 6,4+0,2 3,25+0,10
38 -SO,-NH-Pr 0,027 £+ 0,003 0,013 £ 0,001 16+£05 0,767 £ 0,240
39 -SO,-NH-iPr 0,019 + 0,007 0,009 + 0,003 49+0,1 2,35+ 0,05
40 -SO,-NH-iBu 0,038 £ 0,005 0,019 + 0,002 38%04 1,88 0,20
41 -SO,-NH-Ph 0,016 £ 0,003 0,008 + 0,001 6,0+0,2 3,08 +0,10
42 -SO,-NH-Ph-(p)Pr 0,3+0,2 0,167 £ 0,111 28+0,8 1,56 £ 0,44
43 -SO,-NH-Ph-(p)iPr 0,064 £ 0,002 0,036 + 0,001 6,0+0,1 3,33+0,06
44 -SO,-NH-Ph-(p)NO, 0,060 + 0,001 0,034 + 0,001 4,6+0,2 2,57+0,11
47 -NH-SO,-iPr 0,07 £ 0,01 0,034 + 0,005 61+1 29+0,5
48 -NH-SO,-Ph 0,04 + 0,01 0,021 + 0,005 6,4+0,1 3,29+ 0,05
49 -NH-SO,-Ph-(p)iPr 0,08 £ 0,01 0,044 + 0,006 52+0,1 2,89+ 0,06
50 -NH-S0O,-Ph-(p)NO, 0,064 + 0,001 0,036 + 0,001 6,4+0,1 3,57 £ 0,06
Fluconazole 0,63 +0,02 0,19 £ 0,006 - -
Itraconazole - - 0,6 £ 0,06 0,42 +0,04
Voriconazole 0,043 0,015 0,45+0,05 0,15+£0,01
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3.2- Analyse des stérols sur la souche Candida albicans CA98001

Dans le but de confirmer le mécanisme d’action de ces composés, nous avons
investigué ’inhibition de la biosynthése de I’ergostérol aprés traitement par la molécule la
plus active 41, selon le protocole général décrit page 195 (tableau 6).

. A 41 (ng / mL)
Stérols Controle
5,13 25,67
lanostérol 6,0* 13,8 40,9
éburicol 3.4 10,6
zymostérol 2,0
fécosteérol
14-méthylfécostérol 0,3
épistérol 3,7 1,9
14-méthylépistérol 0,5 2,0
14-méthyl-3,6-diol 0,3 2,4
ergostérol 84,7 72,5 54,7

* ratio : aire sous courbe (ASC) sterol / somme des ASC stérols

Tableau 6 ; Effets du composé 41 sur la composition en stérols de Candida albicans CA98001

A la concentration de 5,13 ng / mL proche de la CMI du composé (8 ng / mL), de
faibles accumulations de lanostérol et d’éburicol sont observées et la biosynthése de
I’ergostérol semble se poursuivre majoritairement, ce qui nous laisse penser & une absence
d’inhibition de la 1l4o-déméthylase. A des concentrations plus importantes, seule une
inhibition partielle semble se produire.

Un tel résultat signifierait que ce composé¢ agirait par un tout autre mécanisme d’action
mais des tests complémentaires sont nécessaires pour confirmer ou infirmer cette hypothese.

3.3- Evaluation complémentaire sur différentes espéces de Candida

L’activité satisfaisante de nos composés sur les deux souches de Candida albicans et
d’Aspergillus fumigatus nous a incités a étendre les évaluations a d’autres espéces majeures
du genre Candida, sensibles au fluconazole (Candida albicans: CA100), de sensibilité
réduite (Candida krusei : CK8 et Candida glabrata : CG468) ou résistantes au fluconazole
(Candida parapsilosis : CP-Houdeau, CP-Rolland et Candida krusei : CK506).

Le tableau 7 présente les résultats obtenus.

Sur la souche de Candida albicans (CA100), ces molécules possédent une activité
antifongique globalement 3 a 6 fois plus importante que celle obtenue pour le fluconazole
(CMI = 120 ng / mL), ce qui confirme leur intérét vis-a-vis de souches Candida albicans
sensibles au fluconazole.

L’¢largissement significatif du spectre d’activité pour certaines molécules (40, 41, 42,
43 et 49) aux espéces Candida parapsilosis (CP-Rolland, CP-Houdeau), Candida glabrata
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(CG468) et Candida krusei (CK506 et CK8) confirment également leur intérét vis-a-vis de
souches Candida non albicans, de sensibilit¢ réduite ou résistantes au fluconazole.
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Tableau 7 : Evaluation complémentaire sur différentes espéces de Candida

'l\l/\©\
F CH
¢ Y

F 36-44,47-50

v CMIl ou Clgy (ng / mL)
CA100 CK506 CK8 CG468 CP-Houdeau CP-Rolland
36 -SO,NH, 0,20 > 43 > 43 > 43 19,2 24,9
37 -SO,-morpholine 0,06 23,8 11,6 59 2,7 2,9
38 -SO,-NH-Pr 0,025 26,4 3,1 3,2 2,3 2,7
39 -SO,-NH-iPr 0,029 20,1 34 2,9 1,1 1.43
40 -SO,-NH-iBu 0,030 54 2,1 15 0,23 1,9
41 -SO,-NH-Ph 0,023 3,2 35 18,5 0,23 0,27
42 -SO,-NH-Ph-(p)Pr 0,02 2,9 3,2 3,2 0,30 0,43
43 -SO,-NH-Ph-(p)iPr 0,03 2,7 2,0 0,34 1,7 1,7
44 -S0O,-NH-Ph-(p)NO, 0,037 17,3 6,2 31 0.12 1,9
47 -NH-SO,-iPr 0,15 39,3 30,2 29,7 16,0 15,9
48 -NH-S0,-Ph 0,028 26,2 3,6 31 2,5 34
49 -NH-SO,-Ph-(p)iPr 0,028 4,0 3,3 31,7 0,32 0,34
50 -NH-S0O,-Ph-(p)NO, 0,042 40,2 32,4 35,7 3,3 3,5
Fluconazole 0,12 >30 >30 18,1 >30 >30
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3.4- Evaluation complémentaire sur des souches Candida albicans
resistantes ou de sensibilité réduite au fluconazole

Afin de connaitre plus précisément 1’activit¢ de nos molécules sur des souches de
Candida albicans résistantes ou de sensibilité réduite au fluconazole, nous avons entrepris des
tests complémentaires sur trois souches présentant des mécanismes identifiés :

- La souche DSY735 (souche Sanglard), de sensibilité réduite au fluconazole, qui
comporte les mutations D116E / K398N non impliquées dans la résistance aux azolés>* mais
surtout de I’efflux de type CDR1 / CDR2.

- La souche CAALG1, résistante au fluconazole, qui comporte les mutations G307S /
Y447H impliquées dans la résistance aux azolés® et de I’efflux de type CDR1/ CDR2.

- La souche CAAL74, résistante au fluconazole, qui comporte les mutations Y132F /
G448V impliguées dans la résistance aux azolés et E266D / V4881 non impliquées dans la

résistance aux azolés.*

La sélection des molécules (41, 42, 43 et 49) s’est faite selon des criteres basés sur un
large spectre d’activité et une taille relativement importante des composés.

Le tableau 8 présente les résultats obtenus.

3!
\ OH
N
DA
Y
S 41-43, 49
v Clso (Mg / mL)
DSY735 CAALS61 CAALT74
41 -SO,-NH-Ph 1,03 0,10 0,06
42 -SO,-NH-Ph-(p)Pr 0,29 0,016 0,011
43 -SO,-NH-Ph-(p)iPr 1,05 0,044 0,17
49 -NH-SO,-Ph-(p)iPr 0,24 0,05 0,12
Fluconazole 12,55 >30 >30

Tableau 8 : Evaluation complémentaire sur des souches Candida albicans résistantes ou de sensibilité
réduite au fluconazole.
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Sur les trois souches, toutes ces molécules possedent une forte activité antifongique. A
des niveaux plus ou moins importants, elles s’affranchiraient donc des phénomeénes de
mutations et ne seraient pas substrats des pompes a efflux.

Pour comprendre I’implication des mutations dans les phénomeénes de résistance et le
fait que certaines molécules puissent les contourner, nous avons localisé leurs positions sur le
modele CYP51-Candida albicans et effectué une étude de docking avec le fluconazole
(magenta) et le compose 41 (orange) (figure 60).

Nous pouvons noter que malgré un mécanisme d’action incertain, le composé 41 est
en adéquation avec le modéle pharmacophorique préalablement établi par Sheng page 43 et
impliquant les résidus clés Tyr118 et Ser378.% L’ajout du groupement sulfonyle permettrait
en outre un meilleur ancrage de la molécule a I'intérieur du site actif par des liaisons-H
supplémentaires impliquant 1’His377.

Ser378

Hip377 C'

Phe380

Phel26

Leul2l
Phe228

Figure 60 : Docking du composé 41 (isomere S) et du fluconazole dans le site actif de CYP51-CA

Pour ce qui est de la souche de Candida albicans CAAL74 uniquement sujette a des
mutations, il est aisé de comprendre que les substitutions E266D / V488, respectivement sur
les hélices oG et al, ne soient pas impliquées dans les phénomenes de résistance au
fluconazole car éloignées du site actif. En revanche, la substitution Y132F seule est connue
pour étre associée a de la résistance au fluconazole.**3%1%% A premiére vue, cet acide aminé

B Chau A.S. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2004, 48 (6), 2124-2131.
132 Goldman G.H. et al., Diagn. Microbiol. Infect. Dis., 2004, 50 (1), 25-32.
133 perea S. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2001, 45 (10), 2676-2684.
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semble également éloigne du site actif mais il est positionné entre les hélices aB’ et aC. Sur la
structure cristalline de CYP51-mycobacterium tuberculosis (CYP51-MYCTU), qui sert de
référence aux différents modeles CYP51s fongiques depuis 2001, cette zone est soumise a de
nombreux mouvements thermiques pouvant conduire a des changements conformationnels
importants.** C’est donc une région délicate dont le comportement vis-a-vis d*un inhibiteur
n’est pas évident a définir, et qui peut soit interférer avec 1’entrée de I’inhibiteur, soit avec sa
fixation dans le site actif si la boucle B’C adopte une conformation repli¢e,’* comme celle
rencontrée sur le cytochrome bactérien CYP102 (figure 61). Dans le cas d’un rapprochement
de cet acide aminé vers le site actif, 1’activité de nos molécules sur cette souche pourrait alors
s’expliquer par une affinité renforcée et / ou des ajustements compensatoires dans le site actif,
en comparaison avec le fluconazole de plus petite taille, sensible aux mutations et a la perte de
sa coordination avec I’héme.

'22\5(2?3423) . Boucle B'C CYP51-MYCTU

Figure 61 : Comparaison des structures cristallographiques

Sur la souche CAALG61 également sujette a des mutations et résistante au fluconazole,
I’implication de la substitution G307S a également était démontrée.*"**>13 | ocalisé sur
I’hélice al, cet acide aminé est en contact avec les cycles triazole et difluorophényle des
azolés (figure 61). Sa substitution est supposée avoir un effet négatif, au travers de conflits
stériques, particulierement sur les molécules de petites tailles qui sont plus sensibles a la perte
de coordination avec I’héme (voriconazole, fluconazole).®® Ainsi, pour les mémes raisons que
précédemment, nos molécules compenseraient cette gene stérique par un meilleur ancrage
dans le site actif.

Cependant, la combinaison G307S / Y447H découverte récemment par notre
laboratoire de parasitologie et mycologie médicale sur un isolat clinique résistant au
fluconazole et a I’itraconazole, mais sensible au voriconazole, est plus difficile a démontrer.*
En effet, la Tyrd47 est située trop loin du site actif pour interférer directement avec le site de
liaison aux azolés mais dans une zone qui n’a pas de correspondance en acides aminés chez
CYP51-Mycobacterium tuberculosis (figure 60). Lors de 1’élaboration des différents modeles
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CYP51-Candida albicans, cette large insertion de plusieurs acides aminés (Ser436-Pro459)
est donc modélisée comme une boucle dont le repliement 3D est en définitive inconnu (figure
62). L’implication de cette zone dans les mécanismes de résistance est indéniable puisque
d’autres substitutions telles que G448E ou G448R ont également été décrites chez des isolats
cliniques résistants au fluconazole et a Iitraconazole,**** ce qui démontre la perfectibilité
des modeles CYP51s fongiques ou leurs certaines limites actuelles dans ’interprétation des
données.

Serd436-Prod59

Modele CYP51-Candida albicans

Figure 62 : Modele CYP51-Candida albicans

134 |_offler J. et al., FEMS Microbiol. Lett., 1997, 151 (2), 263-268.
135 White T.C. et al., Antimicrob. Agents Chemother., 2002, 46 (6), 1704-1713.
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11 — Synthese en série biaryle

1 — Approche retrosynthétique

Ces composés peuvent étre obtenus facilement en deux étapes. Le schéma
rétrosynthétique mis en place pour accéder a ces molécules est décrit sur la figure 63.

L’¢étape clé de cette synthése est un couplage de Suzuki entre différents acides ou
esters boroniques et un dérive iodé. Ce dernier est préparé aisément a partir du bromure de 4-
iodobenzyle ou du bromure de 3-iodobenzyle par réaction avec 1’amino alcool difluoré 4
suivant les conditions vu précédemment.

. L)
|
p— . CH,
[
F
Y = cycle (hétéro)aromatique \U
N
4_\\
_N
N Br
OH
N NH
|+
F CH,

Figure 63 : Schéma rétrosynthétique menant aux biaryles

2 — Synthése des 2-(2,4-difluorophényl)-1-[(4-iodobenzyl) et
(3-iodobenzyl)methylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ols

Les dérivés iodés sont synthétisés par substitution nucléophile selon la méthode O
(figure 64).
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N N
4_\\ 4_\\
/N /N
N N
OH OH
Br
> NH DIPEA, CH,CN, > N
| ta, 24h |
F CH, + > F CH,
méthode O |
|
F F
4 51 4-1:92%

52 3-1:54%

Figure 64 : Synthese des intermédiaires iodés 51 et 52

Les composeés 51 et 52 sont isolés avec des rendements respectifs de 92 et 54%. lls
constituent des précurseurs idéals pour des réactions de couplage organo-palladié.

3 — Introduction des cycles (hétéro)aromatiques par couplage
de Suzuki

3.1- Le couplage de Suzuki
Le couplage de Suzuki*®
de cette réaction réside dans 1’utilisation d’esters ou d’acides boroniques, composés stables et
peu toxiques. De plus, un grand nombre de ces produits sont disponibles commercialement.
Cette réaction tolere aussi la présence d’une large variété de groupes fonctionnels et conduit
généralement a de bons rendements avec une bonne sélectivité. Les autres avantages de ce
couplage sont la faible quantité de catalyseur requise, 1’utilisation possible de nombreux
solvants & différentes températures.**’

permet la formation d’une liaison carbone-carbone. L’intérét

Le cycle catalytique proposé pour cette réaction de couplage catalysée par le
palladium entre un dérivé halogéné ou un triflate et un composé organométallique est décrit
sur la figure 65.31%8

138 Miyaura N. et al., Chem. Rev., 1995, 95 (7), 2457-2483.
37 Corbet J.-P. et al., Chem. Rev., 2006, 106 (7), 2651-2710.
138 Moreno-Manas M. et al., J. Org. Chem., 1996, 61 (7), 2346-2351.
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L, Pd(ly
L
Ri-R, L —Pd(0) — L R.-X
I . . . 1
Elimination réductrice | Addition oxydante
2L L 2L
L L
R,—Pd(Il) —R, R,— Pd(ll) — X
L L
Transmétallation
Na,CO,
Na,CO, + B(OH), + CO, L
R,— Pd(ll)— OCO,Na NaX
o [P e
a. - L
R;B(OH), ——= | R——B—0H
I
OCO,N4|

Figure 65 : Cycle catalytique du couplage de Suzuki

Ce couplage implique des catalyseurs au palladium (0) (par exemple Pd(PPhs),)
commerciaux ou alors générés in situ a partir d’un sel de palladium (I1) (par exemple PdCl,
ou Pd(OAc),) facilement réduit en complexe Pd (0) actif.

Le cycle est initié par I’addition oxydante du dérivé halogéné (ou de son analogue) sur
le métal pour former un complexe de palladium (II). Cette étape s’effectue concomitamment
avec un échange de deux ligands autour de la sphére de coordination du complexe de
palladium. La vitesse de 1’addition oxydante va dépendre de la nature du groupement partant
sur I’aromatique : I > OTf> Br >> Cl. L’encombrement stérique de I’halogénure d’aryle n’est
pas un facteur déterminant. Par contre, les aryles substitués par un groupement
éléctroattracteur seront plus réactifs que ceux possédant un groupement électrodonneur. De
plus, I’addition oxydante est également influencée par la nature des phosphines entourant le
complexe de palladium.

La base joue ensuite un réle important : elle active le complexe palladié en formant,
par substitution de I’halogénure, un complexe R;-Pd(I1)-OH qui facilite la réaction de
transmétallation.

La base permet aussi la formation d’un « ate » complexe par association avec 1’acide
boronique. La nucléophilie du groupe porté par le bore est ainsi augmentée.
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Lors de I’étape de transmétallation, 1’atome d’halogéne est remplacé par un résidu
organique au sein du complexe trans RiPd(II)X. Elle s’accompagne d’une libération d’acide
borique et de base.

Enfin, le cycle catalytique se termine par une double élimination réductrice. Cette
étape permet la formation de la liaison R3-R; et la régénére le catalyseur palladié.
L’élimination ne peut s’opérer que si les résidus R; et R, sont en position cis dans le
complexe plan carré. Cette isomérisation s’effectue juste avant la formation de la liaison
carbone-carbone.

Depuis la publication des travaux de Suzuki et Miyaura en 1981, de nombreuses
applications et variantes de cette réaction ont été développées pour conduire a différents
produits de couplage. Ainsi différents systemes de catalyseurs ont été développés. Nous
citerons par exemple (PPhs),PdCl, ou (CHsCN),PdCl,,** (dppf)PdCl,,**° Pd(dba),,'*
Pd(OAC),,**? Pd(OAC)./(0-tol)sP ou Pd(OAC),/dppf,*** Pd/C,*** le palladium supporté,**® ou
encore des catalyseurs au nickel comme (PPh3),NiCl**® ou NiCl,.sH,0.*" Les trialkyles
phosphines moins onéreuses sont aussi utilisées lors de certains couplages.**® Une autre
alternative aux ligands phosphines (sensibles a 1’air) est I’emploi de 1,4-
diazabicyclo[2.2.2]octane (Dabco), une amine tertiaire stable et peu chére.'*

De méme, lors de ce couplage plusieurs bases peuvent étre employées suivant les
conditions opératoires mises en place (Na,CO3z;, K,CO3;, NaOH, t-BuOK, K3PO,, Cs,COs,
CsF...).

Ce couplage peut aussi se réaliser a partir de sels de bore. Ainsi, Darses et Genét ont
décrit le couplage d’acides arylboroniques avec des sels de diazonium tétrafluoroborates
aromatiques.*® De méme, par la suite le couplage de sels de potassium trifluoroborates
d’aryles ou d’hétéroaryles avec des halogénures d’aryles ou d’hétéroaryles est rapporté par
Molander.™! En général, les sels de trifluoroborates sont plus nucléophiles que les analogues
acides boroniques, et plus stables lors de long stockage.

139 |shiyama T. et al., J.Org. Chem., 1998, 63 (14), 4726-4731.

140 Jiang N. et al., Tetrahedron Lett., 2006, 47 (2), 197-200.

141 Bej X. et al., J. Org. Chem., 1999, 64 (18), 6797-6803.

2 Wallow T.1. et al., J. Org. Chem., 1994, 59 (17), 5034-5037.
3 Thompson W.J. et al., J. Org. Chem., 1988, 53 (9), 2052-2055.
14 Tagata T. et al., J. Org. Chem., 2003, 68 (24), 9412-9415.

% Inada K. et al., Tetrahedron, 2000, 56 (44), 8661-8664.

148 Inada K. et al., Tetrahedron, 2000, 56 (44), 8657-8660.

147 7im D. et al., Tetrahedron Lett., 2002, 43 (22), 4009-4011.

18 Griffiths C. et al., Tetrahedron Lett., 2000, 41 (14), 2487-2490.
Y9 LiJ.-H. etal., Org. Lett., 2004, 6 (16), 2809-2811.

%0 Darses S. et al., Tetrahedron Lett., 1996, 37 (22), 3857-3860.
51 Molander G.A. et al., Org. Lett., 2002, 4 (11), 1867-1870.
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3.2- Arylation des composeés iodés 51 et 52

Dans notre cas, les composés 51 et 52 sont dans un premier temps arylés en utilisant
I’acide phénylboronique, avec une catalyse au tétrakis(triphénylphosphine)palladium en
présence de carbonate de sodium comme base, en milieu hydroéthanolique / toluene. Les
produits de couplage 53 et 54 sont isolés avec des rendements de 67 et 56%. Selon la méme
méthode, le dérivé 51 est couplé avec 1’acide 4-méthoxyphénylboronique et le produit 55 est
isolé avec un rendement de 75% (figure 66).

N N
. £
N N
V2 Ve
N N
OH R(BOH),, Pd(PPh,),, OH
Na,COjaq, toluene, N
h 'l\‘ EtOH, reflux, 3h * |
F CH, ] - F CH,
méthode R1 O
|
F F R
51 4-I 53 4:R=H 67%
52 3-I 54 3:R=H 56%
55 4: R=0Me 75%

Figure 66 : Couplage de Suzuki menant aux composés 53, 54 et 55

La méthode R1 mise en place pour obtenir les composés 53, 54 et 55 ne s’est pas
avéree efficace avec des acides phénylboroniques substitués en para par des groupements
électroattracteurs (CN, NO,, CF3). En effet, des problemes de conversion totale du dérivé iodé
ainsi que des problémes de solubilité de certains acides boroniques n’ont pas permis d’isoler
les produits de couplage de manicre satisfaisante. Le changement de solvant et I’utilisation de
DMF n’améliore pas les résultats.

Afin de contourner ces problemes, des essais sous irradiation micro-ondes ont été

réalisés, conduisant & de meilleurs résultats (figure 67).1%
N
0 3
N/N N/

N
OH R(BOH),, Pd(PPhy),, OH
Na,COzaq, CH,CN, N
* I MO, 100W, 120°C, 10’ * |
F CH, ] . F CH,
méthode R2 O
[

F F R

56 4:R=CN 65%
51 4l 57 3:R=CN  70%
52 3| 58 4:R=NO, 62%
59 4:R=CF, 65%

Figure 67 : Couplage de Suzuki menant aux composes 56-59

52 Gong Y. et al., Org. Lett., 2002, 4 (22), 3803-3805.
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La réaction s’effectue dans un milieu acétonitrile / eau avec le méme catalyseur et la
méme base, au micro-ondes a 120°C sous 100W. Apres un faible temps de reaction de 10
minutes les composés 56-59 sont isolés avec des rendements de I’ordre de 65%.

Pour I’introduction de divers hétérocycles, la méthode R2 ayant donné satisfaction,
les mémes conditions opératoires ont été utilisées (figure 68).

N

Q_\\
/N
N
OH
T 0
F CH,
Y
F

60-63

N

{

N/N
OH RBOR,R,, Pd(PPh,),,
Na,CO,aq, CH,CN,
A 'l\‘/\Q MO, 100W, 120°C, 10'
F CH B
8 méthode R2
|
F 51 41
52 3

Figure 68 : Couplage de Suzuki menant aux composés 60-63

Le couplage de I’acide pyridin-3-ylboronique, de I’ester de pinacol de I’acide pyridin-
4-ylboronique et de I’ester de pinacol de 1’acide 1-méthylpyrazol-3-ylboronique avec les
dérivés 51 ou 52 conduit a la formation de quatre nouveaux produits originaux. Les résultats
obtenus sont rassemblés dans le tableau 9. Les molécules 60-63 sont isolées avec des
rendements allant de 41 a 56%.

Produits Position Y Rendements
X
60 4 | 41%
=
N
X
61 3 | 56%
~=
N
X
62 4 | 53%
~N
mn
63 4 N<\ 53%
\
CH,

Tableau 9 : Hétérocycles introduits selon la méthode R2
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4 — Synthese de dérivés 6-aminés du 2-(2,4-difluorophényl)-1-
{[4-(pyridin-3-yl)phénylméthyllméthylamino}-3-(1H-1,2,4-triazol-
1-yl)propan-2-ol 60

4.1- Principe et schéma rétrosynthétique

Afin d’allonger la taille de nos molécules et de rester linéaire a I’image des molécules
utilisées en thérapeutique (itraconazole et posaconazole), nous avons envisagé d’introduire de
nouvelles pharmacomodulations en position 6 du noyau pyridinique en serie pyridin-3-yl
(analogue 60). L’approche rétrosynthétique mise en place pour ces composés est décrite sur la
figure 69.

N N
L L
N N
OH OH
’ | : | + N
— ~
F CH, N F CH, N R R
= =
N NR,R, N Br
F F U
N
Q_\\
_N
N
OH c|>H
> N HO—B
I + N
F CH, |
| =
N Br
F 51

Figure 69 : Schéma rétrosynthétique menant aux composés 6-aminés du produit 60

Les composés présentant une fonction amine en position 6 de la pyridine peuvent étre
synthétisés a partir de I’analogue bromé qui pourra réagir avec différentes amines selon une
substitution nucléophile aromatique ou un couplage organopalladié. Le produit bromé est lui
obtenu par couplage de Suzuki entre le composeé 51 et 1’acide 2-bromopyridin-5-ylboronique.

4.2- Formation de ’acide 2-bromopyridin-5-ylboronique
Ce produit étant onéreux, il est synthétisé a partir de la 2,5-dibromopyridine. Dans un

premier temps, un échange régiosélectif halogéne-lithium est réalisé dans 1’éther a basse
température en présence de n-butyllithium. Puis, la réaction avec du triisopropyle borate
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suivie d’une hydrolyse conduit a la formation de ’acide boronique correspondant (figure
70),15%.154

OiPr
Br n-BulLi, Et,0, Li B(QOiPr),, .
iPro -
o= -78°C, 2h = -78°C, 2h B N
| — | _ iPro |
N Br N Br Li* =
N Br
méthode S
1) H,0, NaOH
' 2) HC
Ho—B AN
| =
N Br
64 57%

Figure 70 : Synthése de I’acide 2-bromopyridin-5-ylboronique 64

L’acide 2-bromopyridin-5-ylboronique 64 est isolé avec un rendement de 57%. La
lithiation de la 2,5-dibromopyridine s’effectue exclusivement en position 5 selon un procédé
thermodynamique.’ En effet I’anion formé en position 2 serait déstabilisé par répulsion avec
le doublet libre de I’atome d’azote adjacent.*®

4.3- Couplage de Suzuki

L’acide boronique 64 est ensuite engagé dans un couplage de Suzuki avec le dérivé
iodé 51. L’emploi du four & micro-ondes limitant les quantités de réactifs engagés, les
conditions de Parry et al. en chauffage classique ont été utilisées (figure 71).*** Le produit de
couplage 65 est isolé avec un rendement de 60%.

N N
I\ 7\
N N
N N/
OH 64, Pd(PPh;),, oH
Na,COzaq, DMF,
* ’l\‘ 90°C, 2h A ll\l
F CH, | 60% F CH, N
méthode R3
=
N Br
F 51 L 65

Figure 71 : Couplage de Suzuki menant au compose 65

153 Bouillon A. et al., Tetrahedron, 2002, 58 (14), 2885-2890.
%4 parry P.R. et al., J. Org. Chem., 2002, 67 (21), 7541-7543.
15 parham W.E. et al., J. Org. Chem., 1977, 42 (2), 257-260.
156 Zoltewicz J.A. et al., J. Am. Chem. Soc., 1969, 91 (20), 5501-5505.
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L’atome de brome en position 2 de la pyridine permet d’envisager 1’introduction de
différentes amines. Ces nouvelles pharmacomodulations peuvent étre mises en place par
simple substitution nucléophile aromatique ou par couplage organo-palladié.

4.4- Introduction d’amines par substitution nucléophile

Dans un premier temps, le déplacement de I’atome de brome par une amine a été
expérimenté. Ainsi la N-méthylpipérazine est mise en réaction avec le composé 65 suivant
differentes conditions (figure 72).

N-méthylpipérazine,

z_\\ CH,CI,, reflux 4_\

N
OH
N- methylplperazme N
* N |
| CH,
F CH, N DIPEA, DMF 100°C N
|
=
Z N N/ﬁ

Br

" k/
65
F N-méthylpipérazine

MO, 100W, 130°C

Figure 72 : Essais de substitution du brome par la N-méthylpipérazine

Plusieurs méthodes sont décrites dans la littérature pour des substitutions nucléophiles
en position 2 de la pyridine. Dans un premiers temps, le dérivé 65 est mis en réation avec la
N-méthylpipérazine au reflux du dichlorométhane.’ Mais ces conditions ne ménent & aucune
réaction. L’utilisation de DIPEA dans le DMF a 100°C fournit un mélange de produit de
départ et de dégradation.®® Enfin, I’essai sous irradiation micro-ondes a conduit a la
dégradation du milieu réactionnel.

Les différentes méthodes testées n’ayant pas permis d’obtenir les molécules cibles, un
couplage de type Buchwald / Hartwig a été envisage.

4.5- Introduction d’amines par couplage organopalladie

4.5.1- Le couplage de Buchwald / Hartwig

159,180 qyyr 1’amination

Depuis les premiers travaux publiés par Buchwald et Hartwig
d’halogénures d’aryles, un intérét considérable s’est développé autour de ces réactions de
couplage. Ainsi, par une combinaison appropriée de la source de palladium, du ligand, de la

base et du solvant, le couplage permet la création d’une liaison carbone-azote. Cette réaction

7 Tsou H.-R. et al., J. Med. Chem., 2008, 51 (12), 3507-3525.

%8 Tran J.A. et al., J. Med. Chem., 2007, 50 (25), 6356-6366.

9 ouie J. et al., Tetrahedron Lett., 1995, 36 (21), 3609-3612.

10 Guram A.S. et al., Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 1995, 34 (12), 1348-1350.
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présente de nombreux intéréts. En effet, elle peut s’appliquer a de nombreuses amines et a de
nombreux dérivés halogénés, avec une large flexibilité de groupes fonctionnels. De nombreux
exemples sont décrits dans la littérature avec en général de bons rendements et une bonne
sélectivité. Ce couplage peut étre réalisé dans des conditions douces. Le cycle catalytique
général de création de liaison C-N proposé comporte trois principales étapes (figure 73).*’

L,Pd(ll)
R,-H L L
| R,-N(R,)CH,R, |
L—Pd(Il)— L L—Pd(0) —L R,-X
| | Addition oxydante
L 2L L 2L
Elimination réductrice
T T L
R— Pcli(ll)— H 47— Ri— Pcli(”) —N(R,)CH,R; R,— Pd(ll) — X
L R, L L
I
Rs)\H
HN(R,)CH,R,
Base-H + MX
Base-M

Figure 73 : Cycle catalytique du couplage de Buchwald / Hartwig

Une premiere étape d’addition oxydante s’effectue par réaction du complexe de
palladium (0) avec le dérivé halogéné (ou analogue). La seconde étape consiste en la
coordination et la déprotonation de I’amine. Un intermédiaire de type amide tertiaire au
palladium est obtenu par arrachement du proton de ’amine coordinée (figure 74). Lors de
cette étape, la capacité de la base a arracher le proton est un parametre primordial.

L L
L N/ 7 L
| R,—Pd(ll) — X |

R,—Pd(Il)—X + HNR)CHR; ————— R,—Pd(Il) — N(R,)CH,R,
H /RZ
| 7N ; |
L Base ) B L
ase-H
R +

MX

Figure 74 : Coordination et déprotonation de I’amine
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La troisiéme étape est I’élimination réductrice au cours de laquelle I’amine souhaitée
est obtenue et le palladium (0) régénéré. Il est a noter qu’au cours de ce cycle catalytique une
élimination supplémentaire peut avoir lieu. Cette réaction secondaire formant une imine et un
complexe palladium-H, peut ensuite conduire a la formation d’un sous produit R1-H par f-
élimination réductrice.

L’utilisation de ligands chélatants (en général des phosphines) peut réduire fortement
I’impact de cette réaction secondaire. Les ligands riches en électrons augmentent la densité
¢lectronique autour du palladium facilitant ainsi 1’étape d’addition oxydante. Les ligands
encombrés eux, favorisent I’¢limination réductrice. Actuellement, il existe une large variété
de ligands permetant ces réactions de couplage, notamment des ligands phosphines bidentés
ou aminophosphines.*®*

4.5.2- Couplages reéalisés

Dans le cadre de nos travaux, un couplage de Buchwald / Hartwig a été mis en ceuvre
a partir du dérivé bromé 65 et de la N-méthylpipérazine. Ces deux composes sont mis en
réaction en tube scellé, a 100°C dans le toluéne en présence de tris(dibenzylidéne
acétone)dipalladium (Pd(dba)s), d’une base et d’un ligand, suivant les conditions décrites par
Buchwald et al. pour la synthése d’aminopyridines (figure 75).%2

N
N— \
( \N 4 \N
N/ N-méthylpipérazine,
OH Pd,(dba),,
base, ligand,

* tquene 100°C
F

F \

Figure 75 : Couplage de Buchwald / Hartwig menant au dérivé 66

Plusieurs conditions ont été testées avant de trouver des conditions favorables pour ce
couplage. Les différents essais sont résumés dans le tableau 10.

Essai Ligand Base Rendements
1 dppp Cs,CO3 pas de réaction
2 dppp t-BuONa traces de produit
3 (+) BINAP t-BuONa 82%

Tableau 10 : Conditions de couplage

%1 van Leeuwen P.W.N.M. et al., Chem. Rev., 2000, 100 (8), 2741-2770.
162 \Wagaw S. et al., J. Org. Chem., 1996, 61 (21), 7240-7241.
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Le premier essai de couplage utilisant le 1,3-bis(diphénylphosphino)propane (dppp)
comme ligand et le carbonate de césium comme base ne mene & aucune réaction aprés un
temps prolonge de réaction. De méme, le remplacement de la base par le tert-butanolate de
sodium ne permet d’obtenir que des traces de produit désiré (essai 2). Finalement, ’utilisation
de 2,2'-bis(diphénylphosphino)-1,1'-binaphtyle racémique ((z) BINAP) avec du t-BuONa a
100°C pendant 2 heures conduit a la formation du produit 66 avec un rendement de 82%
(méthode T).

Ces conditions opératoires ont ensuite ¢t€¢ exploitées pour introduire d’autres amines.
Dans un premier temps, la morpholine est couplée selon la méthode T pour conduire au
dérivé 67 avec un rendement de 72% (figure 76).

N
N
7\ /\
N ; AN
N Morpholine, N
OH Pd,(dba);, t-BuONa, OH
(*)BINAP, toluéne, N
x 'l\l 100°C, 2h * |
F CH, N 72% F CH, N
méthode T |
— =
N Br N

N/ﬁ
65 F 67 K/

Figure 76 : Couplage de Buchwald / Hartwig menant au dérivé 67

L’introduction d’un groupement amine a ensuite été envisagée. De nombreuses
méthodes permettant la synthese de la 2-aminopyridine a partir de la 2-bromopyridine sont
décrites dans la littérature. A titre d’exemple, nous citerons les réactions de substitution
nucléophile en présence d’amidure de sodium dans I’ammoniac,’® ou les couplages avec
’ammoniac aqueux par catalyse au cuivre.’**'®® Une autre possibilité est le couplage
organopalladié d’une amine protégée ((MesSi)NLi,**® FBoc-NH,,'®" ou encore SES-NH,'®),
suivie d’une étape de déprotection. Buchwald® et Hartwig'™ ont aussi décrit I’amination
catalytique en présence de benzophénone imine. Le produit de couplage formé peut alors étre
clivé pour permettre la formation d’une amine primaire. Cette conversion peut étre réalisée
par hydrogénation catalytique avec du Pd / C,*™ par transamination avec I’hydroxylamine'’?
ou par traitement avec de 1’acide chlorhydrique dans le TH F.17

163 Hauser C.R. et al., J. Org. Chem., 1949, 14 (2), 310-321.

164 Xia N. et al., Angew. Chem. Int. Ed., 2009, 48 (2), 337-3309.

185 Elmkaddem M. et al., Chem. Commun., 2010, 46 (6), 925-927.

166 ee S. etal., Org. Lett., 2001, 3 (17), 2729-2732.

17 Trabanco A.A. et al., J. Org. Chem., 2007, 72 (21), 8146-8148.

1% Anjanappa P. et al., Tetrahedron Lett., 2008, 49 (31), 4585-4587.
169 Wolfe J.P. et al., Tetrahedron Lett., 1997, 38 (36), 6367-6370.

0 Mann G. et al., J. Am. Chem. Soc., 1998, 120 (4), 827-828.

1 \Wessjohann L. et al., Synthesis, 1989, 05, 359-363.

172 Fasth K.-J. et al., J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 1988, 3081-3084.
13 0'Donnell M.J. et al., Tetrahedron Lett., 1978, 19 (30), 2641-2644.
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Cette synthése a été appliquée a nos composés. Ainsi le derive 65 est couplé avec la
benzophénone imine selon la méthode T. Une deuxieme étape de clivage en présence de
chlorhydrate d’hydroxylamine et d’acétate de sodium dans le méthanol libére 1’amine
primaire (figure 77).1"*

N—q
N/N benzophénone imine N/
OH Pd,(dba),, t-BuONa, OH
(1)BINAP, toluéene,
> N 100°C, 3h > \
F CH, 70% F CH
méthode T |

N\ 7

Br

N
F 65 F 68 J\

NH,OH.HCI, AcONa,

MeOH, ta, 2h
82%
méthode U
N
4 \
N
N
OH
1T 0
F CH, N
—=
N NH

F

Figure 77 : Synthése du dérivé aminé 69

Le composé 69 est synthétisé avec un rendement global de 57%. Cette méthode
s’avere donc efficace pour la formation d’amine primaire sur nos compos¢s.

4.6- Pharmacomodulation du 1-{[4-(6-aminopyridin-3-yl)phénylméthyl]
méthylamino}-2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 69

La fonction amine du composé 69 est ensuite exploitée pour introduire un nouvel
accepteur de liaison hydrogene de type sulfonamide. Ainsi, ’amine 69 est mise en réaction
avec le chlorure de méthanesulfonyle et avec le chlorure de benzénesulfonyle dans la
pyridine. Deux nouveaux dérivés sulfonamides sont ainsi synthétisés (figure 78)."°

% Lju Z. et al., Bioorg. Med. Chem., 2008, 16 (14), 6675-6681.
5 Filla S.A. et al., J. Med. Chem., 2003, 46 (14), 3060-3071.
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N
N \
I\ / \N
N Ve
s/ N
\ OH oH
RSO,CI, pyridine, > N
* 'l\‘ 55°C, 2h - ICH
F CH 3
3 X méthode Q3 =
ANH
=
N NH, N N\/S//\
L 69 F 70 R=CH, 73% &

71 R=Ph 76%
Figure 78 : Synthése des sulfonamides 70 et 71

Les produits 67 et 68 sont préparés avec des rendements respectifs de 73 et 76%.
5 — Evaluation pharmacologique et discussion

5.1- Résultats pharmacologiques

Dix-sept nouvelles molécules ont été préparées dans la série 2-(2,4-difluorophényl)-1-
[(bi-arylméthyl)méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol. Ces composés ont été
évalués sur les souches de Candida albicans CA98001 (sensible au fluconazole) et
d’Aspergillus fumigatus AF98003.

La plupart des molécules possedent des activités intéressantes sur les deux souches
(tableaux 11 et 12).

L’introduction de cycles phényles en para de la benzylamine (53, 55, 56, 58, 59) et en
lieu et place d’un accepteur de liaison-H comme mentionné dans le pharmacophore de
Sheng,*® fournit des composés possédant de fortes activités, comparables au voriconazole, sur
la souche de Candida albicans (33 > CMI > 3 ng / mL). Le composé 53 (CMI =3 ng/ mL)
dépourvu de toute autre substitution est par ailleurs aussi actif que les composés 55, 56 et 58
porteurs de substituants électrodonneurs ou électroattracteurs supplémentaires, suggérant une
influence mineure de ces derniers.

De plus, quelque soit la nature des cycles aromatiques non substitués de type phényle
(53), pyridinyle (60, 62) ou pyrazolyle (63), positionnés sur la benzylamine, les résultats sont
homogeénes sur les deux souches avec des CMIs parmi les plus basses rencontrées sur
Candida albicans (10 > CMI > 3 ng / mL). La présence d’un hétéroatome ne semble donc pas
étre 1’élément indispensable a une bonne activité biologique.

En revanche, les résultats sont plus hétérogénes en série pyridin-3-yle ou les diverses
substitutions influencent inégalement les activités antifongiques. Si la présence de
I’intermédiaire bromé (65) ou d’une morpholine (67) ne modifie pas le profil
pharmacologique général, un motif sulfonamide (70, 71) engendre surtout une perte de
I’activité sur la souche d’Aspergillus alors que la substitution par une N-méthylpipérazine (66)
a un effet négatif sur celle de Candida. La différence d’activité sur la souche de Candida
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albicans entre les composes 66 (MIC = 117 ng / mL) et 67 (MIC = 6 ng / mL) est assez
surprenante et pourrait étre imputée a des effets stérique et / ou électrostatique.

Enfin, I’introduction de cycles aryles en méta de la benzylamine (54, 57, 61) semble
étre préjudiciable sur Candida albicans mais surtout sur Aspergillus fumigatus comparée aux
dérivés para substitués (53, 56 et 60), suggérant une possible influence de la géométrie
(linéaire ou coudée) pour une activité antifongique optimale élargie aux champignons
filamenteux.
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Tableau 11 : Evaluation en série 1-[(biarylméthyl)méthylamino]-2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (53, 55-56, 58-60, 62-63, 65-67, 69-71).
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N

N

\ \
N\N\
F 53, 55-56, 58-60, 62, 65-67, 69-71 63 CH,
CMI ou Clgg
N° X Y R Candida albicans (CA98001) Aspergillus fumigatus (AF98003)
UM Mg / mL UM Mg / mL

53 C C H 0,007 £ 0,002 | 0,003 + 0,0009 6,3+0,3 2,7+0,1

55 Cc C OMe 0,009 £ 0,001 | 0,004 + 0,0005 51+0,1 2,4 £0,05

56 C C CN 0,007 £ 0,001 | 0,003 + 0,0005 6,0£0,2 28+0,1

58 Cc C NO, 0,009 £ 0,003 0,004 £ 0,001 6,6 £0,1 3,2+0,05

59 Cc C CF; 0,065 £ 0,016 0,033 £ 0,008 6,1+0,3 3,1+0,.2

60 N C H 0,011 +£0,001 | 0,005 + 0,0004 6,8+0,1 3,0+0,04

62 C N 0,019 + 0,01 0,008 £ 0,004 51+0,1 2,2+0,04

63 0,022 + 0,003 0,010 + 0,001 6,6 £0,1 2,9+0,04

65 N C Br 0,008 £ 0,001 | 0,004 + 0,0005 58+0,1 3,0+0,05

66 N C N-méthylpipérazine 0,22 £0,10 0,117 £ 0,05 6,8+0,2 36%0,1

67 N C morpholine 0,012 £ 0,001 | 0,006 + 0,0005 56+0,1 2,9+0,05

69 N C NH, 0,03+0,01 0,01 + 0,005 6,5+0,2 2,9+0,09

70 N C NH-SO,-Me 0,058 £ 0,001 | 0,031 +0,0005 56 + 2 296+1

71 N C NH-SO,-Ph 0,058 £ 0,011 0,034 £ 0,006 >100 -
Fluconazole 0,63 +0,02 0,19 + 0,006 - -
Itraconazole - - 0,6 £ 0,06 0,42 £ 0,04
Voriconazole 0,043 0,015 0,45+0,05 0,15+£0,01
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Tableau 12 : Evaluation en série 1-[(biarylméthyl)méthylamino]-2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (54, 57, 61).

CMIl ou Clgg
N° X R Candida albicans (CA98001) Aspergillus fumigatus (AF98003)
UM Mg / mL UM Mg / mL

54 C H 0,072 + 0,005 0,031 £ 0,002 57 +2 24,8+0,9

57 C CN 0,072 + 0,008 0,033 £ 0,004 44 +3 202+14

61 N H 0,54 + 0,06 0,235+ 0,03 >100 -
Fluconazole 0,63 + 0,02 0,19 + 0,006 - -
Itraconazole - - 0,6 + 0,06 0,42 £0,04
Voriconazole 0,043 0,015 0,45+ 0,05 0,15+ 0,01
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5.2- Analyse des stérols sur la souche Candida albicans CA98001

Dans le but de confirmer le mécanisme d’action de ces composés, nous avons étudié
I’inhibition de la biosynthése de 1’ergostérol apres traitement par la molécule la plus active 56,
selon le protocole général décrit page 195.

Comme le montre le tableau 13, a la concentration de 4,59 ng / mL proche de la CMI
du composé (3 ng / mL), cette molécule inhibe fortement la biosynthése de 1’ergostérol alors
que le lanostérol s’accumule. A la plus forte concentration (22,98 ng / mL), I’effet est
maximal et la production d’ergostérol quasi indétectable. Cet effet, cumulé a 1’augmentation
de stérols méthylés en position 14, est caractéristique d’une inhibition de la 14o-déméthylase.

En outre, ’accumulation significative dose-dépendante de 14-méthyl-3,6-diol et la
diminution du lanostérol a haute concentration montrerait que, contrairement aux indol-3-yles
précédents, ce composé inhiberait uniquement la 14o-déméthylase mais n’aurait aucune
action sur la A>®-désaturase codée par le géne ERG3.

Stérols Contrdle 56 (ng /mL)
4,59 22,98
lanostérol 6,0* 27,6 14,5
éburicol 34 26,8 79
zymostérol 2,0
fécostérol
14-méthylfécostérol 2,4 7,1
épistérol 3,7
14-méthylépistérol 6,7 7,2
14-méthyl-3,6-diol 8,8 62,7
ergostérol 84,7 32,7 0,7

* ratio : aire sous courbe (ASC) sterol / somme des ASC stérols

Tableau 13 : Effets du composé 56 sur la composition en stérols de Candida albicans CA98001
5.3- Etude des relations structure-activité

Le docking du composé 56 dans le site actif de notre modéle CYP51-Candida
albicans, selon le protocole général décrit page 196, montre que le noyau benzonitrile est
compacté entre les deux noyaux aromatiques de 1’His377 et de la Phe380 avec lesquels des
interactions de type m-m stacking et / ou pi-cation sont possibles (figure 79). Dans cette
conformation, le substituant cyano ne semblerait pas pouvoir effectuer de liaison-H
particuliére ce qui confirmerait alors les résultats observés. De plus, I’orientation des bi-aryles
vers I’hélice aA’ (Ala61-GIn66) pourrait limiter la taille des substituants en position para ou
les limites de la cavité induiraient alors un clash stérique dans le cas de substituants
volumineux telle que la N-méthylpipérazine (66).
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Cy=d70
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Figure 79 : Docking du composé 56 (isomeére S) dans le site actif de CYP51-CA
5.4- Evaluation complémentaire sur différentes espéces de Candida

Afin de vérifier le spectre d’activité de ces composés, nous avons étendu les
évaluations aux autres espéces majeures du genre Candida (tableaux 14 et 15).

Sur la deuxieme souche de Candida albicans sensible au fluconazole (CAZ100),
excepté la confirmation du manque d’activité du composé 66, toutes les autres molécules
conservent une haute activité antifongique.

Si globalement ces molécules présentent des activités intéressantes sur Candida
parapsilosis (CP-Rolland, CP-Houdeau) et Candida glabrata (CG468), 1’élargissement du
spectre d’activité est particulierement significatif pour les composés bi-arylés 56 et 58
porteurs de substituants électroattracteurs (cyano et nitro) ou seule une activité est retrouvée
sur la souche Candida krusei : CK5086, résistante au fluconazole.
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Tableau 14 : Evaluation complémentaire sur différentes espéces de Candida

N

{

A\
N
OH
ll\l N
|
F CH, F CH,
B B
X//Y\R N—
CH

F 53, 55-56, 58-60, 62, 65-67, 69-71 F 63 3

X v R CMl ou Clgy (Mg / mL)
CA100 CK506 CK8 CG468 CP-Houdeau CP-Rolland
53 Cc C H 0,035 >43 2,60 0,29 0,52 0,32
55 C C OMe 0,0032 > 46 2,16 0,31 0,30 0,24
56 Cc C CN 0,0027 2,66 0,33 0,27 0,23 0,28
58 C C NO, 0,0038 3,35 2,17 0,31 0,37 0,32
59 Cc C CF; 0,030 >50 2,91 3,11 2,51 2,61
60 N C H 0,008 28,3 4,18 0,25 1,96 1,31
62 C N 0,0087 28,3 2,70 0,27 0,87 1,31
63 0,020 >43 20,6 2,50 2,50 2,19
65 N C Br 0,0031 >51 2,88 0,30 0,40 0,32
66 N C N-méthylpipérazine 26,68 33,08 3,31 3,11 0,29 0,36
67 N C morpholine < 0,0005 >52 >52 27,07 0,10 0,20
69 N C NH, 0,079 35,14 3,87 1,64 1,10 1,39
70 N C NH-SO,-Me 0,026 >52 >52 29,07 3,06 4,23
71 N C NH-SO,-Ph 0,012 > 59 21,85 4,19 2,95 3,13
Fluconazole 0,12 > 30 > 30 18,1 > 30 >30
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Tableau 15 : Evaluation complémentaire sur différentes espéces de Candida

N

4N

/_)\N
OH
N
F (l:H3
=
F NN |X

54,57, 61 R

X R CMIl ou Clgy (ng / mL)
CA100 CK506 CK8 CG468 CP-Houdeau CP-Rolland
54 C H 0,017 > 43 11,73 2,02 4,56 4,47
57 C CN 0,023 > 45 0,41 2,61 2,62 3,26
61 N H 0,0034 > 43 28,30 2,80 21,51 22,64
Fluconazole 0,12 > 30 > 30 18,1 > 30 > 30
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5.5- Evaluation complémentaire sur des souches Candida albicans
resistantes ou de sensibilité réduite au fluconazole

Sur les trois souches de Candida albicans résistantes (CAAL61 et CAAL74) ou de
sensibilité réduite au fluconazole (DSY735, souche Sanglard), les molécules 56 et 58 sont
celles qui une fois encore présentent le meilleur profil pharmacologique (tableau 16).

L
N OH
N
b
AT
F 55, 56, 58, 65
X v R Clso (Mg / mL)
DSY735 CAALSG61 CAAL74
55 C C OMe 0,21 > 46 0,023
56 C C CN 0,073 0,14 0,023
58 C C NO, 0,086 0,53 0,091
65 N C Br 0,067 2,83 0,13
Fluconazole 12,55 > 30 > 30

Tableau 16 : Evaluation complémentaire sur des souches Candida albicans résistantes ou de sensibilité
réduite au fluconazole.

Il est surprenant de constater une absence d’activité de la molécule 55 sur la souche
CAALS61 qui comporte les mutations G307S / Y447H impliquées dans la résistance aux
azolés et de I’efflux de type CDR1 / CDR2. La sensibilité de cette molécule sur la souche
DSY735 prouverait qu’elle ne serait pas substrat des pompes a efflux et que le mécanisme de
résistance serait alors dii uniqguement aux mutations G307S / Y447H.

Comme nous ’avons vu précédemment page 77, si I’on peut expliquer, a partir des
modeles CYP51-Candida albicans, I’implication de la substitution G307S dans le phénomeéne
de résistance au fluconazole et le fait que des molécules de taille plus importante puissent
compenser la perte de coordination avec I’héme par des interactions supplémentaires a
I’intérieur du site actif, la combinaison G307S / Y447H est plus difficile a démontrer.

La simple substitution d’un méthoxy (55) électrodonneur par un cyano (56) ou un
nitro (58) électroattracteurs ne peut étre la seule explication a une telle différence d’activité
sur la souche CAALG61 et d’autres parametres physicochimiques pourraient également influer
les résultats.
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IV — Conclusion

En conclusion de cette premiere partie, quarante molécules finales appartenant a trois
familles chimiques différentes ont été synthétisées puis évaluées sur diverses especes de
Candida et d’Aspergillus fumigatus.

Si I’ensemble des molécules présentent de fortes activités antifongiques sur la souche
sensible de Candida albicans CA98001, a I’exception des dérivés indol-3-yles, avec des
valeurs de CMIs majoritairement comprises entre 3 et 64 ng / mL de I’ordre du voriconazole
(CMI = 15 ng / mL), seuls les composés de type benzylamine possédent a la fois les plus
fortes activités sur Candida albicans et un début d’activité intéressante sur la souche
d’Aspergillus fumigatus de 1’ordre du pg / mL.

Contrairement aux hypothéses pharmacophoriques de Sheng® et d’aprés le docking
effectué sur notre modéle CYP51-Candida albicans, la présence d’un groupement accepteur
de liaison-H directement lié en position para de la benzylamine, ne semble pas étre un
élément fondamental pour une activité optimale anti-Candida albicans. Les deux molécules
bi-aryles 56 et 58 (figure 80) possedent en effet le meilleur profil pharmacologique avec des
CMls de 3 et 4 ng / mL respectivement sur cette souche, ainsi que le plus large spectre
d’activité aussi bien sur les souches de Candida albicans de sensibilité réduite ou résistantes
au fluconazole que sur les autres espéces Candida proposées (glabrata, krusei et
parapsilosis).

N
4_\\
N
N
OH
\
F CH, I
56 R =CN R
r 58 R =NO,

Figure 80 : Structures des composés 56 et 58

La conception rationnelle de nouveaux azolés a partir de modeéles CYP51s fongiques
et ’interprétation de résultats issus de souches fongiques rendent cependant difficiles les
relations structure-activité. Seuls des résultats sur enzymes isolées pourraient confirmer nos
hypotheses. Ainsi les différences d’activités observées et notamment sur la souche
d’Aspergillus fumigatus pourraient simplement étre attribuées a un manque de perméabilité de
certains composés a l'intérieur des champignons filamenteux et non a une absence
d’inhibition au niveau du CYP51. Mais le calcul théorique du logP, un des principaux
parametres utilisés en chimie médicinale pour évaluer la perméabilité d’un principe actif,
montre cependant une hétérogénéité des valeurs a la fois pour les composés ne présentant pas
d’activité sur Aspergillus (8-11, 21-26, 70-71 et 54, 57, 61 : 2,28 < clogP < 4,37) que pour
ceux en possedant une (0,61 < clogP < 5,22) (tableaux 17-20).
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Tableaux 17 et 18 : Estimation du parameétre de lipophilie des molécules finales (logP calculé) selon deux logiciels différents (clogP et AlogPs)

N N N
<_>\N ] QE\N & QE\N
OH 3 OH Ry OH
N N
e $ LC DEASN
\R1 \R1 Y
F 8-11 F 21-26 E 36-44, 47-50
clogP AlogPs clogP AlogPs
N Re Rs Rs Re (Biolgom) (VCgIab) Y (Biolc?om) (VCCgIab)
8 H H 2,44 2,20 36 -SO,NH, 0,61 1,41
9 benzoyl H 4,13 3,30 37 -SO,-morpholine 1,59 1,15
10 Boc H 4,13 3,58 38 -SO,-NH-Pr - 1,55
11 H COCF; 2,84 3,05 39 -SO,-NH-iPr 2,06 1,48
21 Boc H H 4,13 3,57 40 -SO,-NH-iBu 2,68 1,80
22 Boc H F 4,27 3,71 41 -SO,-NH-Ph 2,88 2,83
23 Boc OCH,0 4,37 3,42 42 -SO,-NH-Ph-(p)Pr - 3,75
24 H H H 2,44 2,20 43 -SO,-NH-Ph-(p)iPr 4,31 3,77
25 H H F 2,75 2,36 44 -SO,-NH-Ph- 3,05 2,70
26 H OCH,0 2,42 1,60 47 -NH-SO,-iPr 2,09 2,27
Fluconazole -0,44 0,58 48 -NH-SO,-Ph 2,88 2,83
Voriconazole 0,52 1,65 49 -NH-SO,-Ph-(p)iPr 4,31 3,77
Itraconazole - 5,48 50 -NH-SO,-Ph- 3,27 2,67
Posaconazole - 4,71
Albaconazole 2,15 2,05
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N

F 53, 55-56, 58-60, 62, 65-67, 69-71

N

63

N

54,57, 61

Tableaux 19 et 20 : Estimation du paramétre de lipophilie des molécules finales (logP calculé) selon deux logiciels différents (clogP et AlogPs)

X R clogP AlogPs
(Bioloom) | (VCClab)

54 C H - 3,49

57 C CN - 3,20

61 N H - 2,43
Fluconazole -0,44 0,58
Voriconazole 0,52 1,65
Itraconazole - 5,48
Posaconazole - 4,71
Albaconazole 2,15 2,05

clogP AlogPs

X Y R (Bioloom) | (VCClab)
53 C C H 4,33 3,50
55 Cc Cc OMe 4,25 3,27
56 C C CN 3,77 3,21
58 Cc Cc NO, 4,08 3,72
59 C C CF; 5,22 4,10
60 N Cc H 2,84 2,46
62 C N 2,84 2,48
63 - 2,40
65 N C Br 3,78 3,45
66 N C N-méthylpipérazine 3,40 3,03
67 N Cc morpholine 2,84 3,17
69 N C NH, 2,51 2,37
70 N C NH-SO,-Me 2,28 2,36
71 N C NH-SO,-Ph 3,90 3,59
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De plus, les modéles actuels se heurtent au manque d’information précise 3D du site
actif de I’enzyme. Treés récemment, de nombreuses structures cristallines de CYP51s humain
et de Trypanosomatidae (Leishmania, T. Brucei, T. Cruzi) en complexe avec des azolés
révélent de profonds changements conformationnels aussi bien dans ’architecture du site
actif, que dans I’accés au substrat qui différe de celui observé chez CYP51-Mycobacterium
tuberculosis (figure 81).2°*" La boucle B’C adopte en effet une conformation repliée
comme celle rencontrée sur le cytochrome bactérien CYP102 (page 77), ce qui permettrait de
préciser I’influence de la substitution Y132F, associ¢e a de la résistance au fluconazole, par
un rapprochement de cet acide aminé vers le site actif et a une probable perturbation de la
coordination de cet azolé avec I’héme.

[ o)
v
- y

3LD6 IR? e

3K10

Crystal structure of sterol 14-alpha demethylase

| Crystal structure of human lanosterol 14alpha-
| demethylase (CYP51) in complex with ketoconazole

‘ (CYP51) from Trypanosoma cruzi in complex with

| i a potential antichagasic drug, posaconazole

Figure 81 : Nouvelles structures cristallographiques CYP51-Candida albicans

En revanche, le CYP51 humain présente environ 40% d’identité de s€quence primaire
en acides aminés avec les CYP51s fongiques de Candida albicans et d’Aspergillus fumigatus
et pourrait constituer une meilleure structure de référence que Mycobacterium tuberculosis (~
25% d’identité) dans 1’élaboration de modeles par homologie. Cependant, 1’alignement
multiple de ces nouvelles structures avec les CYP51s fongiques ne permet toujours pas de
connaitre précisément la conformation 3D d’une large zone d’insertion (Arg426-Val452 chez
Candida albicans) (figure 82). L’implication exacte de cette zone dans les mécanismes de
résistance (notamment la substitution Y447H chez Candida albicans) semble donc toujours
difficile & démontrer.

176 |_epesheva G.1. et al., J. Biol. Chem., 2010, 285 (3), 1773-1780.
77 Strushkevich N. et al., J. Mol. Biol., 2010, 397 (4), 1067-1078.
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humain ~ amemeeoooo- MAKKTLPAGVKS - = === == === === === = oo = PPYIFSPIPFLGHATAFGKSPIEFLENAYEKY
T.CPUZE e KTPPVYPVTVPFLGHIVQFGKNPLEFMQRCKRDL
T.Brucei = mmmmmmmmmmmmeeeeos MAKKKKKKSFNVTRPTDPPVYPVTVPILGHIIQFGKSPLGFMQECKRQL
Loinfantum e e KGKLPPVVHGTTPFVGHIIQFGKDPLGFMLKAKKKY
C.albicans 1 MAIVETVIDGINYFLSLSVTQQISILLGVPFVYNLVWQYLYSLR-KDRAPLVFYWIPWFGSAASYGQQPYEFFESCRQKY
A.fumigatus = ---------- MVPMLWLTAYMAVAVLT - -ATLLNVVYQLF FRLWNRTEPPMVFHWVPF LGSTISYGIDPYKFFFACREKY
M.tuberculosis == ---m-mmm oo MSAVALPRVSGGHDEHGHLEEFRTDPIGLMQRVRDEC
aA’ aA
humain G- PUFSFTMVGKTFTYL L GSDAAALLFNSKNEDENAEDVYSRLTTPVFGKGVAYDVPNPVFLEQKKMLKSGL NTAHFKQH
T.Cruzi KSGVFTISIGGQRVTIVGDPHEHSRFFSPRNEILSPREVYT - IMTPVFGEGVAYAAPYPRMREQLNFLAEELTIAKFQNF
T.Brucei KSGIFTINIVGKRVTIVGDPHEHSRFFLPRNEVLSPREVYS - FMVPVFGEGVAYAAPYPRMREQLNFLAE EL TIAKFQNF
L.infantum G-GIFTMNICGNRITVVGDVHQHSKFF TPRNE ILSPREVYS - FMVPVFGEGVAYAAPYPRMREQLNFLAEE L TVAKFQNF
C.albicans 80 G-DVFSFMELGKIMTVYLGPKGHEFVFNAKLSDVSAEDAYKHLTTPVFGKGVIYDCPNSRLMEQKKFAKFAL TTDSFKRY

A.fumigatus
M.tuberculosis

G-DIFTFILLGQKTTVYLGVQGNEFILNGKLKDVNAEEVYSPLTTPVFGSDVVYDCPNSKLMEQKKFIKYGLTQSALESH
G-DVGTFQLAGKQVVLLSGSHANEFFFRAGDDDLDQAKAYP-FMTPIFGEGVVFDASPERRKE - -MLHNAALRGEQMKGH

B1-1 B1-2 aB B1-5 aB’ aC
humain VSIIEKETKEYFES------- WGESGEKNVFEALSELITILTASHCLHGKEIRSQLNE-KVAQLYADLDGGFSHAAWLLPG
T.Cruzi VPAIQHEVRKFMAENWK - - - - - EDEGVINLLEDCGAMIINTACQCLFGEDLRKRLNARHFAQLLSKMESSLIPAAVFMPW
T.Brucei VPAIQHEVRKFMAANWD- - - - - KDEGEINLLEDCSTMIINTACQCLFGEDLRKRLDARRFAQLLAKMESSLIPAAVFLPI
L.infantum APSIQHEVRKFMKANWN- - - - - KDEGEINILDDCSAMIINTACQCLFGEDLRKRLDARQFAQLLAKMESCLIPAAVFLPW
C.albicans 159 VPKIREEILNYFVTDESFKLKEKTHGVANVMKTQPEITIFTASRSLFGDEMRRIFDR-SFAQLYSDLDKGFTPINFVFP-
A.fumigatus VPLIEKEVLDYLRDSPNFQ---GSSGRMDISAAMAEITIFTAARALQGQEVRSKLTA-EFADLYHDLDKGFTPINFMLP-
M.tuberculosis AATIEDQVRRMIAD------- WGEAGEIDLLDFFAELTIYTSSACLIGKKFRDQLDG-RFAKLYHELERGTDPLAYVDP-

ab B3-1 aE aF’ aF afF’’
humain --WLPLPSFRRRDRAHREIKDIFYKAIQKR-RQSQEK---IDDILQTLLDATYKDGRPLTDDEVAGMLIGLLLAGQHTSS
T.Cruzi LLRLPLPQSARCREARAE LQKILGEITIVAREKEEASKDNNTSDLLGGLLKAVYRDGTRMS LHEVCGMIVAAMFAGQHTST
T.Brucei LLKLPLPQSARCHEARTELQKILSEITIIARKAAAVNKDSSTSDLLSGLLSAVYRDGTPMSLHEVCGMIVAAMFAGQHTSS
L.infantum ILKLPLPQSYRCRDARAELQDILSEITTIAREKEEAQKDTNTSDLLAGLLGAVYRDGTRMSQHEVCGMIVAAMFAGQHTST
C.albicans 237 --NLPLPHYWRRDAAQKKISATYMKEIKSR-RERGDIDPNRDLIDSLLIHSTYKDGVKMTDQEIANLLIGILMGGQHTSA
A.fumigatus - -WAPLPHNKKRDAAHARMRSIYVDIINQR-RLDGDKDSQKSDMIWNLMNCTYKNGQQVPDKEIAHMMITLLMAGQHSSS
M.tuberculosis --YLPIESFRRRDEARNGLVALVADIMNGRIANPPTDKSDRDMLDVLIAVKAETGTPRFSADEITGMFISMMFAGHHTSS

aG aH al
humain TTSAWMGFFLA- -RDKTLQKKCYLEQKTVCG----- ENLPPLTYDQLKDLNLLDRCIKETLRLRPPIMIMMRMARTPQTV
T.Cruzi ITTSWSMLHLMHPKNKKWLDKLHKEIDEFPAQLN-------- YDNVMDEMPFAERCVRESIRRDPPLLMVMRMVKAEVKY
T.Brucei ITTTWSMLHLMHPANVKHLEALRKEIEEFPAQLN-------- YNNVMDEMPFAERCARESIRRDPPLLMEMRKVMADVKV
L.infantum ITTTWSLLHLMDPRNKRHLAKLHQEIDEFPAQLN-------- YDNVME EMPFAEQCARESIRRDPPLVMEMRKVLKPVQV
C.albicans 314 STSAWFLLHLG--EKPHLQDVIYQEVVELLKEKG--GDLNDLTYEDLQKLPSVNNTIKETLRMHMPLHSIFRKVINPLRI
A.fumigatus SISAWIMLRLA--SQPKVLEELYQEQLANLGPAGPDGSLPPLQYKDLDKLPFHQHVIRETLRIHSSIHSIMRKVKSPLPV
M.tuberculosis GTASWTLIELMR--HRDAYAAVIDELDELYGDGR------ SVSFHALRQIPQLENVLKETLRLHPPLIILEMRVAKGEFEV
al al’ akK B1-4 B2-1

humain AG--YTIPPGHQVCVSPTVNQRLKDSWVERLDFNPDR- == === -==-cmmmmmmmm YLQDNPASGEKFAYVPFGAGRHR
T.Cruzi GS - -YVVPKGDIIACSPLLSHHDEEAFPNPRLWDPER- == -===-=cmmmm e m e DEK-VDGAFIGFGAGVHK
T.Brucei GS - -YVVPKGDIIACSPLLSHHDEEAFPEPRRWDPER--=-===-=mocmmm oo mm e DEK-VEGAFIGFGAGVHK
L.infantum GK - -YVVPEGDIIACSPLLSHQDEEAFPNPREWNPER--=-==--mcocmmm e e NMKLVDGAFCGFGAGVHK
C.albicans 390 PETNYIVPKGHYVLVSPGYAHTSERYFDNPEDFDPTRWDTAAAKANSVSFNSSDEVDYGFGKVSKGVSSPYLPFGGGRHR
A.fumigatus PGTPYMIPPGRVLLEASPGVTALSDEHFPNAGCWDPHRWENQATKEQ- - - -ENDEVVDYGYGAVSKGTSSPYLPFGAGRHR
M.tuberculosis QG- -HRIHEGDLVAASPAISNRIPEDFPDPHDFVPARYE -----------=---uum- QPRQEDLLNRWTWIPFGAGRHR

B2-2 B1-3 oK’ 3(10)K’ aK?’?’
humain CIGENFAYVQIKTIWSTMLRLYEFDLIDGYF--PTVNYTTMIHTPENP-MIRYKRRSTH----
T.Cruzi CIGQKFALLQVKTILATAFREYDFQLLRD--EVPDPDYHTMVVGPTLNQCLEVKYTRKKKLPSH
T.Brucei CIGQKFGLLQVKTILATAFRSYDFQLLRD--EVPDPDYHTMVVGPTASQCRVKYIRRKAAAAH
L.infantum CIGEKFGLLQVKTVLATVLRDYDFELLG- - -PLPEPNYHTMVVGPTASQCRVKYIKKKKAAA-
C.albicans 470 CIGEQFAYVQLGTILTTFVYNLR-WTIDGYK-VPDPDYSSMVVLPTEPAEIIWEKRETCMF --
A.fumigatus CIGEKFAYVNLGVILATIVRHLRLENVDGKKGVPETDYSSLFSGPMKPSIIGWEKRSKNTSK -
M.tuberculosis CVGAAFAIMQIKAIFSVLLREYEFEMAQP -PESYRNDHSKMVVQLAQPACVRYRRRTGV - - - -

aL B3-3 Ba-1 Ba-2 B3-2
Figure 82 : Alignement multiple des séquences primaires en acides aminés de différents CYP51s
(logiciel clustalW)
Pour toutes ces raisons, nous avons appliqué la deuxiéme stratégie (page 47) qui a

consiste, en parallele, a synthétiser des analogues de 1’albaconazole en série

thiazologuinazolinone.
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V — Partie expérimentale

GENERALITES
Solvants

Les solvants anhydres sont distillés selon les procédés suivants :
- sur sodium / benzophénone pour les éthers (éther diéthylique,
tétrahydrofurane).

- sur chlorure de calcium pour les solvants chlorés (dichlorométhane, 1,2-
dichloroéthane).

Ils sont ensuite conservés sous azote.

Synthése micro-ondes

Systéme Discover™ CEM, fréquence du magnétron 2450 MHz, puissance max. 300 W.

Chromatographie
Chromatographie analytique

Les réactions sont suivies par chromatographie sur couches minces (CCM) sur des plaques
d’aluminium recouvertes de gel de silice Merck 60 Fs4 (épaisseur 0,25 mm).

La révélation est réalisée sous une lampe ultraviolet a 254 ou 365 nm.

Le réactif d’Ehrlich est une solution a 1% de p-diméthylaminobenzaldéhyde dans un mélange
d’acide chlorhydrique concentré / méthanol (1 : 1, v/ v).

Chromatographie préparative

Les purifications par chromatographies sur colonne sont effectuées en phase liquide sur
colonne ouverte. La phase stationnaire utilisée est le gel de silice Merck 60 (70-230 mesh
ASTM) (0,063-0,200 pm).

Mesures physiques

Les points de fusion (F°C) sont mesurés avec un tube capillaire sur un appareil digital IA9300
Electrothermal.

Méthodes spectrométriques
Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres de RMN du proton (*H) et du carbone (*3C) ont été réalisés sur des spectrométres
Bruker AC250 (250 MHz), Avance (400 MHz). Les valeurs des deplacements chimiques (8)
sont exprimées en parties par million (ppm) avec le tétraméthylsilane comme référence
interne. Les constantes de couplage J sont exprimées en Hertz (Hz).

La multiplicité des signaux est indiquée a 1’aide des abréviations suivantes :
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s = singulet d = doublet dd = doublet de doublet
t = triplet q = quadruplet m = multiplet
ddd = doublet de doublet de doublet tt = triplet de triplet

Spectrométrie Infrarouge (IR)

Les spectres IR ont été enregistrés au moyen de pastilles de bromure de potassium (KBr) pour
les solides et entre deux lames de chlorure de sodium (NaCl) pour les liquides, sur un
spectromeétre Paragon FTIR 1000 PC Perkin Elmer.

Les vibrations d’élongation (v) sont exprimées en cm™ et les bandes caractéristiques sont
indiquées a 1’aide des abréviations suivantes :

arom. = aromatiques

aliph. = aliphatiques

Spectrométrie de Masse (Masse)

Les spectres de masse ont été réalisés sur un spectrometre Bruker Esquire-LC lon Trap
System en polarité positive ou négative, les échantillons sont ionisés par électrospray (SM-
ESI) avec détection UV.

D’autres spectres ont été effectués sur un spectrométre WATERS ZQ 2000, simple
quadripble, couplé UPLC (Acquity UPLC WATERS) également en mode électrospray.

Les composes sont préalablement dissous dans du méthanol.
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TABLEAU DES METHODES

Type de réaction Meéthode Conditions opératoires Pages
Acylation de
Friedel-Crafts A AICl3, CICOCH,CI, CH,Cl,, reflux 110
N-alkylation du B 1H-1,2,4-triazole, CH3CN, 11
triazole MO, 50W, 85 °C
Formation de c TMSOI, NaOHag, CHCl, reflux 112
I’époxyde
Ouverture de D MeNH,, EtOH, reflux 113
I’époxyde
Echange Br/CHO E KH, t-BuLi, DMF, THF, -78°C a ta 114
Protection de F1 PhCOCI, DMAP, EtzN, CH,Cl,, ta 115
. F2 Boc,0, NaH, DMF, ta 116
I’indole
F3 Boc,O, DMAP, CH3CN, ta 129
Amination G NaBHsCN, AcOH / MeOH, ta 117
réductrice
Substitution
électrophile de H (CF3CO0),0, CICH,CHCI, ta 121
I’indole
Reéaction de Henry I CH3COONH,, CH3NO,, reflux 123
Nitration J HNO3, AcOH, ta 124
K1 Fe, EtOH, AcOH, 95°C 125
Réduction cyclisante K2 H, (5 bars), Pd / C (10%), EtOH, 125
AcOH, AcOEt, ta
. 1) POCI3;, DMF, 0°C
\/Fl?gnr:;'::'z;:fk L 2) Indole, 0°C puis 35°C 126
3) NaOHag, 100°C
Déprotection M ZnBr,, CH,ClI,, ta 135
Svnthase d N1 NH;OH, THF, ta 139
YNEnese ce N2 RiR2NH, DIPEA, THF, ta 140
sulfonamide —
N3 ArNH, pyridine, CH,Cl,, 0°C 144
Subs:ututl_on O RCH,Br, DIPEA, CH3CN, ta 148
nucléophile
Réduction d’un nitro P H, (5bars), Pd / C (10%), EtOH, ta 159
1 RSO,CI, pyridine, ta 160
Synthése de Q 20 Y
. Q2 RSO,CI, In, CH3CN, ta 162
sulfonamide —
Q3 RSO,CI, pyridine, 55°C 190
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Type de réaction Méthode Conditions opératoires Pages
RB(OH)z, Pd(PPh3)4, NaZCOgaq,
R toluéne, EtOH, reflux 168
. RBOR; R, Pd(PPh3)4, NazCO3aq,
Couplage de Suzuki R2 CH,CN, MO, 100W, 120°C 172
RB(OH)21 Pd(PPh3)4, N&zCOgaq,
R3 DMF, 90°C 182
Synthése d'aclde S RBr, n-Buli, B(OiPr)s, Et,0, -78°C 181
boronique
Couplage de - Pd,(dba)s, t-BuONa, (£)BINAP, 184
Buchwald / Hartwig toluene, 100°C
Transamination U NH,OH.HCI, AcONa, MeOH, ta 188
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MODES OPERATOIRES

2-Chloro-2’,4’-difluoroacétophénone (1)

Poudre blanche

CgHsCIF,0

Mr = 190,58

R¢ = 0,75 (dichlorométhane)
F°C = 50-51 (Litt'"® : 46-48)
Rendement = 91%

Méthode A :

Dissoudre 2,57 g (19,30 mmol, 1,1 éq) de trichlorure d’aluminium dans 40 mL de
dichlorométhane. Ajouter 2,18 g (19,30 mmol, 1,1 éq) de chlorure de chloroacétyle et agiter a
température ambiante pendant 1 heure. Ajouter alors 1,71 mL (17,50 mmol) de 1,3-
difluorobenzeéne et agiter au reflux pendant 1 heure et 30 minutes. Ajouter de I’eau au milieu
réactionnel, extraire le produit avec du dichlorométhane. Sécher la phase organique sur sulfate
de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

5,09 (s, 2H, Hc) ; 7,31 (ddd, 1H, *Jyr = 3y = 8,4 Hz, “Jyn = 2,4 Hz, H;) ; 7,51 (ddd, 1H,
S0nr =%rue =96 Hz, 0qn= 2,4 Hz, Hy) ; 8,04 (ddd, 1H, *Jyy = 8,4 Hz, 0yr =T = 6,8
HZ, Hk).

IR (KBr,cm™) :
748 (v C-Cl) ; 1097 (v C-F) ; 1425, 1512 (v C=C) ; 1620 (v C=0).

18 Upadhayaya R.S. et al., Eur. J. Med. Chem., 2004, 39 (7), 579-592.
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2-(1H-1,2,4-Triazol-1-yl)-2°,4’-difluoroacétophénone (2)

Poudre jaune

C10H7F2N30

Mr = 223,18

R¢ = 0,50 (dichlorométhane / éthanol : 10/ 1)
F°C = 98-99 (Litt"** : 104-106)

Rendement = 94%

Méthode B :

Mélanger 2 g (10,49 mmol) de 2-chloro-2’,4’-difluoroacétophénone 1, 1,45 g (20,98 mmol, 2
éq) de 1H-1,2,4-triazole et 2,90 g (20,98 mmol, 2 éq) de carbonate de potassium anhydre dans
40 mL d’acétonitrile. Agiter sous irradiation micro-ondes (50W, 85°C) pendant 50 minutes.
Filtrer le melange et rincer le précipité au dichlorométhane. Evaporer le filtrat et reprendre le
résidu avec une solution saturée de chlorure de sodium. Extraire le produit au
dichlorométhane, sécher la phase organique sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer
a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant au
dichlorométhane puis avec un melange dichlorométhane / éthanol : 10/ 1.

RMN *H (400 MHz, DMSO dg) :

5,85 (s, 2H, Hc) ; 7,35 (ddd, 1H, *Jur = ) = 8,4 Hz, 3y = 2,4 Hz, H;) ; 7,58 (ddd, 1H,
$he = Vhr = 9,2 Hz, 4= 2,4 Hz, Hy) ; 8,06 (s, 1H, Hy) ; 8,07 (ddd, 1H, *Ju = 8,4 Hz,
e ="Thr=6,8 Hz, Hy) ; 8,53 (s, 1H, Ha).

IR (KBr, cm™) :
1143 (v C-F) : 1273 (v C-N) : 1428, 1503, 1611 (v C=C et v C=N) ; 1691 (v C=0).
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2-(2,4-Difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1,2-époxypropane (3)

Huile brune

C11HoF2N30O

Mr = 237,21

R¢ = 0,40 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
Rendement = 74%

Méthode C :

Dissoudre 5,25 g (23,53 mmol) de 2-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-2’,4’-difluoroacétophénone 2
dans 190 mL de dichlorométhane. Ajouter 10,36 g (47,06 mmol, 2 éq) d’iodure de
trimethylsulfoxonium puis 9,41 g (23530 mmol, 10 éq) d’hydroxyde de sodium
préalablement dissous dans 47 mL d’eau. Agiter la suspension a reflux pendant 4 jours.
Ajouter une solution de chlorure de sodium saturée et extraire le produit au dichlorométhane.
Sécher la phase organique sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le
résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant au dichlorométhane puis
avec un meélange dichlorométhane / éthanol : 98 / 2.

RMN 'H (400 MHz, DMSO d) :

3,00 (d, 1H, 23 = 4,8 Hz, He) ; 3,13 (d, 1H, 21 = 4,8 Hz, H,) ; 4,61 (d, 1H, %) = 14,8 Hz, H,) ;
4,81 (d, 1H, 23 = 14,8 Hz, H.) ; 7,05 (ddd, 1H, *Jur = *Jun = 8,4 Hz, “0yy= 2,4 Hz, H) ; 7,24
(ddd, 1H, 3Jh = 8,4 Hz, “Upe = Thr = 6,8 Hz, Hy) ; 7,32 (ddd, 1H, *Jir = *Ihr = 9,2 Hz,
“Inn=2,4Hz, Hy) ;7,94 (s, 1H, Hp) ; 8,43 (s, 1H, Hy).

IR (NaCl, cm™) :
1140 (v C-F) ; 1275 (v C-N) ; 1380 (v C-O-C) ; 1428, 1506, 1617 (v C=C et v C=N).
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2-(2,4-Difluorophenyl)-1-méthylamino-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (4)

Huile brune

C12H14F2N4O

Mr = 268,27

R¢ = 0,10 (dichlorométhane / éthanol : 10/ 1)
Rendement = 82%

Méthode D :

Dissoudre 200 mg (0,84 mmol) de 2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1,2-
époxypropane 3 dans 0,75 mL d’éthanol. Ajouter 3,65 mL (29,51 mmol, 35 éq) de
méthylamine (33% dans 1’éthanol) et agiter au reflux pendant 2 heures. Apres retour a
température ambiante, évaporer le solvant. Reprendre a I’eau, extraire le produit avec du
dichlorométhane et sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre. Filtrer et
évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant
au dichlorométhane puis avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 90 / 10.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,26 (s, 3H, H)) ; 2,86 (d, 1H, 2 = 12,4 Hz, H.) ; 2,95 (d, 1H, %1 = 12,4 Hz, H,) ; 4,57 (s, 2H,
He) ; 5,79 (s, 1H, OH) ; 6,98 (ddd, 1H, *Jyr = %) = 8,4 Hz, “Jun = 2,4 Hz, H)) ; 7,18 (ddd,
1H, 33 = 3he = 9,2 Hz, “0in = 2,4 Hz, Hy) ; 7,41 (ddd, 1H, 3Jh = 8,4 Hz, “Jpr = *Vhe =
6,8 Hz, Hy) ; 7,77 (s, 1H, Hp) ; 8,31 (s, 1H, Hy) ; NH non visible.

IR (NaCl, cm™) :
1131 (v C-F) : 1276 (v C-N) ; 1420, 1499, 1612 (v C=C et v C=N) ; 3300 (v O-H et v N-H).
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1H-Indole-5-carbaldéhyde (5)

Poudre jaune

CoH;NO

M, = 145,16

Rf = 0,25 (dichlorométhane)
F°C = 98-99 (Litt'* : 99-101)
Rendement = 69%

Méthode E :

Dans un tricol, placer 2,33 g (20,40 mmol, 2 éq) d’hydrure de potassium (préalablement lavé
avec du tétrahydrofurane sec), dans 10 mL de tétrahydrofurane sec a — 78 °C sous argon.
Ajouter lentement 2 g de 5-bromo-1H-indole (10,20 mmol) en solution dans 10 mL de
tétrahydrofurane. Agiter pendant 50 minutes a — 78 °C. Ajouter lentement 12 mL (20,40
mmol, 2 éq) de tert-butyllithium (solution a 1,7 M dans le pentane) et agiter 2 heures a — 78
°C. Ajouter alors 1,52 mL (20,40 mmol, 2 éq) de N,N-diméthylformamide anhydre et
poursuivre I’agitation en remontant progressivement a température ambiante pendant la nuit.
Ajouter lentement de I’eau au milieu réactionnel et extraire le produit avec de 1’éther
diéthylique. Laver abondamment la phase organique avec de I’eau. Sécher la phase organique
sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par
chromatographie sur gel de silice en éluant au dichlorométhane.

RMN *H (250 MHz, DMSO dg)
6,70-6,72 (m, 1H, Hs) ; 7,55 (d, 1H, “J = 1,5 Hz, Ha) ; 7,58 (d, 1H, 3] = 8,2 Hz, H-) ; 7,67 (dd,
1H, 3= 8,2 Hz, *J = 1,5 Hz, He) ; 8,22 (5, 1H, H>) ; 10,00 (s, 1H, CHO) : 11,66 (se, 1H, NH).

IR (KBr,cm™) :
1569 (v C=C) ; 1661 (v C=0) ; 3269 (v N-H).
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1-Benzoyl-1H-indole-5-carbaldéhyde (6)

Poudre blanche

C16H11NO;

M, = 249,27

Rf = 0,60 (dichlorométhane)
F°C = 124-125

Rendement = 83%

Méthode F1:

Dissoudre sous argon 200 mg (1,38 mmol) de 1H-indole-5-carbaldéhyde 5 dans 2,5 mL de
dichlorométhane. Ajouter 34 mg (0,28 mmol, 0,2 éq) de 4-(N,N-diméthylamino)pyridine et
0,385 mL (2,76 mmol, 2 éq) de triethylamine. Ajouter alors 0,176 mL (1,52 mmol, 1,1 éq) de
chlorure de benzoyle. Agiter sous argon a température ambiante pendant 2 heures. Ajouter de
I’eau au milieu réactionnel et extraire le produit avec du dichlorométhane. Sécher la phase
organique sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu
d’évaporation par chromatographie sur colonne en éluant au dichlorométhane.

RMN *H (250 MHz, DMSO d) :

6,98 (d, 1H, 31 = 3,7 Hz, Hs) ; 7,60 (d, 1H, %) = 3,7 Hz, H,) ; 7,66-7,69 (m, 2H, Hy) ; 7,74-7,77
(m, 1H, Ho) ; 7,82-7,86 (m, 2H, H,) ; 7,69 (dd, 1H, %) = 8,5 Hz, “J = 1,2 Hz, He) ; 8,33 (d, 1H,
%)=1,2 Hz, H,) ; 8,46 (d, 1H, %1 = 8,5 Hz, H;) ; 10,13 (s, 1H, CHO).

IR (KBr, cm™) :
1274 (v C-N) ; 1461, 1535 (v C=C) ; 1688 (v C=0).
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1-(Tert-butoxycarbonyl)-1H-indole-5-carbaldéhyde (7)

Huile jaune

C14H1sNO3

M, = 245,28

R¢ = 0,65 (dichlorométhane)
Rendement = 98%

Méthode F2 :

Dissoudre sous argon 100 mg (0,69 mmol) de 1H-indole-5-carbaldéhyde 5 dans 2 mL de N,N-
diméthylformamide. Ajouter lentement 41 mg (1,03 mmol, 1,5 éq) d’hydrure de sodium
(dispersion a 60% dans de I’huile minérale) et agiter pendant une heure a température
ambiante. Ajouter alors 225 mg (1,03 mmol, 1,5 éq) de dicarbonate de ditertbutyle et agiter a
température ambiante pendant 1 heure. Ajouter prudemment de 1’eau et extraire le produit
avec de I’éther diéthylique. Laver abondamment la phase organique avec de I’eau. Sécher la
phase organique sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu
d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant au dichlorométhane.

RMN *H (250 MHz, DMSO d) :
1,68 (s, 9H, CHs) ; 6,94 (d, 1H, % = 3,6 Hz, H3) ; 7,85 (d, 1H, %) = 3,6 Hz, H,) ; 7,90 (dd, 1H,
%)=8,8Hz, "3 = 1,5 Hz, Hg) ; 8,25-8,28 (M, 2H, Hy ) ; 10,09 (s, 1H, CHO).

IR (NaCl, cm™) :

1215 (v C-N) : 1461, 1533 (v C=C) : 1687 (v C=0 aldéhyde) : 1740 (v C=O Boc) ; 2957
(v C-Haiiph.).
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2-(2,4-Difluorophényl)-1-[(1H-indol-5-ylméthyl)méthylamino]-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (8)

Cristaux blancs

Co1H21F2NsO . .
M, = 397,43 ™ T A
R¢ = 0,15 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2) ° =N

; H

F°C = 130-131
Rendement = 62%

Méthode G :

Dissoudre sous argon 813 mg (3,03 mmol) de 2-(2,4-difluorophényl)-3-méthylamino-1-(1H-
1,2 4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 dans 17 mL de méthanol et 0,340 mL d’acide acétique
glacial. Ajouter 440 mg (3,03 mmol, 1 éq) de 1H-indole-5-carbaldéhyde 5 puis 229 mg (3,64
mmol, 1,2 éq) de cyanoborohydrure de sodium. Agiter sous argon a température ambiante
pendant 24 heures. Ajouter de I’eau au milieu réactionnel, extraire le produit avec du
dichlorométhane. Laver les phases organiques avec une solution saturée de bicarbonate de
sodium, sécher sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu
d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant au dichlorométhane puis avec
un mélange dichlorométhane / éthanol : 98 / 2.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,11 (s, 3H, Hm) ; 2,85 (d, 1H, %) = 13,6 Hz, H) ; 3,03 (d, 1H, %J = 13,6 Hz, H,) ; 3,51 (d, 1H,
2J=12,8 Hz, H)) ; 3,60 (d, 1H, 23 = 12,8 Hz, H)) ; 4,53 (d, 1H, %1 = 14,0 Hz, He) ; 4,59 (d, 1H,
2)=14,0 Hz, He) ; 5,76 (s, 1H, OH) ; 6,34 (s, 1H, H3) ; 6,87 (dd, 1H, *J = 8,0 Hz, ¥J = 1,2 Hz,
He) ; 7,00 (ddd, 1H, %Jpr = *Jpn = 8,4 Hz, Yy = 2,4 Hz, H;) ; 7,18 (ddd, 1H, Jur = *pe =
9,2 Hz, “34.n = 2,4 Hz, Hy) ; 7,27-7,33 (M, 3H, Ha47) ; 7,46 (ddd, 1H, *J4.n = 8,4 Hz, “Jpr =
I hr=6,8Hz, Hy) ; 7,76 (s, 1H, Hp) ; 8,33 (s, 1H, Hy) ; 11,02 (se, 1H, NH).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

43,7 (Cn) ; 56,1 (Ce) ; 63,0 (Cc) ; 63,6 (Cy) ; 75,0 (Cg) ; 101,0 (Cs) ; 103,9 (Cs) ; 110,8 (C)) ;
111,1 (C) ; 120,4 (C,) ; 122,4 (Ce) ; 125,5 (C4) ; 126,6 (Cy) ; 127,6 (C7a) ; 129,1 (Css) ; 130,0
(Cy) ; 135,3 (Cs) ; 145,0 (Cy) ; 150,6 (Cy) ; 159,1 (Ci) ; 161,8 (Cy).
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IR (KBr,cm™) :
1133 (v C-F) ; 1274 (v C-N) ; 1421, 1499 et 1614 (v C=C et v C=N) ; 3234 (v O-H et v N-H).

Masse :
398,0 (M+H)".
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1-{[(1-Benzoylindol-5-yl)méthyllméthylamino}-2-(2,4-difluorophényl)-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (9)

Poudre blanche

CagH25F2N5s0;

M, = 501,54

R = 0,30 (hexane / acétate d’éthyle : 1/ 1)
F°C =118-119

Rendement = 59%

Le composé 9 est synthétisé selon la méthode G a partir de 161 mg (0,60 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-3-(méthylamino)-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 et 150 mg (0,60
mmol, 1 éq) de 1-benzoyl-1H-indole-5-carbaldéhyde 6.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,11 (s, 3H, Hm) ; 2,80 (d, 1H, 2 = 13,6 Hz, H.) ; 3,06 (d, 1H, % = 13,6 Hz, H) ; 3,50 (d, 1H,
2J=13,2 Hz, H)) ; 3,66 (d, 1H, 23 = 13,2 Hz, H)) ; 4,51 (d, 1H, %1 = 14,0 Hz, H,) ; 4,58 (d, 1H,
2J = 14,0 Hz, He) ; 5,77 (s, 1H, OH) ; 6,66 (d, 1H, %) = 3,6 Hz, Hs) ; 6,98 (ddd, 1H, *Jy.r =
30un =84 Hz, U= 2,4 Hz, H)) ; 7,09 (d, 1H, ) = 8,4 Hz, Hg) ; 7,15 (ddd, 1H, 3Jsr = 30"nir
=9,2 Hz, “0y.n= 2,4 Hz, Hy) ; 7,34 (s, 1H, Hy) ; 7,36 (d, 1H, 3] = 3,6 Hz, H,) ; 7,44 (ddd, 1H,
3Inn = 8,4 Hz, Upe =*I’1e = 6,8 Hz, Hy) ; 7,59-7,63 (M, 2H, Hy-5) ; 7,68-7,71 (m, 1H, Hy) ;
7,74-7,76 (M, 3H, Hp,2.¢) ; 8,12 (d, 1H, %) = 8,4 Hz, Hy) ; 8,30 (s, 1H, Ha).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

43,8 (C) ; 56,1 (Ce) ; 62,8 (C)) ; 63,1 (Cc) ; 75,2 (Cy) ; 104,2 (Cy) ; 108,6 (C3) ; 110,8 (C)) ;
115,5 (C7) ; 121,1 (C4) ; 125,7 (Ce) ; 126,4 (Cy) ; 128,5 (Co) ; 128,9 (2C, Cs-5) ; 129,1 (2C,
Cyr¢); 130,1 (Cy) ; 130,6 (Cy) ; 132,2 (Cyq) ; 134,2 (Cra) ; 134,7 (Csa) 5 134,9 (Cs) ; 1451
(C.) ; 150,6 (Cp) ; 168,3 (CO).

Cq et Ci non visibles.

IR (KBr,cm™) :
1185 (v C-F) ; 1462, 1610 (v C=C et v C=N) ; 1684 (v C=0) ; 3451 (v O-H).

Masse :
502,2 (M+H)+.
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1-{[(1-Tert-butoxycarbonylindol-5-yl)méthyljméthylamino}-2-(2,4-
difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (10)

Poudre blanche Q_\i\l \
Ca6H29F2N50; N

M, = 497,55

R = 0,20 (hexane / acétate d’éthyle : 1/ 1)
F°C = 85-86

Rendement = 37%

Le composé 10 est synthétisé selon la méthode G a partir de 175 mg (0,65 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-3-(méthylamino)-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 et 160 mg (0,65
mmol, 1 éq) de 1-(tert-butoxycarbonyl)-1H-indole-5-carbaldéhyde 7.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,66 (s, 9H, 3 CH3) ; 2,12 (s, 3H, Hy) ; 2,82 (d, 1H, % = 13,6 Hz, H.) ; 3,06 (d, 1H, 21 = 13,6
Hz, Hc) : 3,50 (d, 1H, 2J = 13,1 Hz, H)) ; 3,66 (d, 1H, 2J = 13,1 Hz, H)) ; 4,53 (d, 1H, 21 = 14,2
Hz, He) ; 4,60 (d, 1H, 2 = 14,2 Hz, H,) ; 5,80 (s, 1H, OH) ; 6,65 (d, 1H, %) = 3,6 Hz, H3) ;
7,00 (ddd, 1H, *Jyr=34n = 8,4 Hz, 3= 2,4 Hz, H;) ; 7,06 (dd, 1H, %) =8,4 Hz, 1 =12
Hz, He) ; 7,17 (ddd, 1H, *Jir = *Phe = 9,2 Hz, “0 = 2,4 Hz, Hy) ; 7,32 (d, 1H, %1 = 1,2 Hz,
Ha) ; 7,46 (ddd, 1H, *Jp. = 8,4 Hz, “Jnr =*Vhr= 6,8 Hz, Hy) ; 7,66 (d, 1H, %) = 4,0 Hz, Hy) ;
7,77 (s, 1H, Hp) ; 7,93 (d, 1H, %1 = 8,4 Hz, H7) ; 8,33 (5, 1H, Ha).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

27,8 (3 C, CHs) ; 43,7 (Cn) ; 56,1 (Ce) ; 62,8 (Cy) ; 63,0 (Cc) ; 75,2 (Cy) ; 83,9 (C(CHa)s) ;
103,9 (Cs) ; 107,5 (C3) ; 110,8 (Cj) ; 114,3 (C7) ; 121,2 (C4) ; 125,3 (Ce) ; 126,3 (Cp) ; 126,5
(Cr) ; 130,1 (Cy) ; 130,2 (Cra) ; 133,5 (Csa) ; 133,8 (Cs) ; 145,1 (C,) ; 149,2 (CO) ; 150,6 (Cp) ;
159,7 (C)) ; 161,9 (Cy).

IR (KBr, cm™) :
1128 (v C-F) ; 1497, 1627 (v C=C et v C=N) ; 1733 (v C=0) ; 3446 (v O-H).

Masse :
498.0 (M+H)+.
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1-[5-({[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)
propyl]Jméthylamino}méthyl)-1H-indol-3-yl]-2,2,2-trifluoroéthanone (11)

Poudre blanche

C23H20FsNs0,

M = 493,44

R¢ = 0,45 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C =178-179

Rendement = 56%

Méthode H :

Dissoudre 100 mg (0,25 mmol) de 2-(2,4-difluorophényl)-1-[(1H-indol-5-ylméthyl)méthyl
amino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 8 dans 2 mL de 1,2-dichloroéthane. Refroidir a
0°C a l’aide d’un bain de glace et ajouter 70 pL (0,50 mmol, 2 éq) d’anhydride
trifluoroacétique. Agiter a température ambiante pendant 3 heures. Ajouter une solution
saturée de bicarbonate de sodium au milieu réactionnel et extraire le produit avec du
dichlorométhane. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et
¢vaporer a sec. Triturer le résidu d’évaporation dans un mélange dichlorométhane / éther
diisopropylique et filtrer.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,13 (s, 3H, Hp) ; 2,81 (d, 1H, 21 = 13,6 Hz, H.) ; 3,07 (d, 1H, 2J = 13,6 Hz, H,) ; 3,55 (d, 1H,
2J=13,0 Hz, H)) ; 3,69 (d, 1H, 23 = 13,0 Hz, H)) ; 4,52 (d, 1H, %1 = 14,2 Hz, H,) ; 4,59 (d, 1H,
2= 14,2 Hz, He) ; 5,78 (s, 1H, OH) ; 6,98 (ddd, 1H, *Ji.r = 3Jpn = 8,4 Hz, “Upn = 2,4 Hz,
H;) ; 7,09-7,13 (M, 2H, Hug) ; 7,42-7,49 (m, 2H, Hy7) ; 7,76 (s, 1H, Hy) ; 7,97 (s, 1H, Hy) ;
8,33 (s, 1H, Ha) ; 8,47 (s, 1H, Hy) ; 12,67 (se, 1H, NH).

RMN *C (100 MHz, DMSO d) :

43,7 (Cm) ; 56,1 (Ce) ; 63,0 (Cc) ; 63,6 (Cy) ; 75,0 (Cq) ; 103,5 (Cp) ; 108,9 (C3) ; 110,9 (Cj) ;
112,7 (C7) ; 121,5 (Cs4) ; 125,6 (Cs) ; 125,8 (Cra) 5 126,5 (Cy) ; 130,1 (Cy) ; 134,5 (C3a) ; 136,0
(Cs) ; 137,5 (Cy) ; 145,0 (Ca) ; 150,6 (Cp).

CFs3, CO, Cy et Ci non visibles.
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Partie A

IR (KBr,cm™) :
1135 (v C-F) ; 1276 (v C-N) ; 1446, 1497, 1615 (v C=C et v C=N) ; 1667 (v C=0) ; 3451

(v O-H et v N-H).

Masse :
494,0 (M+H)".
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Partie A

5-[(E)-2-Nitroéthényl]-1,3-benzodioxole (12)

Poudre jaune
CyH;NO,

3 4 2
NO
M, = 193,16 <O 2
2
R¢ = 0,90 (dichlorométhane) o 6
1 7

F°C = 153-154 (Litt''" : 159,2-160,9)
Rendement = 100%

Méthode | :

Dissoudre 1 g (6,66 mmol) d’héliotropine dans 14 mL de nitrométhane. Ajouter 128 mg (1,67
mmol, 0,25 éq) d’acétate d’ammonium et agiter au reflux pendant 5 heures et 30 minutes.
Apres retour a température ambiante, reprendre la solution avec de 1’acétate d’éthyle et laver
avec une solution saturée de bicarbonate de sodium puis avec une solution saturée de chlorure
de sodium. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a
sec.

RMN *H (250 MHz, DMSO d) :
6,17 (s, 2H, Hy) ; 7,08 (d, 1H, %1 = 8,2 Hz, Hy) ; 7,43 (dd, 1H, %1 = 8,2 Hz, “J = 1,8 Hz, He) ;
7,58 (d, 1H, 3 = 1,8 Hz, H,) ; 8,10 (d, 1H, ) = 13,4 Hz, H,) ; 8,18 (d, 1H, 3] = 13,4 Hz, H).

IR (KBr,cm™) :

1026 (vs C-O-C) ; 1258 (vas C-O-C) ; 1330 (vs NO,) ; 1441 et 1619 (v C=C) ; 1494
(vas NO,) ; 3102 (v =CH).
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Partie A

5-Nitro-6-[(E)-2-nitroéthényl]-1,3-benzodioxole (13)

Poudre jaune
CgHGNzos 1 7 a

0 s~ ~NO,
M, = 238,16 , < b
R¢ = 0,85 (dichlorométhane) o) 5NNO

F°C = 119-120 (Litt"'" : 121-122)
Rendement = 70%

Méthode J :

Dissoudre 600 mg (3,11 mmol) de 5-[(E)-2-nitroéthényl]-1,3-benzodioxole 12 dans 15 mL
d’acide acétique glacial. Ajouter 0,692 mL (15,50 mmol, 5 éq) d’acide nitrique 100% et agiter
a température ambiante pendant 6 heures. Verser le milieu réactionnel dans un mélange eau /
glace. Passer a pH basique avec une solution d’hydroxyde de sodium 5M et extraire le produit
au dichlorométhane. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et
évaporer a sec.

RMN 'H (250 MHz, DMSO d) :
6,36 (s, 2H, Hy) ; 7,61 (s, 1H, H7) ; 7,83 (s, 1H, Hy) ; 8,15 (d, 1H, 3 = 13,4 Hz, H,) ; 8,39 (d,
1H, %) = 13,4 Hz, Hp).

IR (KBr,cm™) :

1027 (vs C-O-C) ; 1256 (vas C-O-C) ; 1333 (vs NO,) ; 1505 (vas NOy) ; 1605 (v C=C) ; 3082
(V C'Har).
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Partie A

5H-1,3-Dioxolo[4,5-f]indole (14)

Poudre blanche
CoH7NO,

1 8
.= 161,16 2< N,
R¢ = 0,80 (dichlorométhane) o] N
H
3

F°C = 105-106 (Litt''" : 108,7-109,2) )

Méthode K1 :

Mettre en solution 5 g (89,53 mmol, 42,6 éq) de fer (préalablement lavé avec de 1’acide
chlorhydrique) dans 10 mL d’éthanol et 7.5 mL d’acide acétique glacial. Agiter
vigoureusement et chauffer a 95°C. Ajouter alors goutte a goutte pendant 10 minutes 500 mg
(2,10 mmol) de 5-nitro-6-[(E)-2-nitroéthényl]-1,3-benzodioxole 13 dissous dans 11 mL
d’acide acétique glacial. Agiter a 95°C pendant 5 minutes. Aprés retour a température
ambiante, filtrer sur célite et rincer au dichlorométhane. Reprendre le filtrat a I’eau et extraire
le produit au dichlorométhane. Laver les phases organiques avec une solution saturée de
bicarbonate de sodium, sécher sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier
le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en ¢luant au dichlorométhane.
Rendement : 44%.

Méthode K2 :

Dissoudre 2,01 g (8,44 mmol) de 5-nitro-6-[(E)-2-nitroéthényl]-1,3-benzodioxole 13 dans 2,7
mL d’éthanol, 3 mL d’acide acétique glacial et 24 mL d’acétate d’éthyle. Ajouter 200 mg
(10% en masse) de palladium sur charbon a 10%. Agiter pendant 3 heures a température
ambiante sous 5 bars d’hydrogene. Neutraliser avec une solution d’hydroxyde de sodium 5M
et extraire le produit a ’acétate d’éthyle. Sécher sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et
évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant
au dichlorométhane. Rendement : 58%.

RMN *H (250 MHz, DMSO d) :
5,94 (s, 2H, Hy) ; 6,30 (m, 1H, Hy) ; 6,93 (s, 1H, Hg) ; 7,01 (s, 1H, Hy) ; 7,17 (t, 1H, % = 2.4
Hz, He) ; 10,89 (se, 1H, NH).

IR (KBr, cm™) :
1029 (vs C-O-C) ; 1300 (vas C-O-C) : 1462 (5, N-H) ; 3408 (v N-H).
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Partie A

1H-Indole-3-carbaldéhyde (15)

Poudre blanche /
o)

CoH;NO
M, = 145,16 .
R¢= 0,25 (acétate d’éthyle / cyclohexane : 1/ 1) ) A\ )
F°C = 195-196 (Litt'?* : 197-199) N

7 H
Rendement = 87% \ /

Méthode L :

Refroidir 8 mL de N,N-diméthylformamide & 0 °C. Ajouter lentement 3,48 mL (37,40 mmol,
1,1 éq) d’oxychlorure de phosphore et agiter a 0 °C pendant 40 minutes. Ajouter lentement 4
g (34,20 mmol) de 1H-indole en solution dans 6 mL de N,N-diméthylformamide sans que la
température ne dépasse 10 °C. Agiter pendant 40 minutes a cette température puis a 35 °C
pendant 40 minutes. Ajouter de la glace pilée au mélange réactionnel et a ’aide d’une
ampoule de coulée ajouter lentement et sous forte agitation 14,96 g (374,00 mmol, 11 éq)
d’hydroxyde de sodium dissous dans 40 mL d’eau. Porter a 100 °C pendant 30 minutes et
laisser revenir a température ambiante. Reprendre le milieu réactionnel par un grand volume
d’eau et extraire a I’éther diéthylique. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium
anhydre, filtrer et évaporer a sec.

RMN *H (250 MHz, DMSO d) :
7,25-7,29 (m, 2H, Hs, Hg) ; 7,54 (d, 1H, 3J = 7,0 Hz, Hy) ; 8,12 (dd, 1H, %) =82 Hz, 4 =18
Hz, Hs) ; 8,32 (s, 1H, Hy) ; 9,97 (s, 1H, CHO) ; 12,17 (se, 1H, NH).

IR (KBr, cm™) :
1463, 1514 (v C=C) : 1634 (v C=0) ; 3167 (v N-H).
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Partie A

6-Fluoro-1H-indole-3-carbaldéhyde (16)

Poudre beige

CoHsFNO

M, = 163,15

R¢ = 0,15 (dichlorométhane)

F°C = 173-174 (Litt'"® : 165-168)
Rendement = 85%

Le compose 16 est synthétisé selon la méthode L a partir de 250 mg (1,85 mmol) de 6-fluoro-
1H-indole.

RMN *H (250 MHz, DMSO dg)
7,08-7,17 (m, 1H, Hs); 7,35 (dd, 1H, e = 9,7 Hz, “Jun = 2,1 Hz, Hy) ; 8,10 (dd, 1H,
3Jin = 8,5 Hz, “Jur = 5,5 Hz, Ha) ; 8,34 (s, 1H, Hy) ; 9,95 (5, 1H, CHO) ; 12,21 (se, 1H, NH).

IR (KBr,cm™) :
1148 (v C-F) ; 1444, 1530 (v C=C) ; 1638 (v C=0) ; 3463 (v N-H).

9 Muratore M.E. et al., J. Am. Chem. Soc., 2009, 131 (31), 10796-10797.
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Partie A

5H-1,3-Dioxolo[4,5-f]indole-7-carbaldéhyde (17)

Poudre beige

4 o
C10H7NO3 H
M, = 189,17 : s
R¢ = 0,10 (dichlorométhane) 2< A\ .
FoC = 217-218 (Litt™" : 222,2) o) N

\ 3 4 H J

Rendement = 80%

Le composé 17 est synthétisé selon la méthode L a partir de 300 mg (1,86 mmol) de 5H-
[1,3]dioxolo[4,5-f]indole 15.

RMN H (250 MHz, DMSO d) :
6,05 (s, 2H, Hz) ; 7,07 (s, 1H, Ha) ; 7,50 (s, 1H, Hs) ; 8,11 (d, 1H, %1 = 2,7 Hz, He) ; 9,87 (s,
1H, CHO) ; 11,97 (se, 1H, NH).

IR (KBr,cm™) :
1179 (v C-0) ; 1442 (v C=C) ; 1632 (v C=0) ; 3195 (vs N-H) ; 3465 (vas N-H).
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Partie A

1-(Tert-butoxycarbonyl)-1H-indole-3-carbaldéehyde (18)

Poudre blanche / 0 \

C14H15NO3 s 3 :

M; = 245,28 5 N\,

R¢ = 0,90 (dichlorométhane) NN

F°C = 125-126 (Litt'** : 128-129) O)’\o
Rendement = 98% \ 73

Méthode F3:

Dissoudre 250 mg (1,72 mmol) de 1H-indole-3-carbaldéhyde 15 dans 3,5 mL d’acétonitrile.
Ajouter 489 mg (2,24 mmol, 1,3 éq) de dicarbonate de ditertbutyle puis 21 mg (0,17 mmol,
0,1 éq) de 4-(N,N-diméthylamino)pyridine. Agiter a température ambiante pendant 2 heures.
Ajouter de I’eau au milieu réactionnel et extraire le produit avec du dichlorométhane. Sécher
les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le
résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant au dichlorométhane.

RMN *H (250 MHz, DMSO d) :
1,71 (s, 9H, 3 CH3) ; 7,39-7,53 (m, 2H, Hsg) ; 8,18 (M, 2H, Ha7) ; 8,71 (s, 1H, Hy) ; 10,12 (s,
1H, CHO).

IR (KBr, cm™) :
1154 (v C-0) ; 1363 (v C-N) ; 1454 et 1559 (v C=C) : 1679 (v C=0) ; 1745 (v C=0).
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Partie A

1-(Tert-butoxycarbonyl)-6-fluoro-1H-indole-3-carbaldéehyde (19)

Poudre jaune pale
C14H14FNO3

M, = 263,27

R¢ = 0,90 (dichlorométhane)
F°C = 136-137

Rendement = 99%

Le composé 19 est synthétisé selon la méthode F3 a partir de 215 mg (1,32 mmol) de 6-
fluoro-1H-indole-3-carbaldéhyde 16.

RMN *H (250 MHz, DMSO dg)
1,70 (s, 9H, 3 CHs) ; 7,27-7,35 (m, 1H, Hs) ; 7,86 (dd, 1H, J.c = 10,3 Hz, 4 = 2,1 Hz,
H;) ; 8,17 (dd, 1H, *Ju. = 8,8 Hz, “Jur = 5,8 Hz, Ha) ; 8,71 (s, 1H, H,) ; 10,10 (s, 1H, CHO).

IR (KBr,cm™) :
1157 (v C-F) ; 1554 (v C=C) ; 1670 (v C=0) ; 1746 (v C=0).
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Partie A

5-(Tert-butoxycarbonyl)-1,3-dioxolo[4,5-f]indole-7-carbaldéhyde (20)

Poudre beige

C15H1sNOs

M, = 289,29

R¢ = 0,65 (dichlorométhane)
F°C = 149-150

Rendement = 94%

Le composé 20 est synthétisé selon la méthode F3 a partir de 250 mg (1,32 mmol) de 5H-1,3-

dioxolo[4,5-f]-indole-7-carbaldéhyde 17.

RMN *H (250 MHz, DMSO dg)

1,68 (s, 9H, 3 CHs) ; 6,13 (s, 2H, Hy) ; 7,54 (s, 1H, Hg) ; 7,60 (s, 1H, Hy) ; 8,52 (s, 1H, He) ;

10,02 (s, 1H, CHO).

IR (KBr,cm™) :

1563 (v C=C) ; 1670 (v C=0) ; 1740 (v C=0).
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Partie A

1-{[(1-Tert-butoxycarbonylindol-3-yl)méthyljméthylamino}-2-(2,4-
difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (21)

N a
Cristaux blancs Q_\\N
7
CoH29F2N503 N

M, = 497,55

R¢ = 0,35 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C =120-121

Rendement = 47%

Le composé 21 est synthétisé selon la méthode G a partir de 273 mg (1,02 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-3-(méthylamino)-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 et 250 mg (1,02
mmol, 1 éq) de 1-(tert-butoxycarbonyl)-1H-indole-3-carbaldéhyde 18.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,66 (s, 9H, 3 CH3) ; 2,12 (s, 3H, Hy) ; 2,75 (d, 1H, % = 13,6 Hz, H.) ; 3,15 (d, 1H, 21 = 13,6
Hz, Hc) : 3,56 (d, 1H, 2J = 13,4 Hz, H)) ; 3,71 (d, 1H, 2 = 13,4 Hz, H)) ; 4,49 (d, 1H, 21 = 14,2
Hz, He) ; 4,55 (d, 1H, 2J = 14,2 Hz, H,) ; 5,78 (s, 1H, OH) ; 6,97 (ddd, 1H, *J.r = 34 = 8,4
Hz, “Jun= 2,4 Hz, H)) ; 7,11-7,16 (m, 2H, Hhs) ; 7,28-7,32 (M, 2H, Hyg) ; 7,40-7,46 (M, 2H,
Hi2) ; 7,79 (s, 1H, Hp) ; 8,02 (d, 1H, %) = 8,4 Hz, H;) ; 8,29 (s, 1H, H,).

RMN **C (100 MHz, DMSO d) :

27,9 (3C, CHs); 43,9 (Cn) ; 53,5 (C)) ; 56,2 (Ce) ; 63,2 (C¢) ; 75,2 (Cy) ; 83,8 (C(CHa)s) ;
103,8 (Ch) ; 110,8 (Cj) ; 114,7 (C7) ; 118,2 (Cs) ; 120,2 (Ca) ; 122,4 (Cs) ; 124,4 (Ce) ; 124,5
(C2) ; 126,3 (Cy) ; 130,1 (Csa) ; 130,2 (Cy) ; 135,1 (Cra) ; 145,0 (Ca) ; 149,2 (CO) ; 150,6 (Cp).
Cgy et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :
1154 (v C-F) ; 1262 (v C-O) ; 1385 (5 CHs) ; 1451, 1497 et 1621 (v C=C et v C=N) : 1733
(v C=0) ; 3446 (v O-H).

Masse :
4981 (M+H)+.
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Partie A

1-{[(1-Tert-butoxycarbonyl-6-fluoroindol-3-yl)méthyl]méthylamino}-2-(2,4-
difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (22)

-

Poudre blanche 2_\\N
N/

b

Ca6H28F3N503

M, = 515,54

R¢ = 0,25 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C = 149-150

Rendement = 68%

Le composé 22 est synthétisé selon la méthode G a partir de 306 mg (1,14 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-3-(méthylamino)-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 et 300 mg (1,14
mmol, 1 éq) de 1-(tert-butoxycarbonyl)-6-fluoro-1H-indole-3-carbaldéhyde 19.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,66 (s, 9H, 3 CH3) ; 2,12 (s, 3H, Hy) ; 2,73 (d, 1H, %1 = 13,6 Hz, H.) ; 3,15 (d, 1H, 21 = 13,6
Hz, Hc) : 3,54 (d, 1H, 2 = 13,4 Hz, H)) ; 3,70 (d, 1H, 2 = 13,4 Hz, H)) ; 4,48 (d, 1H, 21 = 14,3
Hz, He) ; 4,54 (d, 1H, 2 = 14,3 Hz, He) ; 5,79 (s, 1H, OH) ; 6,97-7,02 (m, 2H, H;s) ; 7,11
(ddd, 1H, *Jr = *Phe = 9,2 Hz, 0= 2,4 Hz, Hy) ; 7,28 (dd, 1H, *Jy.h = 8,8 Hz, “J4.r= 5,6
Hz, Ha) ; 7,40-7,46 (m, 2H, Hy>) ; 7,73 (dd, 1H, Jy.r = 10,4 Hz, “3.v= 1,6 Hz, Hy) ; 7,79 (5,
1H, Hy) ; 8,29 (s, 1H, H,).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

27,8 (3C, CHa); 44,0 (Cp) ; 53,5 (C) ; 56,2 (Ce) ; 63,1 (Cc) ; 75,3 (Cy) ; 84,3 (C(CHy)3) ;
101,6 (C;) ; 103,8 (Ch) ; 110,3 (Cs) ; 110,9 (C)) ; 118,2 (Cs) ; 121,4 (Cy) ; 124,9 (Cy) ; 126,3
(Cr) ; 126,7 (Csa) ; 130,1 (Cy) ; 135,2 (C7a) ; 145,0 (Ca) ; 149,0 (CO) ; 150,6 (Cy) ; 160,2 (Cq).
Cgq et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :
1157 (v C-F) : 1274 (v C-0) ; 1386 (5 CHa) ; 1494 et 1616 (v C=C et v C=N) ; 1734 (v C=0) :
3444 (v O-H).

Masse :
516,1 (M+H)+.
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Partie A

1-({[5-(Tert-butoxycarbonyl)-1,3-dioxolo[4,5-f]indol-7-ylJméethyl}méthyl
amino)-2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (23)

Poudre blanche
Ca7H20F2N50s
r = 541,52
Rt = 0,45 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C = 108-109
Rendement = 59%

Le composé 23 est synthétisé selon la méthode G a partir de 278 mg (1,04 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-3-(méthylamino)-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 et 300 mg (1,04
mmol, 1 éq) de 5-(tert-butoxycarbonyl)-1,3-dioxolo[4,5-f]indole-7-carbaldéhyde 20.

RMN *H (400 MHz, DMSO dg) :

1,64 (s, 9H, 3 CH3) ; 2,11 (s, 3H, Hi) ; 2,69 (d, 1H, 21 = 13,8 Hz, H,) ; 3,14 (d, 1H, 21 = 138
Hz, He) : 3,45 (d, 1H, 2J = 13,2 Hz, H)) ; 3,64 (d, 1H, 2 = 13,2 Hz, H)) ; 4,48 (d, 1H, 21 = 14,0
Hz, He) ; 4,54 (d, 1H, % = 14,0 Hz, He) ; 5,79 (s, 1H, OH) ; 6,04 (s, 2H, Hy) ; 6,69 (s, 1H,
Hs) ; 6,96 (ddd, 1H, *Jy.r = *Ju = 8,4 Hz, V= 2,4 Hz, H)) ; 7,08 (ddd, 1H, *Jpr =T e =
9,2 Hz, “3q.n = 2,4 Hz, Hy) ; 7,30 (s, 1H, H,) ; 7,43 (ddd, 1H, *Jpn = 8,4 Hz, Ve =T he=
6,8 Hz, Hi) ; 7,50 (s, 1H, He) ; 7,79 (5, 1H, Hp) ; 8,28 (s, 1H, H,).

RMN *C (100 MHz, DMSO d) :

27,8 (3C, CHs) ; 43,9 (Cin) ; 53,7 (Cy) ; 56,2 (Ce) ; 63,1 (C¢) ; 75,3 (Cy) ; 83,8 (C(CHa)s3) ; 96,0
(Ce) ; 99,3 (Cs) ; 101,2 (C2) ; 103,8 (Cy) ; 110,9 (Cy) ; 118,4 (Cy4) ; 123,1 (C7) ; 124,2 (Cra) ;
126,3 (Cy) ; 130,0 (Cy) ; 130,1 (Caa) ; 143,9 (Cea) ; 145,0 (Cy) ; 145,8 (Cza) ; 149,1 (CO) ;
150,6 (Cyp).

Cgy et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :
1163 (v C-F) ; 1288 (v C-0) : 1406, 1466 et 1620 (v C=C et v C=N) ; 1729 (v C=0) ; 3445
(v O-H).

Masse :
542,3 (M+H)+.
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Partie A

2-(2,4-Difluorophényl)-1-[(1H-indol-3-ylméthyl)méthylamino]-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-propan-2-ol (24)

Poudre blanche

C21H21F2NsO

M, = 397,43

R¢ = 0,15 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C =73-74

Rendement = 64%

Méthode M :

Dissoudre sous argon 225 mg (0,45 mmol) de 1-{[(1-tert-butoxycarbonylindol-3-
yl)méthyl]méthylamino}-2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 21 dans
8 mL de dichlorométhane sec. Ajouter 611 mg (2,71 mmol, 6 €q) de bromure de zinc et agiter
sous argon a température ambiante pendant 24 heures. Ajouter 45 mL d’eau au milieu
réactionnel et agiter a température ambiante pendant 2 heures. Extraire le produit avec du
dichlorométhane, sécher sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le
résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant au dichlorométhane puis
avec un meélange dichlorométhane / éthanol : 99/ 1.

RMN 'H (400 MHz, DMSO d) :

2,11 (s, 3H, Hi) ; 2,84 (d, 1H, 21 = 13,6 Hz, H,) ; 3,04 (d, 1H, % = 13,6 Hz, H,) ; 3,64 (d, 1H,
2J=13,2 Hz, H)) ; 3,68 (d, 1H, 2 = 13,2 Hz, H)) ; 4,48 (d, 1H, ) = 14,3 Hz, H¢) ; 4,53 (d, 1H,
2) = 14,3 Hz, He) ; 5,72 (s, 1H, OH) ; 6,93 (dd, 1H, *J =3’ = 7,6 Hz, Hs) ; 6,98 (ddd, 1H,
30ur=dun =84 Hz, V=24 Hz, H) ; 7,07 (dd, 1H, 33 =% = 7,6 Hz, He) ; 7,13-7,19 (m,
2H, Hn2) ; 7,33 (M, 2H, Hy7) ; 7,43 (ddd, 1H, *Jyn = 8,4 Hz, “Jne ="’ hr= 6,8 Hz, Hy) ; 7,76
(s, 1H, Hp) ; 8,28 (s, 1H, H,) ; 10,89 (se, 1H, NH).

RMN **C (100 MHz, DMSO d) :

43,7 (Cm) ; 54,2 (C)) ; 56,2 (Ce) ; 63,0 (Cc) ; 74,9 (Cy) ; 103,9 (Cp) ; 110,8 (Cj) ; 111,4 (Cy) ;
111,6 (Cs) ; 118,5 (Cs) ; 119,1 (Cy) ; 121,1 (Cs) ; 124,8 (Cy) ; 126,7 (Cy) ; 127,5 (Csa) ; 130,0
(Ck) ; 136,5 (Cra) ; 145,0 (Ca) ; 150,6 (Cp).

Cyet Ci non visibles.
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Partie A

IR (KBr,cm™) :
1183 (v C-F) ; 1492 et 1625 (v C=C et v C=N) ; 3435 (v O-H et v N-H).

Masse :
398,3 (M+H)".
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Partie A

2-(2,4-Difluoropheényl)-1-[(6-fluoro-1H-indol-3-yIméthyl)méthylamino]-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-propan-2-ol (25)

Poudre blanche

C21H20F3NsO

M, = 415,42

Rf = 0,45 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C=77-78

Rendement = 76%

Le composeé 25 est synthétisé selon la méthode M a partir de 285 mg (0,55 mmol) de 1-{[(1-
tert-butoxycarbonyl-6-fluoroindol-3-yl)méthylJméthylamino}-2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-
1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 22.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,11 (s, 3H, Hp) ; 2,80 (d, 1H, 2 = 13,6 Hz, H.) ; 3,05 (d, 1H, 2J = 13,6 Hz, H.) ; 3,60 (d, 1H,
2J=13,2 Hz, H)) ; 3,66 (d, 1H, 23 = 13,2 Hz, H)) ; 4,47 (d, 1H, % = 14,0 Hz, H.) ; 4,53 (d, 1H,
2 =14,0 Hz, He) ; 5,75 (s, 1H, OH) ; 6,77 (m, 1H, Hs) ; 6,98 (ddd, 1H, *Jir = *Juns = 8,4 Hz,
‘4w =24 Hz, Hy) ; 7,11 (dd, 1H, *Jyr = 10,4 Hz, 3y = 2,4 Hz, Hy) ; 7,13-7,18 (m, 2H,
Hh2) ; 7,26 (dd, 1H, )y = 8,8 Hz, “Jr = 5,6 Hz, Hy) ; 7,43 (ddd, 1H, *Jy.n = 8,4 Hz, “Jpr =
“’wr=6,8Hz, Hy) : 7,76 (s, 1H, Hp) ; 8,29 (s, 1H, H,) ; 10,95 (se, 1H, NH).

RMN **C (100 MHz, DMSO dg) :

43,7 (Cm) ; 54,1 (Cy) ; 56,2 (Ce) ; 63,0 (Cc) ; 75,0 (Cu) ; 97,3 (C7) ; 103,7 (Cp) ; 106,8 (Cs) ;
110,8 (Cj) ; 111,9 (Cs) ; 120,2 (Cs) ; 124,3 (Csa) ; 125,3 (C2) ; 126,5 (Cx) 5 130,1 (Cy) ; 136,3
(C7a) ; 145,0 (C,) ; 150,6 (Cp).

Cq, Ciet Cg non visibles.

IR (KBr,cm™) :
1137 (v C-F) ; 1275 (v C-N) ; 1456, 1503 et 1622 (v C=C et v C=N) ; 2928 (v C-Hajipn) ; 3419
(v O-H et v N-H).

Masse :
416,4 (M+H)+.
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Partie A

1-{[(5H-1,3-Dioxolo[4,5-f]indol-7-yl)méthylJméthylamino}-2-(2,4-
difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (26)

Poudre grise

C22H21F2Ns03

M, = 441,40

R¢ = 0,40 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C =137-138

Rendement = 21%

Le composé 26 est synthétisé selon la méthode M a partir de 290 mg (0,54 mmol) de
1-({[5-(tert-butoxycarbonyl)-1,3-dioxolo[4,5-f]indol-7-yl]méthyl }méthylamino)-2-(2,4-
difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 23.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,09 (s, 3H, Hm) ; 2,78 (d, 1H, %) = 13,7 Hz, H,) ; 3,04 (d, 1H, %J = 13,7 Hz, H,) ; 3,53 (d, 1H,
2J=13,2 Hz, H)) ; 3,60 (d, 1H, 23 = 13,2 Hz, H)) ; 4,48 (d, 1H, %J = 14,6Hz, H.) ; 4,53 (d, 1H,
2J = 14,6 Hz, He) ; 5,72 (s, 1H, OH) ; 5,93 (s, 2H, H.) ; 6,71 (s, 1H, Hg) ; 6,85 (s, 1H, Ha) ;
6,99 (M, 2H, Hie) ; 7,13 (ddd, 1H, *Jur =°Ipr=9,2 Hz, “Unn= 2,4 Hz, Hy) ; 7,43 (ddd, 1H,
it = 8,4 Hz, “r =1 = 6,8 Hz, Hy) ; 7,77 (5, 1H, Hy) ; 8,29 (s, 1H, Ha) ; 10,67 (se, 1H,
NH).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

43,7 (Cm) ; 54,3 (C) ; 56,2 (Co) ; 62,6 (Co) ; 74,9 (Cy) ; 92,1 (Ca) ; 97,8 (Cg) ; 100,1 (Cy) ;
103,7 (C) ; 110,5 (C;) ; 111,9 (C7) ; 121,3 (Cra) ; 123,2 (Cg) ; 126,4 (Cy) ; 130,1 (Cy) ; 131,2
(Csa) ; 141,8 (Cga) ; 143,9 (Csa) ; 144,3 (Ca) ; 150,6 (Co).

Cgq et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :
1185 (v C-F) ; 1312 (v C-0O) ; 1472, 1503 et 1619 (v C=C et v C=N) ; 3422 (v O-H et v N-H).

Masse :
4422 (M+H)+.
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Partie A

4-(Bromométhyl)benzenesulfonamide (27)

Poudre blanche

C;HgBrNO,S

M, = 250,12

R¢ = 0,40 (dichlorométhane / éthanol : 19/ 1)
F°C =176-177

Rendement = 98%

Méthode N1 :

Dissoudre 1 g (3,71 mmol) de chlorure de 4-(bromométhyl)benzénesulfonyle dans 12 mL de
tétrahydrofurane. Refroidir le mélange réactionnel a I’aide d’un bain de glace et ajouter 0,93
mL (13,83 mmol, 3,7 éq) d’une solution aqueuse d’ammoniaque a 28%. Agiter en laissant
revenir a température ambiante pendant 1 heure. Ajouter de 1’eau et extraire le produit avec de
I’acétate d’éthyle. Sécher la phase organique sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer
a Sec.

RMN H (250 MHz, DMSO d)
4,80 (s, 2H, CH,Br) : 7,43 (se, 2H, NH,) : 7,67 (d, 2H, %) = 8,2 Hz, Hy5) ; 7,84 (d, 2H, 31 = 8,2
HZ, H3'5).

IR (KBr,cm™) :
673 (v C-Br) ; 1153 (vs SO,) ; 1329 (vss SOy) ; 1463, 1507 (v C=C) ; 1569 (& N-H) ; 2929,
2957 (v CHaiipn) ; 3361 (v N-H).

Masse :
248,0-250,0 (M-H)*.
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Partie A

4-{[4-(Bromomethyl)phényl]sulfonyl}morpholine (28)

Poudre blanche
C11H14BrNO3S

M, = 320,21

Rf = 0,40 (dichlorométhane)
F°C = 147-148

Rendement = 70%

Méthode N2 :

Mettre en solution sous azote 71 pL (0,74 mmol, 1,1 éq) de morpholine dans 3 mL de
tétrahydrofurane sec. Ajouter 0,154 mL (0,89 mmol, 1,2 éq) N-N-diisopropyléthylamine et
refroidir a 0°C a 1’aide d’un bain de glace. Ajouter alors goutte a goutte 200 mg (0,74 mmol)
de chlorure de 4-(bromométhyl)benzénesulfonyle dissous dans 4 mL de tétrahydrofurane sec.
Agiter en laissant revenir a température ambiante pendant 1 heure. Ajouter de I’eau au milieu
réactionnel et extraire le produit avec du dichlorométhane. Sécher les phases organiques sur
sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par
chromatographie sur gel de silice en éluant au dichlorométhane.

RMN *H (250 MHz, DMSO d) :
2,90 (t, 4H, %) = 4,6 Hz, Hy ) ; 3,66 (t, 4H, % = 4,6 Hz, Hs-5) ; 4,84 (s, 2H, CH,Br) ; 7,77 (s,
4H, Ha35).

IR (KBr, cm™) :
729 (v C-Br) ; 940 (v C-0) ; 1099 (v C-N) ; 1164 (vs SO,) : 1339 (vas SOy).

Masse :
319,9-321,9 (M+H)".
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Partie A

4-(Bromométhyl)-N-(propyl)benzenesulfonamide (29)

Cristaux beiges

C10H14BrNO,S \
M, = 292,20

Rf = 0,35 (dichlorométhane)

FeC=71-72

Rendement = 82% /

Le compose 29 est synthétisé selon la méthode N2 a partir de 0,183 mL (2,22 mmol, 2 éq) de
n-propylamine et 300 mg (1,11 mmol) de chlorure de 4-(bromométhyl)benzénesulfonyle.

RMN *H (250 MHz, DMSO d) :

0,82 (t, 3H, % = 7,4 Hz, CH3) ; 1,40 (sext, 2H, 3J = 7,4 Hz, CH,CH,CH3) ; 2,71 (m, 2H,
NHCH,CH,) ; 4,80 (s, 2H, CH,Br) ; 7,65 (t, 1H, %1 = 6,0 Hz, NH) ; 7,69 (d, 2H, 3J = 8,4 Hz,
Hae) ; 7,80 (d, 2H, 3] = 8,4 Hz, H3s).

IR (KBr, cm™) :
669 (v C-Br) ; 1153 (vs SO,) : 1323 (vas SO,) : 2878 (vs CHg) ; 2965 (vas CHs) : 3266 (v N-H).

Masse :
291,9-293,9 (M+H)*.
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Partie A

4-(Bromométhyl)-N-(isopropyl)benzénesulfonamide (30)

Cristaux blancs
C10H14BrNO,S

r = 292,20
Rf = 0,40 (dichlorométhane)
F°C =95-96
Rendement = 97%

Le compose 30 est synthétisé selon la méthode N2 & partir de 0,127 mL (1,48 mmol, 2 éq)
d’isopropylamine et 200 mg (0,74 mmol) de chlorure de 4-(bromométhyl)benzénesulfonyle.

RMN *H (250 MHz, DMSO d) :
0,97 (d, 6H, % = 6,7 Hz, 2 CHa); 3,29 (sept, 1H, 3 = 6,7 Hz, CH(CH3),) ; 4,80 (s, 2H,
CH,Br) ; 7,67 (m, 3H, Ha6, NH) ; 7,82 (dd, 2H, ) = 6,4 Hz, *J = 1,8 Hz, H35).

IR (KBr, cm™) :
676 (v C-Br) ; 1253 (vs SO2) ; 1312 (vas SO2) ; 1420 (8, N-H) ; 3299 (v N-H).

Masse :
291,9-293,9 (M+H)+.
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Partie A

4-(Bromométhyl)-N-(isobutyl)benzenesulfonamide (31)

Cristaux blancs
C11H16BrNO,S

r = 306,23
R¢ = 0,50 (dichlorométhane)
F°C =98-99
Rendement = 88%

Le compose 31 est synthétisé selon la méthode N2 a partir de 0,221 mL (2,22 mmol, 2 éq)
d’isobutylamine et 300 mg (1,11 mmol) de chlorure de 4-(bromométhyl)benzénesulfonyle.

RMN *H (250 MHz, DMSO d) :
0,84 (d, 6H, %) = 6,7 Hz, 2 CH3) ; 1,65 (sept, 1H, *J = 6,7 Hz, CH(CHs),) ; 2,59 (d, 2H, *J =
6,7 Hz, CH,) ; 4,80 (s, 2H, CH,Br) ; 7,68 (m, 3H, Ha, NH) ; 7,81 (d, 2H, 3] = 6,4 Hz, H3s5).

IR (KBr,cm™) :
674 (v C-Br) ; 1149 (vs SO,) ; 1320 (vas SO,) ; 1416 (8, N-H) ; 2959 (v C-Hajipn) ; 3265
(v N-H).

Masse :
305,9-308,0 (M+H)".

143



Partie A

4-(Bromométhyl)-N-(phényl)benzénesulfonamide (32)

Poudre blanche
C13H12BrNO,S

M, = 326,22

Rf = 0,35 (dichlorométhane)
F°C = 124-125

Rendement = 84%

Méthode N3 :

Mettre en solution sous azote 62 pL (0,67 mmol) d’aniline dans 5 mL de dichlorométhane
sec. Ajouter 60 pL (0,74 mmol, 1,1 éq) de pyridine et refroidir a 0°C a I’aide d’un bain de
glace. Ajouter alors goutte a goutte 200 mg (0,74 mmol, 1,1 éq) de chlorure 4-(bromométhyl)
benzénesulfonyle dissous dans 3 mL de dichlorométhane sec. Agiter a 0°C pendant 2 heures.
Laver le milieu réactionnel avec une solution d’acide chlorhydrique 5M, sécher les phases
organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu
d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant au dichlorométhane.

RMN *H (250 MHz, DMSO d) :

4,74 (s, 2H, CH2Br) ; 7,06 (t, 1H, %1 = 7,2 Hz, Hy) ; 7,12 (d, 2H, %) = 7,2 Hz, Hy¢) ; 7,26 (dd,
2H,3) =30 =72 Hz, Hy-5) ; 7,63 (d, 2H, 3J = 8,4 Hz, Hy¢) ; 7,77 (d, 2H, 3] = 8,4 Hz, H35s) ;
10,36 (s, 1H, NH).

IR (KBr, cm™) :
698 (v C-Br) : 1163 (vs SO7) ; 1338 (vas SO,) ; 1484 et 1594 (v C=C) : 3232 (v N-H).

Masse :
325,8-327,9 (M+H)".
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Partie A

4-(Bromométhyl)-N-(4-propylphényl)benzenesulfonamide (33)

Poudre rouge péle
C16H18BrNO,S

r = 368,30
R¢ = 0,60 (dichlorométhane)
F°C = 85-86

Rendement = 90% K g /

Le composé 33 est synthétisé selon la méthode N3 a partir de 100 uL (0,67 mmol) de 4-
propylaniline et 200 mg (0,74 mmol, 1,1 éq) de chlorure de 4-(bromométhyl)benzéne
sulfonyle.

RMN *H (250 MHz, DMSO d) :

0,86 (t, 3H, *J = 7,3 Hz, CH,CH,CHs) ; 1,52 (sext, 2H, 3] = 7,3 Hz, CH,CH,CHjs) ; 2,46 (t,
2H, %) = 7,3 Hz, CH,CH,CHy) ; 4,74 (s, 2H, CH,Br) ; 7,01 (d, 2H, %) = 8,4 Hz, Hs.5) ; 7,07
(d, 2H, 31 = 8,4 Hz, Hy¢) ; 7,62 (d, 2H, *J = 8,3 Hz, Hz¢) ; 7,74 (d, 2H, % = 8,3 Hz, H3s) ;
10,21 (s, 1H, NH).

IR (KBr, cm™) :
686 (v C-Br) ; 1159 (vs SO3) ; 1328 (vas SO2) ; 1387 (5, CHz) ; 1508 (v C=C) ; 2860 (vs CH) ;
2928 (vas CH,) : 3274 (v N-H).

Masse :
367,9-369,9 (M+H)".
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Partie A

4-(Bromométhyl)-N-(4-isopropylphéenyl)benzenesulfonamide (34)

Poudre rouge péle
C16H18BrNO,S

r = 368,30
Rf = 0,45 (dichlorométhane)
F°C = 100-101
Rendement = 81%

Le composé 34 est synthétisé selon la méthode N3 a partir de 92 pL (0,67 mmol) de 4-
isopropylaniline et 200 mg (0,74 mmol, 1,1 éq) de chlorure de 4-(bromométhyl)benzene
sulfonyle.

RMN *H (250 MHz, DMSO d) :

1,14 (d, 6H, 3J = 6,4 Hz, 2 CH3) ; 2,81 (m, 1H, CH(CHa),) ; 4,75 (s, 2H, CH,Br) ; 7,03 (d, 2H,
31=75Hz, Hy5) ; 7,13 (d, 2H, 3 = 7,5 Hz, Hy.) ; 7,63 (d, 2H, %) = 7,5 Hz, Hae) ; 7,77 (d,
2H, % = 7,5 Hz, Hss) ; 10,24 (s, 1H, NH).

IR (KBr,cm™) :
683 (v C-Br) ; 1161 (vs SOy) ; 1326 (vas SOy) ; 1446 et 1510 (v C=C) ; 2963 (v C-Haiipn) ;
3268 (v N-H).

Masse :
367,9-369,9 (M+H)+.

146



Partie A

4-(Bromométhyl)-N-(4-nitrophényl)benzénesulfonamide (35)

Poudre jaune
C13H1;|_BI'N204S
M, = 371,22

Méthode N3 :

Dissoudre sous azote 93 mg (0,67 mmol) de 4-nitroaniline dans 5 mL de tétrahydrofurane sec.
Ajouter 60 pL (0,74 mmol, 1,1 éq) de pyridine et refroidir a 0°C a I’aide d’un bain de glace.
Ajouter alors goutte a goutte 200 mg (0,74 mmol, 1,1 éq) de chlorure de 4-(bromométhyl)
benzénesulfonyle dissous dans 3 mL de tétrahydrofurane sec. Agiter a 0°C pendant 2 heures.
Laver le milieu réactionnel avec une solution d’acide chlorhydrique 5M, sécher les phases
organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Le produit est engagé
directement dans I’étape suivante.

Masse :
369,0-371,0 (M-H)".
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Partie A

4-({[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
yl)propyllméthylamino}meéthyl)benzenesulfonamide (36)

Poudre blanche

C19H21F2N503S

M, = 437,48 | 5

R¢ = 0,75 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5) , .0
“>3

F°C = 151-152
Rendement = 82%

Méthode O :

Dissoudre sous argon 161 mg (0,60 mmol) de 2-(2,4-difluorophényl)-3-méthylamino-1-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 dans 5 mL d’acétonitrile. Ajouter 0,114 mL (0,66 mmol,
1,1 ég) de N-N-diisopropyléthylamine puis 150 mg (0,60 mmol, 1 éq) de 4-(bromométhyl)
benzénesulfonamide 27. Agiter sous argon a température ambiante pendant 24 heures.
Evaporer le solvant. Reprendre a ’eau et extraire le produit avec du dichlorométhane. Sécher
les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le
résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant au dichlorométhane puis
avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 99/ 1.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,09 (s, 3H, Hn) ; 2,79 (d, 1H, 2 = 14,6 Hz, H.) ; 3,10 (d, 1H, 2J = 14,6 Hz, H,) ; 3,47 (d, 1H,
2 = 14,0 Hz, H)) ; 3,70 (d, 1H, 21 = 14,0 Hz, H)) ; 4,57 (s, 2H, He) ; 5,83 (s, 1H, OH) ; 7,01
(ddd, 1H, *Jur = *Jpn = 8,4 Hz, Uy = 2,4 Hz, H)) ; 7,21 (ddd, 1H, *Jpr = *T’we = 9,2 Hz,
=24 Hz, Hy) ; 7,24 (d, 2H, %) = 8,3 Hz, Hag) ; 7,32 (se, 2H, NHy) ; 7,46 (ddd, 1H, *Ji.4
=8,4 Hz, e =*Vhe=6,8 Hz, HY) ; 7,71 (d, 2H, %1 = 8,3 Hz, H3s) ; 7,80 (s, 1H, Hp) ; 8,33
(s, 1H, Hy).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

43,7 (C) ; 56,1 (Ce) ; 62,0 (Cy) ; 63,3 (Cc) ; 75,5 (Cq) ; 103,9 (Ch) ; 110,8 (C)) ; 125,6 (2C,
Ca,s) ; 126,2 (Cr) ; 128,0 (2C, Cu) ; 130,0 (Cy) ; 142,8 (C4) ; 143,5 (Cy) ; 145,1 (Cyo) ; 150,7
(Co).

Cgq et Ci non visibles.
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Partie A

IR (KBr,cm™) :
1155 (vs SO3) ; 1336 (vas SO2) ; 1417, 1499, 1612 (v C=C et v C=N) ; 3312 (v O-H et v N-H).

Masse :
438,0 (M+H)".
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Partie A

2-(2,4-Difluorophenyl)-1-{méthyl[4-(morpholinosulfonyl
phényl)méthyl]Jamino}-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (37)

Poudre blanche

C23H27F2N504S

M, = 507,57 | N

R¢ = 0,15 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2) 12 L.
F°C = 57-58 3 ;”STN/ﬁ ’
Rendement = 85% 2,k/04

Le composé 37 est synthétisé selon la méthode O a partir de 100 mg (0,37 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-méthylamino-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 et 119 mg (0,37
mmol, 1 éq) de 4-{[4-(bromométhyl)phényl]sulfonyl}morpholine 28.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,15 (s, 3H, Hm) ; 2,79 (d, 1H, 2 = 13,7 Hz, H,) ; 2,86 (M, 4H, Ha.¢) ; 3,06 (d, 1H, 2 = 13,7
Hz, He) ; 3,55 (d, 1H, 2J = 14,0 Hz, H)) ; 3,66 (M, 4H, H3.5) ; 3,73 (d, 1H, % = 14,0 Hz, H)) ;
4,52 (d, 1H, 2J = 14,3 Hz, H¢) ; 4,61 (d, 1H, 2 = 14,3 Hz, H) ; 5,84 (s, 1H, OH) ; 7,00 (ddd,
IH, 334 = 3 = 8,4 Hz, Upn = 2,4 Hz, H)) ; 7,17 (ddd, 1H, *Jnr =Iur= 92 Hz, “Jyn=
2,4 Hz, Hy) ; 7,44 (m, 3H, Hy2e) ; 7,64 (d, 2H, %) = 8,3 Hz, Hs;) ; 7,78 (s, 1H, Hy) ; 8,32 (s,
1H, Hy).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

44,1 (C) ; 46,1 (2C, Cy¢) ; 56,1 (Co) ; 62,2 (C)) ; 63,3 (Co) ; 65,5 (2C, Cx-5) ; 75,5 (Cq) ;
103,9 (Cp) ; 110,9 (C)) ; 126,3 (Cy) ; 127,7 (2C, Css) ; 129,5 (2C, Cye) ; 130,1 (Cy) ; 132,9
(Cy) ; 145,1 (C4) ; 1455 (C,) ; 150,7 (Cp).

Cq et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :
1102 (v C-F) ; 1167 (vs SO3) ; 1270 (v C-N) : 1348 (vas SO,) ; 1503 et 1615 (v C=C et
v C=N) ; 3423 (v O-H).

Masse :
508,0 (M+H)+.
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Partie A

4-({[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)
propyllméthylamino}méthyl)-N-(propyl)benzénesulfonamide (38)

/

N— \
Cristaux beiges . 4_\\,\'
7

CaoH27F2N503S N
M, = 479,56 ™ °
R¢ = 0,40 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5) 2 . 0

3 //S\H
F°C = 52-53 o” N

Rendement = 61%

Le composé 38 est synthétisé selon la méthode O a partir de 138 mg (0,51 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-méthylamino-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 et 150 mg (0,51
mmol, 1 éq) de 4-(bromométhyl)-N-(propyl)benzénesulfonamide 29.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

0,81 (t, 3H, 3] = 7,2 Hz, CH,CH,CHj) ; 1,38 (m, 2H, CH,CH,CHs) ; 2,13 (s, 3H, Hp) ; 2,69
(9, 2H, 3 = 7,2 Hz, NHCH,CH,) ; 2,80 (d, 1H, % = 13,6 Hz, H,) ; 3,07 (d, 1H, 2 = 13,6 Hz,
He) ; 3,50 (d, 1H, 21 = 14,0 Hz, H)) ; 3,69 (d, 1H, %) = 14,0 Hz, H)) ; 4,53 (d, 1H, %J = 14,4 Hz,
He) ; 4,59 (d, 1H, % = 14,4 Hz, He) ; 5,83 (s, 1H, OH) ; 7,00 (ddd, 1H, *Jir = *Jpy = 8,4 Hz,
“Jun =24 Hz, H)) ; 7,18 (ddd, 1H, *Jpr = *Iwr = 9,2 Hz, “Jun = 2,4 Hz, Hy) ; 7,29 (d, 2H,
%) = 7,6 Hz, Hae) ; 7,45 (ddd, 1H, Ju.n = 8,4 Hz, “Jir = *V’he = 6,8 Hz, Hy) ; 7,54 (m, 1H,
NH) : 7,68 (d, 2H, 31 = 7,6 Hz, Hss) ; 7,79 (s, 1H, Hp) ; 8,33 (s, 1H, Hy).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

11,3 (CH,CH,CHs) ; 22,5 (CH2CH,CH3) ; 43,9 (Cp) ; 44,5 (NHCH,CH,) ; 56,0 (Ce) ; 62,1
(C)) ;63,2 (Cc) ; 75,5 (Cq) ; 103,9 (Cp) ; 110,8 (Cj) ; 126,2 (Cr) ; 126,4 (2C, Cs5) ; 129,1 (2C,
Cas) ; 130,0 (Cy) ; 139,2 (C1) ; 144,1 (C4) ; 145,1 (Ca) ; 150,7 (Cy) ; 159,2 (Ci) ; 161,9 (Cy).

IR (KBr, cm™) :
1092 (v C-F) ; 1160 (vs SOy) ; 1273 (v C-N) ; 1323 (vas SOp) ; 1502, 1617 (v C=C et v C=N) ;
2873 (vs CH3) ; 2965 (vas CH3) ; 3285, 3452 (v O-H et v N-H).

Masse :
480,2 (M+H)+.

151



Partie A

4-({[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)
propyllméthylamino}méthyl)-N-(isopropyl)benzénesulfonamide (39)

Cristaux blancs

C2oH27F2N505S .

M, = 479,56 ™ ;

R¢ = 0,20 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2) 2 . 0
3 //S\H

F°C =135-136
Rendement = 80%

Le composé 39 est synthétisé selon la méthode O a partir de 130 mg (0,49 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-méthylamino-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 et 142 mg (0,49
mmol, 1 éq) de 4-(bromométhyl)-N-(isopropyl)benzénesulfonamide 30.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

0,95 (d, 6H, %) = 6,4 Hz, 2 CHs) ; 2,13 (s, 3H, Hpn) ; 2,79 (d, 1H, % = 13,7 Hz, H.) ; 3,06 (d,
1H, 2) = 13,7 Hz, H) ; 3,25 (m, 1H, CH(CHa),) ; 3,50 (d, 1H, 2 = 13,4 Hz, H)) ; 3,69 (d, 1H,
2J=13,4 Hz, H)) ; 4,51 (d, 1H, 23 = 14,3 Hz, H,) ; 4,60 (d, 1H, 21 = 14,3 Hz, He) ; 5,82 (s, 1H,
OH) ; 7,00 (ddd, 1H, *Jpr=3Jnn = 8,4 Hz, V= 2,4 Hz, H)) ; 7,18 (ddd, 1H, *Jyr = *Phe =
9,2 Hz, *Jqi = 2,4 Hz, Hy) ; 7,29 (d, 2H, %) = 8,0 Hz, Hag) ; 7,45 (ddd, 1H, *J4. = 8,4 Hz,
e =*THe=6,8 Hz, HY) ; 7,54 (d, 1H, %1 = 7,3 Hz, NH) ; 7,70 (d, 2H, 3J = 8,0 Hz, Hs5s) ;
7,78 (s, 1H, Hy) ; 8,32 (s, 1H, Ha).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

23,3 (2C, CH3) ; 44,0 (Cp) ; 45,4 (CH(CHa)y) ; 56,0 (Ce) ; 62,1 (C)) ; 63,2 (Ce) ; 75,5 (Cy) ;
103,9 (Cp) ; 110,8 (C)) ; 126,1 (Cy) ; 126,4 (2C, Cs5) ; 129,2 (2C, Cyg) ; 130,1 (Cy) ; 140,5
(Cy1) ; 144,0 (Cy) ; 145,1 (Cy) ; 150,7 (Cy) ; 159,2 (Ci) ; 161,9 (Cy).

IR (KBr, cm™) :
1148 (vs SO2) ; 1316 (vas SO2) ; 1429,1504 et 1616 (v C=C et v C=N) ; 2970 (v C-Haipn)
3281-3440 (v O-H et v N-H).

Masse :
480,0 (M+H)+.
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Partie A

4-({[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
yDpropyllméthylamino}méthyl)-N-(isobutyl)benzénesulfonamide (40)

(i
Huile incolore b(_\\N
e
Ca3H29F2N503S \ .
M, = 493,59 ™ 5

R¢ = 0,25 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
Rendement = 81%

Le composé 40 est synthétisé selon la méthode O a partir de 131 mg (0,49 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-méthylamino-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 et 150 mg (0,49
mmol, 1 éq) de 4-(bromométhyl)-N-(isobutyl)benzénesulfonamide 31.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

0,82 (d, 6H, 3J = 6,7 Hz, 2 CH3) ; 1,63 (m, 1H, CH(CHs),) ; 2,12 (s, 3H, Hm) ; 2,78 (d, 1H,
2 =13,7 Hz, H.) ; 3,07 (d, 1H, % = 13,7 Hz, H.) ; 3,35 (m, 2H, CH,) : 3,49 (d, 1H, 21 = 13,7
Hz, H) ; 3,70 (d, 1H, 23 = 13,7 Hz, H)) ; 4,52 (d, 1H, 2J = 14,3 Hz, H,) ; 4,60 (d, 1H, 21 = 14,3
Hz, He) ; 5,82 (s, 1H, OH) ; 7,00 (ddd, 1H, *Jur = *Jpy = 8,4 Hz, ‘= 2,4 Hz, H)) ; 7,18
(ddd, 1H, *Jnr = *Phe = 9,2 Hz, “0pn = 2,4 Hz, Hy) ; 7,28 (d, 2H, %) = 8,5 Hz, Hyg) ; 7,45
(ddd, 1H, Iy = 8,4 Hz, “Jpr = *Vhe = 6,8 Hz, Hy) ; 7,56 (t, 1H, %1 = 6,1 Hz, NH) ; 7,68 (d,
2H,31=8,5Hz, Hss) ; 7,79 (s, 1H, Hp) ; 8,32 (s, 1H, Hy).

RMN 2C (100 MHz, DMSO dg) :

20,1 (2C, CHs) ; 28,2 (CH(CHs3),) ; 44,0 (Crn) ; 50,2 (CH,) ; 56,0 (Ce) ; 62,1 (C)) ; 63,1 (Co) ;
75,5 (Cg) ; 103,9 (Cy) ; 110,8 (C)) ; 126,2 (Cy) ; 126,4 (2C, Css) ; 129,2 (2C, Cyg) ; 130,2
(Cy) ; 139,3 (Cy) ; 144,1 (Cy4) ; 145,1 (C,) ; 150,7 (Cp) ; 159,2 (C) ; 161,9 (Cy).

IR (NaCl, cm™) :
1138 (vs SO2) ; 1313 (vas SO2) ; 1472 et 1600 (v C=C) ; 2937 (v C-Haipn) ; 3267 (v O-H et
v N-H).

Masse :
4940 (M+H)+.
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Partie A

4-({[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
yl)propyllméthylamino}methyl)-N-(phényl)benzenesulfonamide (41)

Cristaux beiges

C2sH25F2Ns03S

M, = 513,58

R¢ = 0,20 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C =128-129

Rendement = 82%

Le composé 41 est synthétisé selon la méthode O a partir de 82 mg (0,31 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-méthylamino-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 et 100 mg (0,31
mmol, 1 éq) de 4-(bromométhyl)-N-(phényl)benzeénesulfonamide 32.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,08 (3H, s, Hm) ; 2,76 (1H, d, % = 13,6 Hz, Hc) ; 3,03 (1H, d, %J = 13,6 Hz, H,) ; 3,45 (1H, d,
2J=14,4Hz, H)) ; 3,64 (1H, d, 20 = 14,4 Hz, H)) ; 4,51 (1H, d, 1 = 14,0 Hz, H,) ; 4,57 (1H, d,
2) = 14,0 Hz, He) ; 5,79 (1H, s, OH) ; 6,97 (1H, ddd, *Ji.r = 3Jpn = 8,4 Hz, “Upn = 2,4 Hz,
H;) ; 7,04 (1H, t, %) = 7,2 Hz, Hy) ; 7,09-7,16 (3H, m, Hy»¢) ; 7,23-7,26 (4H, m, Hyg35) ;
7,42 (1H, ddd, )y = 8,4 Hz, *Jnr = 1’hr = 6,8 Hz, Hy) ; 7,64 (2H, d, 3 = 8,0 Hz, Hss) ;
7,78 (1H, s, Hp) ; 8,31 (1H, s, Hy) ; 10,24 (1H, se, NH).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

439 (Cp) ; 56,0 (Ce) ; 62,1 (Cy) ; 63,3 (Co) ; 75,5 (Cy) ; 103,8 (Cp) ; 110,7 (C;) ; 120,2 (2C,
Cre); 124,2 (C4) ; 126,2 (Cr) ; 126,6 (2C, Cs55) ; 129,1 (2C, Cz6) ; 129,3 (2C, Cx5) ; 130,1
(Cy) ; 137,9 (Cy*) ; 138,1 (Cy) ; 144,8 (C4) ; 145,1 (Ca) ; 150,6 (Cp).

Cgq et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :
1092 (v C-F) ; 1159 (vs SOy) ; 1271 (v C-N) ; 1339 (vas SOy) ; 1498, 1613 (v C=C et v C=N) ;
3465 (v O-H et v N-H).

Masse :
5141 (M+H)+.
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Partie A

4-({[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]
meéthylamino}méthyl)-N-(4-propylphényl)benzénesulfonamide (42)

Poudre blanche

CagH31F2Ns03S

M, = 555,66

R¢ = 0,25 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C =77-78

Rendement = 72%

Le composé 42 est synthétisé selon la méthode O a partir de 87 mg (0,33 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-méthylamino-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 et 120 mg (0,33
mmol, 1 éq) de 4-(bromométhyl)-N-(4-propylphényl)benzénesulfonamide 33.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

0,84 (t, 3H, 3 = 7,2 Hz, CH,CH,CHjs) ; 1,51 (sext, 2H, *J = 7,2 Hz, CH,CH,CHs) ; 2,08 (s,
3H, Hm) ; 2,45 (t, 2H, 3] = 7,2 Hz, CH,CH,CHs) ; 2,76 (d, 1H, 2J = 14,0 Hz, H,) ; 3,02 (d, 1H,
2J=14,0 Hz, H) ; 3,45 (d, 1H, 2 = 14,0 Hz, H)) ; 3,64 (d, 1H, 1 = 14,0 Hz, H)) ; 4,51 (d, 1H,
2 = 13,2 Hz, He) ; 4,57 (d, 1H, 2 = 13,2 Hz, He) ; 5,79 (s, 1H, OH) ; 6,95-7,06 (m, 5H,
Hizase) ; 7,12 (ddd, 1H, e = *Twe = 9,2 Hz, Upn = 2,4 Hz, Hy) ; 7,22 (d, 2H, % = 7,6
Hz, Hae) ; 7,42 (ddd, 1H, *Jy.n = 8,4 Hz, “Jur =*V’hr = 6,8 Hz, Hy) ; 7,61 (d, 2H, %) = 7,6 Hz,
Hss) ; 7,78 (s, 1H, Hp) ; 8,31 (s, 1H, Ha) ; 10,09 (se, 1H, NH).

RMN **C (100 MHz, DMSO d) :

13,7 (CH2CH,CHa) ; 24,1 (CH,CH2CHs3) ; 36,6 (CH2CH,CHa) ; 43,9 (Cry) ; 56,0 (Ce) ; 62,1
(C); 63,2 (Cc); 755 (Cy) ; 103,9 (Ch) ; 110,8 (Cy) ; 120,7 (2C, Cs-5) ; 126,1 (Cy) ; 126,6 (2C,
Css) 5 129,1 (4C, Cyp26) 5 130,1 (Cy) ; 135,4 (Cy) ; 138,2 (Cy) ; 138,3 (Cy) ; 144,7 (Cs) ;
145,1 (C,) ; 150,1 (Cy).

Cgq et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :

1093 (v C-F) ; 1159 (vs SOy) ; 1277 (v C-N) ; 1335 (vas SO,) ; 1460, 1507, 1615 (v C=C et
v C=N) ; 2860 (vs CH2) ; 2929 (v4s CHy) ; 3455 (v O-H et v N-H).

Masse :

556,1 (M+H)*.
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Partie A

4-({[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]
meéthylamino}meéthyl)-N-(4-isopropylphényl)benzénesulfonamide (43)

Poudre blanche

CagH31F2Ns03S

M, = 555,66

R¢ = 0,20 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 8)
F°C =67-68

Rendement = 75%

Le composé 43 est synthétisé selon la méthode O a partir de 87 mg (0,33 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-méthylamino-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 et 120 mg (0,33
mmol, 1 éq) de 4-(bromométhyl)-N-(4-isopropylphényl)benzénesulfonamide 34.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,13 (d, 6H, %) = 6,8 Hz, 2 CH3) ; 2,08 (s, 3H, Hy) ; 2,74-2,82 (m, 2H, CH(CHs),, Ho) ; 3,03
(d, 1H, 23 = 13,6 Hz, H.) : 3,45 (d, 1H, 2J = 14,4 Hz, H)) ; 3,65 (d, 1H, 2 = 14,4 Hz, H)) ; 4,51
(d, 1H, 23 = 14,0 Hz, Ho) ; 4,57 (d, 1H, 2 = 14,0 Hz, He) ; 5,79 (s, 1H, OH) ; 6,97 (m, 1H,
H;) ; 7,00 (d, 2H, %) = 8,0 Hz, Hy.5) ; 7,10 (M, 3H, Hy>g) ; 7,23 (d, 2H, 3] = 7,6 Hz, Hyg) ;
7,42 (ddd, 1H, )y = 8,4 Hz, *Jnr = 1’hr = 6,8 Hz, Hy) ; 7,63 (d, 2H, 3 = 7,6 Hz, Hss) ;
7,77 (s, 1H, Hp) ; 8,31 (s, 1H, Hy) ; 10,12 (s, 1H, NH).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :
24,9 (2C, CH3) ; 32,8 (CH(CHa),) ; 44,0 (Cn) ; 56,0 (Ce) ; 62,1 (C)) ; 63,2 (Ce) ; 75,5 (Cy) ;
103,9 (C) ; 110,8 (C)) ; 120,7 (2C, Cy5) ; 126,2 (C) ; 126,6 (2C, Cs5) ; 127,0 (2C, Cyrg) ;
129,1 (2C, Cze) ; 130,0 (Cy) ; 135,5 (Cy) ; 138,4 (Cy’) ; 144,4 (Cy) ; 144,7 (Cs) ; 1451 (Cy) ;
150,1 (Cp) ; 159,1 (C;) ; 161,8 (Cy).

IR (KBr, cm™) :
1092 (v C-F) : 1160 (vs SO7) ; 1275 (v C-N) : 1327 (vas SO,) ; 1461, 1508, 1616 (v C=C et
v C=N) ; 2864 (vs CHs) ; 2960 (vas CH3) ; 3448 (v O-H et v N-H).

Masse :
556,1 (M+H)+.
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Partie A

4-({[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]
methylamino}méthyl)-N-(4-nitrophényl)benzenesulfonamide (44)

Poudre jaune

C25H24F2NgOsS

M, = 558,58

R¢ = 0,25 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C = 96-97

Rendement = 33% (2 étapes)

T

Le composé 44 est synthétisé selon la méthode O a partir de 145 mg (0,54 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-méthylamino-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 et 200 mg (0,54
mmol, 1 éq) de 4-(bromométhyl)-N-(4-nitrophényl)benzenesulfonamide 35.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,09 (s, 3H, Hm) ; 2,75 (d, 1H, 23 = 13,6 Hz, H.) ; 3,02 (d, 1H, 2J = 13,6 Hz, H,) ; 3,47 (d, 1H,
2J=14,4 Hz, H)) ; 3,65 (d, 1H, 23 = 14,4 Hz, H)) ; 4,48 (d, 1H, %1 = 14,0 Hz, H,) ; 4,56 (d, 1H,
2) = 14,0 Hz, He) ; 5,79 (s, 1H, OH) ; 6,96 (ddd, 1H, *Ji.r = *Jpn = 8,4 Hz, “pn = 2,4 Hz,
H;) ; 7,11 (ddd, 1H, 3Jr = *I4e = 9,2 Hz, Y0y = 2,4 Hz, Hp) ; 7,29-7,33 (M, 4H, Hy66) ;
7,41 (ddd, 1H, *J4.n = 8,4 Hz, ‘3. =*1°1r = 6,8 Hz, Hy) ; 7,76-7,78 (M, 3H, Hy,35) ; 8,16 (d,

2H, 3] = 8,8 Hz, Hy-5) ; 8,29 (s, 1H, Ha) ; 11,26 (s, 1H, NH).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

44,0 (Cr) ; 56,0 (Co) ; 62,0 (C)) ; 63,2 (Co) ; 75,5 (Cq) ; 103,7 (Cy) ; 111,0 (Cy) ; 118,1 (2C,
Crs) : 125,6 (2C, Cy5) ; 126,1 (Cp) ; 126,7 (2C, Cas) ; 129,5 (2C, Cag) ; 130,1 (Cy) ; 137,6

(C1); 142,7 (C1) ; 144,5 (C4) ; 145,1 (Cs) : 145,6 (Cs) ; 150,6 (C).

Cgq et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :

1090 (v C-F) ; 1161 (vs SOy) ; 1276 (v C-N) ; 1342 (vas SO2) ; 1500 (vas NOy) ; 1599 (v C=C) ;

3444 (v O-H et v N-H).

Masse :
559,0 (M+H)+.
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Partie A

2-(2,4-Difluorophényl)-1-[méthyl(4-nitrobenzyl)amino]-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (45)

-

Huile orange b £_>\N

Ci19H19F2Ns03 \ ;

M, = 403,40 '3 °

R¢ = 0,25 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2) 2 Z o,

Rendement = 77%

Le composé 45 est synthétisé selon la méthode O a partir de 1,24 g (4,63 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-méthylamino-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 et 1 g (4,63 mmol, 1
éq) de bromure de 4-nitrobenzyle.

RMN *H (250 MHz, DMSO d) :

2,13 (s, 3H, Hp) ; 2,79 (d, 1H, % = 13,7 Hz, H,) ; 3,10 (d, 1H, ) = 13,7 Hz, H.) ; 3,56 (d, 1H,
2J=14,3 Hz, H)) ; 3,77 (d, 1H, 2 = 14,3 Hz, H)) ; 4,53 (d, 1H, %1 = 14,0 Hz, H,) ; 4,61 (d, 1H,
2J = 14,0 Hz, He) : 5,85 (s, 1H, OH) : 7,00 (ddd, 1H, *Jir = Jpn = 8,4 Hz, “Jhn = 2,4 Hz,
Hj) ; 7,19 (ddd, 1H, *Jur = *Prr = 9,2 Hz, Y = 2,4 Hz, Hy) ; 7,38 (d, 2H, %) = 8,5 Hz,
Hae) ; 7,46 (ddd, 1H, %Jp.n = 8,4 Hz, e = *Vhe = 6,8 Hz, HY) ; 7,79 (s, 1H, Hp) ; 8,13 (d,
2H, 31 =8,5Hz, Hss) ; 8,32 (s, 1H, Hy).

IR (NaCl, cm™) :

1102 (v C-F) ; 1272 (v C-N) ; 1347 (vs NO,) ; 1421 (v C=C) ; 1514 (vas NO,) : 1609
(v C=N) ; 2948 (v C-Haipn) ; 3381 (v O-H).
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Partie A

1-[(4-Aminobenzyl)méthylamino]-2-(2,4-difluorophényl)-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (46)

Poudre beige

C19H21F2NsO

M, = 373,42

R¢ = 0,40 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C = 86-87

Rendement = 72%

(N A

Méthode P :

Dissoudre 1,4 g (3,47 mmol) de 2-(2,4-difluorophényl)-1-[méthyl(4-nitrobenzyl)amino]-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 45 dans 100 mL d’éthanol absolu et ajouter 140 mg (10%
en masse) de palladium sur charbon a 5%. Agiter a température ambiante sous 5 bars
d’hydrogéne pendant 2 heures. Filtrer sur célite, rincer au dichlorométhane et évaporer a sec.
Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant au
dichlorométhane puis avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 98 / 2.

RMN H (250 MHz, DMSO d) :

2,07 (s, 3H, Hp) ; 2,78 (d, 1H, 2 = 14,0 Hz, H.) ; 2,93 (d, 1H, 23 = 14,0 Hz, H.) ; 3,26 (d, 1H,
2J=14,0 Hz, H)) ; 3,34 (d, 1H, 23 = 14,0 Hz, H)) ; 4,48 (d, 1H, % = 14,3 Hz, H.) ; 4,56 (d, 1H,
2J=14,3 Hz, He) ; 4,95 (se, 2H, NH,) ; 5,70 (s, 1H, OH) ; 6,47 (d, 2H, %) = 8,2 Hz, H3s) ; 6,77
(d, 2H, ®J = 8,2 Hz, Hy) ; 6,98 (ddd, 1H, *Jyr = *Jp = 8,4 Hz, Yy = 2,4 Hz, H;) ; 7,17 (ddd,
IH, 34 = e = 9,2 Hz, “Upn = 2,4 Hz, Hy) ; 7,43 (ddd, 1H, Jhn = 8,4 Hz, ‘U =V he=
6,8 Hz, Hy) ; 7,75 (s, 1H, Hy) ; 8,31 (s, 1H, H,).

IR (KBr, cm™) :
1129 (vC-F) ; 1280 (v C-N) ; 1507, 1617 (v C=C et v C=N) ; 3211-3308 (v O-H et v N-H).
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Partie A

N-[4-({[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]
méthylamino}méthyl)phényl]propane-2-sulfonamide (47)

Poudre blanche

C22H27F2N503S

M, = 479,56

R¢ = 0,10 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C = 60-61

Rendement = 47%

Méthode Q1 :

Dissoudre sous argon 150 mg (0,40 mmol) de 1-[(4-aminobenzyl)méthylamino]-2-(2,4-
difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 46 dans 2 mL de pyridine. Ajouter 49
pL (0,44 mmol, 1,1 éq) de chlorure d’isopropylsulfonyle et agiter sous argon a température
ambiante pendant 2 heures. Evaporer le solvant. Reprendre a 1’eau et extraire le produit au
dichlorométhane. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et
évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant
au dichlorométhane puis avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 99/ 1.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,24 (d, 6H, 3 = 6,8 Hz, 2 CH3) ; 2,10 (s, 3H, Him) ; 2,77 (d, 1H, %) = 13,6 Hz, H,) ; 2,98 (d,
1H, 2J = 13,6 Hz, H) ; 3,20 (m, 1H, CH(CHs),) ; 3,40 (d, 1H, 21 = 13,2 Hz, H)) ; 3,50 (d, 1H,
2J=13,2 Hz, H)) ; 4,47 (d, 1H, 2 = 14,4 Hz, H,) ; 4,56 (d, 1H, 21 = 14,4 Hz, He) ; 5,74 (s, 1H,
OH) ; 7,00 (ddd, 1H, *Jpr = *Jun = 8,4 Hz, ‘= 2,4 Hz, H)) ; 7,04 (d, 2H, %) = 8,8 Hz,
Hss) ; 7,14 (d, 2H, %) = 8,8 Hz, Hye) ; 7,17 (ddd, 1H, *Jue = *he = 9,2 Hz, Y= 2,4 Hz,
Hr) ; 7,44 (ddd, 1H, *Jin = 8,4 Hz, “Jpe =*1hr = 6,8 Hz, Hy) ; 7,77 (5, 1H, Hy) ; 8,31 (s, 1H,
Ha) ; 9,70 (se, 1H, NH).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

16,3 (2C, CHs) : 43,9 (Cn) ; 51,3 (CH(CHs),) ; 56,0 (Ce) ; 62,2 (C)) ; 63,0 (Co) ; 75,1 (Cy) ;
103,7 (Ch) ; 110,9 (Cj) ; 119,4 (2C, Cye) ; 126,4 (C) ; 129,8 (2C, Cs;) ; 130,1 (Cy) ; 134,4
(C1) ; 137,4 (C4) ; 145,0 (Cy) ; 150,6 (Cp).

Cq et Cj non visibles.
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Partie A

IR (KBr,cm™) :
1140 (vs SOy) ; 1326 (vas SO) ; 1508, 1620 (v C=C et v C=N) ; 3445 (v O-H et v N-H).

Masse :
481,0 (M+H)".
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Partie A

N-[4-({[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]
méthylamino}méthyl)phényl]benzénesulfonamide (48)

Poudre blanche Q_)\N \
CasH25F2N503S N

M, =513,58

R¢ = 0,15 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C = 125-126

Rendement = 68%

Méthode Q2 :

Mettre en solution sous argon 5 mg (0,04 mmol, 0,1 éq) d’indium dans 3 mL d’acétonitrile.
Ajouter 150 mg (0,40 mmol) de 1-[(4-aminobenzyl)méthylamino]-2-(2,4-difluorophényl)-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 46 et 52 pL (0,40 mmol, 1 éq) de chlorure de
benzénesulfonyle. Agiter sous argon a température ambiante pendant 15 heures. Evaporer le
solvant. Reprendre a 1’eau et extraire le produit au dichlorométhane. Sécher les phases
organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu
d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant au dichlorométhane puis avec
un mélange dichlorométhane / éthanol : 99/ 1.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,04 (s, 3H, Hp) ; 2,73 (d, 1H, 21 = 13,6 Hz, H.) ; 2,95 (d, 1H, 2J = 13,6 Hz, H,) ; 3,31 (d, 1H,
2J=13,2 Hz, H)) ; 3,44 (d, 1H, 2 = 13,2 Hz, H)) ; 4,47 (d, 1H, % = 14,4 Hz, H.) ; 4,54 (d, 1H,
2)=14,4 Hz, H) ; 5,72 (s, 1H, OH) ; 6,94-7,00 (m, 5H, H;235¢) ; 7,13 (ddd, 1H, *Jir =3I nr
=9,2 Hz, “Uyn= 2,4 Hz, Hy) ; 7,41 (ddd, 1H, *Jip = 8,4 Hz, “Upe =*1’hr = 6,8 Hz, Hy) ; 7,56
(d, 2H, % = 7,6 Hz, Hy-5) ; 7,63 (s, 1H, Hy) ; 7,75-7,77 (M, 3H, Hua6) ; 8,30 (5, 1H, Hy) ;
10,19 (se, 1H, NH).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

43,8 (Cn) ; 56,0 (Ce) ; 62,2 (Cy) ; 63,0 (Cc) ; 75,2 (Cy) ; 103,8 (Ch) ; 110,7 (Cj) ; 120,2 (2C,
Cae) ; 126,3 (Cy) ; 126,8 (2C, Cr¢) ; 129,4 (2C, C3.5) ; 129,5 (2C, C35) ; 130,0 (Cy) ; 133,0
(C4) ; 135,0 (C1) ; 136,5 (C4) ; 139,7 (C1) ; 145,0 (Cy) ; 150,6 (Cp).

Cq et Cj non visibles.

162



Partie A

IR (KBr,cm™) :
1158 (vs SOy) ; 1331 (vas SOy) ; 1506, 1619 (v C=C et v C=N) ; 3450 (v O-H et v N-H).

Masse :
515,0 (M+H)".
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Partie A

N-[4-({[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]
méthylamino}méthyl)phényl]-4-isopropylbenzénesulfonamide (49)

@ N

Poudre beige

CagH31F2Ns03S

M, = 555,66

R¢ = 0,50 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C =92-93

Rendement = 67%

Le composé 49 est synthétisé selon la méthode Q2 a partir de 100 mg (0,27 mmol) de 1-[(4-
aminobenzyl)méthylamino]-2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 46 et
48 uL (0,27 mmol, 1 éq) de chlorure de 4-isopropylbenzenesulfonyle.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,19 (d, 6H, ) = 6,8 Hz, 2 CH3) ; 2,04 (s, 3H, Hp) ; 2,73 (d, 1H, % = 13,6 Hz, H) ; 2,93-2,98
(m, 2H, CH(CHa),, Ho) ; 3,31 (d, 1H, % = 13,2 Hz, H)) ; 3,45 (d, 1H, 2J = 13,2 Hz, H)) ; 4,48
(d, 1H, 23 = 14,4 Hz, He) ; 4,54 (d, 1H, %) = 14,4 Hz, He) ; 5,72 (s, 1H, OH) ; 6,94-7,01 (m,
5H, Hj2356) ; 7,11 (ddd, 1H, *Jyr = *1wr = 9,2 Hz, Y44 = 2,4 Hz, Hy) ; 7,38-7,44 (m, 3H,
Hiss) ; 7,69 (d, 2H, 31 = 8,4 Hz, Hy ) ; 7,76 (s, 1H, Hy) ; 8,30 (s, 1H, Hy) ; 10,19 (se, 1H,
NH).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

23,5 (2C, CH3) ; 33,5 (CH(CHs),) ; 43,8 (Cr) ; 56,0 (Co) ; 62,2 (C)) ; 63,2 (Ce) ; 75,2 (Cq) ;
103,8 (Cy) ; 110,7 (C)) ; 119,8 (2C, Cyg) ; 126,3 (Cr) ; 126,9 (2C, Cyr¢) ; 127,3 (2C, Cx5) ;
129,6 (2C, Cs;) ; 130,0 (Cy) ; 134,8 (C4) ; 136,7 (Cy) ; 137,4 (C4) ; 145,0 (Ca) ; 150,6 (Cy) ;
153,7 (Cy).

Cgq et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :
1087 (v C-F) ; 1162 (vs SO,) ; 1328 (vas SO,) ; 1508, 1618 (v C=C et v C=N) ; 2958
(v C-Haiipn.) ; 3450 (v O-H et v N-H).

Masse :
556,2 (M+H)+.
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Partie A

N-[4-({[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]
méthylamino}meéthyl)phényl]-4-nitrobenzénesulfonamide (50)

Poudre jaune pale

CosH24F2NgOsS 6
M, = 558,58 ' °
R¢ = 0,10 (dichlorométhane / éthanol : 98/ 2) 2 R o
3 \S/ 6
F°C =159-160 O// ) 5

Rendement = 29%

Le composé 50 est synthétisé selon la méthode Q2 a partir de 150 mg (0,40 mmol) de 1-[(4-
aminobenzyl)méthylamino]-2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 46 et
89 mg (0,40 mmol, 1 éq) de chlorure de 4-nitrobenzénesulfonyle.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,07 (s, 3H, Hm) ; 2,72 (d, 1H, %) = 14,0 Hz, Hc) ; 2,93 (d, 1H, %J = 14,0 Hz, H,) ; 3,33 (d, 1H,
2J=13,2 Hz, H)) ; 3,45 (d, 1H, 2 = 13,2 Hz, H)) ; 4,42 (d, 1H, %1 = 14,0 Hz, H,) ; 4,54 (d, 1H,
2J=14,0 Hz, He) ; 5,73 (s, 1H, OH) ; 6,94-7,00 (m, 5H, Hj2356) ; 7,12 (ddd, 1H, *Ji.r = °Ihr
=9,2 Hz, “04.n= 2,4 Hz, Hy) ; 7,40 (ddd, 1H, *Jip = 8,4 Hz, “Jpe =*1hr = 6,8 Hz, Hy) ; 7,75
(s, 1H, Hy) ; 7,99 (d, 2H, %) = 8,8 Hz, Hs.5") ; 8,30 (s, 1H, H,) ; 8,39 (d, 2H, %) = 8,8 Hz,
Ha ) ; 10,54 (se, 1H, NH).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

439 (Cp) ; 55,6 (Ce) ; 61,8 (C)) ; 62,8 (Co) ; 75,3 (Cy) ; 103,5 (Cp) ; 110,5 (C;) ; 120,8 (2C,
Cue) ; 124,8 (2C, Cy-5) ; 126,4 (Cy) ; 128,4 (2C, Cr) ; 129,8 (2C, C3s) ; 130,1 (Cy) ; 135,7
(C1) ; 135,8 (C4) ; 145,0 (C,) ; 145,1 (C;-) ; 150,6 (Cp) ; 150,1 (Cy).

Cgq et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :
1166 (vs SO2) ; 1350 (vas SO3) ; 1528 (vas NO,) ; 1623 (v C=N) ; 3450 (v O-H et v N-H).

Masse :
560,0 (M+H)+.

165




Partie A

2-(2,4-Difluorophényl)-1-[(4-iodobenzyl)methylamino]-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (51)

-

N a
Poudre blanche 4_\\N
N/

b

Ci9H19F2IN4O

M, = 484,30

Rf = 0,30 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C = 98-99 (Litt'* : 96-98)

Rendement = 92%

Le composé 51 est synthétisé selon la méthode O a partir de 1 g (3,73 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-méthylamino-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 et 1,107 g (3,73 mmol,
1 éq) de bromure de 4-iodobenzyle.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,09 (s, 3H, Hp) ; 2,77 (d, 1H, 21 = 13,7 Hz, H,) ; 3,04 (d, 1H, 2J = 13,7 Hz, H.) ; 3,38 (d, 1H,
2J=13,5Hz, H)) ; 3,55 (d, 1H, 23 = 13,5 Hz, H)) ; 4,53 (d, 1H, % = 14,3 Hz, H,) ; 4,58 (d, 1H,
2) = 14,3 Hz, He) ; 5,78 (s, 1H, OH) ; 6,92 (d, 2H, 3J = 8,0 Hz, Has) ; 6,99 (ddd, 1H, 3¢ =
30un =84 Hz, V=24 Hz, H)) ; 7,18 (ddd, 1H, *Jpr = *1wr = 9,2 Hz, U= 2,4 Hz, Hy) ;
7,44 (ddd, 1H, %)y = 8,4 Hz, “Jnr = T’hr = 6,8 Hz, Hy) ; 7,62 (d, 2H, 3] = 8,0 Hz, H3s) ;
7,78 (s, 1H, Hp) ; 8,31 (s, 1H, Hy).

IR (KBr,cm™) :
1127 (v C-F); 1272 (v C-N) ; 1495, 1613 (v C=C et v C=N) ; 3451(v O-H).
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Partie A

2-(2,4-Difluorophényl)-1-[(3-iodobenzyl)methylamino]-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (52)

Poudre blanche (2_},\' \
C19H10F2IN4O \
M, = 484,30

R¢ = 0,15 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C = 85-86 (Litt'™ : 71-73)

Rendement = 54%

Le composé 52 est synthétisé selon la méthode O a partir de 1 g (3,73 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-méthylamino-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 et 1,107 g (3,73 mmol,
1 éq) de bromure de 3-iodobenzyle.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,08 (s, 3H, Hm) ; 2,73 (d, 1H, % = 13,7 Hz, H,) ; 3,10 (d, 1H, %J = 13,7 Hz, H,) ; 3,30 (d, 1H,
2J=13,5Hz, H)) ; 3,61 (d, 1H, 23 = 13,5 Hz, H)) ; 4,52 (d, 1H, % = 14,2 Hz, H,) ; 4,57 (d, 1H,
2= 14,2 Hz, H) ; 5,84 (s, 1H, OH) ; 7,00 (ddd, 1H, *Ji.r = *Jpn = 8,4 Hz, “Upn = 2,4 Hz,
H;) ; 7,04-7,12 (m, 2H, Hsg) ; 7,19 (ddd, 1H, *Jpr = 31w = 9,2 Hz, Y34 = 2,4 Hz, Hy) ; 7,29
(s, 1H, Hy) ; 7,46 (ddd, 1H, %)y = 8,4 Hz, “Jhr =*Vhr = 6,8 Hz, HY) ; 7,57 (d, 1H, %1 = 7,6
Hz, Ha) ; 7,80 (s, 1H, Hy) ; 8,32 (s, 1H, H,).

IR (KBr,cm™) :

1141 (v C-F) ; 1277 (v C-N) ; 1415, 1498, 1613 (v C=C et v C=N) ; 3020 (v C-Hy) ; 3428
(v O-H).
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Partie A

2-(2,4-Difluorophenyl)-1-[(meéthylbiphényl-4-yl)méthylamino]-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (53)

Poudre blanche

CasH24F2N4O

M, = 434,49

R¢ = 0,10 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C=117-118

Rendement = 67%

Méthode R1 :

Dissoudre sous argon 200 mg (0,41 mmol) de 2-(2,4-difluorophényl)-1-[(4-iodobenzyl)
méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 51 dans 2 mL de toluéne puis ajouter 14
mg (0,012 mmol, 0,03 éq) de tétrakis(triphénylphosphine)palladium. Agiter a température
ambiante pendant 20 minutes. Ajouter alors 0,108 mL d’éthanol, 60 mg (0,50 mmol, 1,2 €q)
d’acide phénylboronique puis 0,248 mL de carbonate de sodium (2M). Agiter au reflux
pendant 3 heures. Apres retour a température ambiante, évaporer le solvant. Reprendre a
I’eau, extraire le produit avec du dichlorométhane et sécher les phases organiques sur sulfate
de sodium anhydre. Filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par
chromatographie sur gel de silice en éluant au dichlorométhane puis avec un mélange
dichlorométhane / éthanol : 99 / 1. Triturer le produit obtenu dans I’éther diéthylique et filtrer.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,13 (s, 3H, Hm) ; 2,82 (d, 1H, %) = 13,2 Hz, H,) ; 3,08 (d, 1H, %J = 13,2 Hz, H,) ; 3,48 (d, 1H,
2J=13,6 Hz, H)) ; 3,64 (d, 1H, 23 = 13,6 Hz, H)) ; 4,55 (d, 1H, %1 = 14,0 Hz, H,) ; 4,61 (d, 1H,
2) = 14,0 Hz, He) ; 5,80 (s, 1H, OH) ; 7,01 (ddd, 1H, *Ji.r = 3Jpn = 8,4 Hz, “Upn = 2,4 Hz,
H;) ; 7,17-7,23 (m, 3H, Hh6) ; 7,36-7,40 (M, 1H, Hy) ; 7,45-7,50 (m, 3H, Hi35) ; 7,57 (d,

2H, %)= 8,0 Hz, Hss) ; 7,67 (d, 2H, 33 = 8,0 Hz, Hy-¢) ; 7,78 (s, 1H, Hy) ; 8,33 (s, 1H, H,).

RMN C (100 MHz, DMSO dg) :

438 (Cm) ; 56,1 (Ce) ; 62,4 (C)) ; 63,2 (Co) ; 75,2 (Cg) ; 103,5 (Cp) ; 110,3 (C)) ; 1264 (Cy) ;
126,5 (2C, Css) ; 126,7 (2C, Cog) ; 127,4 (C4) ; 129,1 (2C, Cs:5) ; 129,3 (2C, Cp) ; 130,1

(Cy); 138,4 (Cy) ; 138,9 (Cy) ; 140,2 (Cy) ; 144,8 (Cy) ; 150,6 (Cy).

Cgq et Ci non visibles.
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Partie A

IR (KBr,cm™) :
1132 (v C-F) ; 1267 (v C-N) ; 1495, 1614 (v C=C et v C=N) ; 3450 (v O-H).

Masse :
435,5 (M+H)".

169



Partie A

2-(2,4-Difluorophenyl)-1-[(meéthylbiphényl-3-yl)méthylamino]-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (54)

Poudre blanche

CasH24F2N4O

M, = 434,49

R¢ = 0,20 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C =74-75

Rendement = 56%

Le compose 54 est synthétisé selon la méthode R1 a partir de 200 mg (0,41 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-[(3-iodobenzyl)méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 52 et 60
mg (0,50 mmol, 1,2 éq) d’acide phénylboronique.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,11 (s, 3H, Hm) ; 2,79 (d, 1H, %) = 13,6 Hz, H,) ; 3,16 (d, 1H, %J = 13,6 Hz, H,) ; 3,43 (d, 1H,
2J=13,2 Hz, H)) ; 3,72 (d, 1H, 2 = 13,2 Hz, H)) ; 4,53 (d, 1H, %1 = 14,0 Hz, H,) ; 4,58 (d, 1H,
2) = 14,0 Hz, He) ; 5,84 (s, 1H, OH) ; 7,00 (ddd, 1H, *Ji.r = *Jpn = 8,4 Hz, “Upn = 2,4 Hz,
H;) ; 7,10 (d, 1H, *J = 7,6 Hz, He) ; 7,17 (ddd, 1H, *Jir = °hr = 9,2 Hz, “Upn= 2,4 Hz, Hy) ;
7,26 (s, 1H, Hy) ; 7,36 (t, 1H, ) = 7,6 Hz, Hs) ; 7,40 (d, 1H, % = 7,6 Hz, H,) ; 7,34-7,60 (m,

>>>>>

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

43,7 (Cn) ; 56,2 (Ce) ; 62,6 (Cy) ; 63,3 (Ce) ; 75,5 (Cq) ; 103,8 (Cp) ; 110,8 (C)) ; 125,4 (Cy) ;
126,4 (Cy) ; 126,8 (2C, Cys) ; 126,9 (C,) ; 127,5 (C4) ; 127,9 (Ce) ; 128,8 (Cs) ; 129,0 (2C,
Cy.s); 130,1 (Cy) ; 140,0 (Cy) ; 140,1 (Cy) ; 140,3 (C4) ; 145,1 (Cy) ; 150,6 (Cp) ; 158,9 (C) ;
161,6 (Cy).

IR (KBr, cm™) :
1133 (v C-F); 1267 (v C-N) ; 1501, 1618 (v C=C et v C=N) ; 3446 (v O-H).

Masse :
4352 (M+H)+.
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Partie A

2-(2,4-Difluoropheényl)-1-{[4-(4-méthoxyphényl)phénylméthyl]
meéthylamino}-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (55)

Poudre blanche

Ca6H26F2N4O2

M, = 464,52

R¢ = 0,25 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C =109-110

Rendement = 75%

Le compose 55 est synthétisé selon la méthode R1 a partir de 200 mg (0,41 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-[(4-iodobenzyl)méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 51 et 75
mg (0,50 mmol, 1,2 éq) d’acide 4-méthoxyphénylboronique.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,12 (s, 3H, Hm) ; 2,81 (d, 1H, %) = 13,6 Hz, H,) ; 3,07 (d, 1H, %J = 13,6 Hz, H,) ; 3,46 (d, 1H,
2J=13,2 Hz, H)) ; 3,61 (d, 1H, 2J = 13,2 Hz, H)) ; 3,82 (s, 3H, OCH3) ; 4,55 (d, 1H, 2J = 14,4
Hz, He) ; 4,61 (d, 1H, 2 = 14,4 Hz, H,) ; 5,79 (s, 1H, OH) ; 6,99 (ddd, 1H, *Jp.r = %Iy = 8,4
Hz, “Jnn= 2,4 Hz, Hj) ; 7,04 (d, 2H, 31 = 8,4 Hz, Hy-5) ; 7,16 (d, 2H, %) = 8,0 Hz, H,g) ; 7,20
(ddd, 1H, 34k = *Vhr = 9,2 Hz, “0un = 2,4 Hz, Hy) ; 7,48 (ddd, 1H, 33 = 8,4 Hz, “Jyr =
“I’we=6,8 Hz, Hy) ; 7,51 (d, 2H, ) = 8,0 Hz, Hss) ; 7,61 (d, 2H, 21 = 8,4 Hz, Hy ) ; 7,78 (s,
1H, Hy) ; 8,33 (5, 1H, H,).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

43,7 (Cm) ; 55,3 (OCHs) ; 56,1 (Ce) ; 62,5 (C)) ; 63,2 (Co) ; 75,2 (C) ; 103,9 (Cp) ; 110,8 (C)) ;
1145 (2C, Cy-5) ; 126,0 (2C, Cs5) ; 126,4 (Cy) ; 127,8 (2C, Cyg) ; 129,3 (2C, Cpp) ; 130,0
(Cy) ; 132,5 (Cy-) ; 137,6 (C4) ; 138,6 (C1) ; 145,1 (C,) ; 150,6 (Cy) ; 159,0 (Cy).

Cq et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :
1123 (v C-F) ; 1260 (v C-0) ; 1497, 1612 (v C=C et v C=N) ; 3450 (v O-H).

Masse :
465,1 (M+H)+.
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Partie A

1-{[4-(4-Cyanophényl)phénylméthyl]méthylamino}-2-(2,4-difluorophényl)-
3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (56)

Poudre blanche

C26H23F2NsO

M, = 459,59

R¢ = 0,30 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C =132-134

Rendement = 65%

Méthode R2 :

Dissoudre dans un tube sous argon 200 mg (0,41 mmol) de 2-(2,4-difluorophényl)-1-[(4-iodo
benzyl)méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 51 dans 2 mL d’acétonitrile.
Ajouter 2 mL de carbonate de sodium (2M), 61 mg (0,41 mmol, 1 éq) d’acide 4-cyanophényl
boronique puis 24 mg (0,021 mmol, 0,05 éq) de tétrakis(triphénylphosphine)palladium.
Laisser sous argon pendant 5 minutes puis sceller le tube. Agiter sous irradiation micro-ondes
(100w, 120°C) pendant 10 minutes. Reprendre a I’eau, extraire le produit avec du
dichlorométhane et sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre. Filtrer et
évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant
au dichlorométhane puis avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 99 / 1. Triturer 1’huile
jaune obtenue dans I’éther diéthylique pour obtenir une poudre blanche apres filtration.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,13 (s, 3H, Hm) ; 2,81 (d, 1H, %) = 13,6 Hz, Hc) ; 3,09 (d, 1H, %J = 13,6 Hz, H,) ; 3,49 (d, 1H,
2J=13,2 Hz, H)) ; 3,66 (d, 1H, 23 = 13,2 Hz, H)) ; 4,55 (d, 1H, %1 = 14,0 Hz, H,) ; 4,61 (d, 1H,
2 = 14,0 Hz, He) ; 5,81 (s, 1H, OH) ; 7,01 (ddd, 1H, *Ji.r = 3Jpn = 8,4 Hz, “Upn = 2,4 Hz,
H;) ; 7,20 (dd, 1H, 3J4r = Phe = 9,2 Hz, Hy) 5 7,24 (d, 2H, %) = 8,0 Hz, H,) ; 7,48 (ddd, 1H,
I = 8,4 Hz, “Jpr =*Vhr= 6,8 Hz, Hy) ; 7,67 (d, 2H, ) = 8,0 Hz, Hss) ; 7,79 (s, 1H, Hy) ;
7,90 (d, 2H, 3= 7,6 Hz, Hy¢) ; 7,95 (d, 2H, 31 = 7,6 Hz, H3-5) ; 8,32 (s, 1H, Ha).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

43,6 (Cm) ; 55,9 (Ce) ; 62,1 (C)) ; 63,0 (Co) ; 75,1 (Cq) ; 103,7 (Ch) ; 109,7 (C4) ; 110,5 (C)) ;
118,9 (CN) ; 126,7 (2C, Cs5) ; 127,3 (2C, Cy¢) ; 128,0 (Cy) ; 129,3 (2C, Cyzg) ; 130,0 (Cy) ;
132,8 (2C, Cy5) ; 136,7 (C4) ; 139,8 (Cy) ; 144,4 (Cy») ; 144,9 (C,) ; 150,4 (Cy).

Cgq et Ci non visibles.
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Partie A

IR (KBr,cm™) :
1108 (v C-F) ; 1272 (v C-N) ; 1503, 1615 (v C=C et v C=N) ; 2360 (v CN) ; 3451 (v O-H).

Masse :
460,1 (M+H)".

173



Partie A

1-{[3-(4-Cyanophényl)phénylmethyl]méthylamino}-2-(2,4-difluorophényl)-
3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (57)

Poudre blanche

C26H23F2NsO

M, = 459,59

R¢ = 0,20 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C = 45-46

Rendement = 70%

Le compose 57 est synthétisé selon la méthode R2 a partir de 200 mg (0,41 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-[(3-iodobenzyl)méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 52 et 61
mg (0,41 mmol, 1 éq) d’acide 4-cyanophénylboronique.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,12 (s, 3H, Hm) ; 2,78 (d, 1H, %J = 13,6 Hz, Hc) ; 3,16 (d, 1H, %J = 13,6 Hz, H,) ; 3,44 (d, 1H,
2J=13,4 Hz, H)) ; 3,73 (d, 1H, 23 = 13,4 Hz, H)) ; 4,52 (d, 1H, %1 = 14,1 Hz, H,) ; 4,58 (d, 1H,
2J=14,1 Hz, He) ; 5,85 (s, 1H, OH) ; 7,00 (m, 1H, H;) ; 7,14-7,19 (m, 2H, He) ; 7,31 (s, 1H,
H,) ; 7,41 (dd, 1H, ) =3’ = 7,6 Hz, Hs) ; 7,48 (m, 1H, Hy) ; 7,60 (d, 1H, %) = 7,6 Hz, Hy) ;
7,78-7,80 (M, 3H, Hy2¢) ; 7,95 (d, 2H, 31 = 8,0 Hz, H3-5) ; 8,32 (5, 1H, Hy).

RMN 2C (100 MHz, DMSO dg) :

43,8 (Cm) ; 56,2 (Co) ; 62,4 (C)) ; 63,2 (Co) ; 75,5 (Ca) ; 103,9 (Cp) ; 110,1 (C4) ; 110,8 (C)) ;
119,1 (CN) ; 125,7 (Cs) ; 126,4 (Cy) ; 127,2 (C2) ; 127,7 (2C, Ca-5) ; 129,0 (Cs) ; 129,1 (Ce) ;
130,0 (Cy) ; 133,0 (2C, Cs-5) ; 138,2 (C5) ; 140,4 (Cy) ; 144,8 (Cy) ; 1451 (Ca) ; 150,6 (Cp) ;
159,2 (Cj) ; 161,8 (Cy).

IR (KBr, cm™) :
1133 (v C-F); 1272 (v C-N) ; 1497, 1618 (v C=C et v C=N) ; 2216 (v CN) ; 3457 (v O-H).

Masse :
460,2 (M+H)*.
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Partie A

2-(2,4-Difluorophenyl)-1-{[4-(4-nitrophényl)phénylméthyl]
meéthylamino}-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (58)

Poudre jaune

CasH23F2Ns03

M, = 479,49

R¢ = 0,20 (dichlorométhane / éthanol : 99/ 1)
F°C = 125-126

Rendement = 62%

Le compose 58 est synthétisé selon la méthode R2 a partir de 200 mg (0,41 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-[(4-iodobenzyl)méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 51 et 68
mg (0,41 mmol, 1 éq) d’acide 4-nitrophénylboronique.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,12 (s, 3H, Hm) ; 2,81 (d, 1H, %J = 14,0 Hz, H,) ; 3,10 (d, 1H, %J = 14,0 Hz, H,) ; 3,50 (d, 1H,
2J=13,6 Hz, H)) ; 3,68 (d, 1H, 23 = 13,6 Hz, H)) ; 4,55 (d, 1H, %1 = 14,4 Hz, H,) ; 4,61 (d, 1H,
2) = 14,4 Hz, H) ; 5,81 (s, 1H, OH) ; 7,02 (ddd, 1H, *Ji.r = *Jpn = 8,4 Hz, “Upn = 2,4 Hz,
H;) ; 7,20 (m, 1H, Hy) ; 7,26 (d, 2H, %) = 8,0 Hz, Hye) ; 7,48 (ddd, 1H, %Jyp = 8,4 Hz, ‘e =
Y hr=6,8 Hz, Hy) ; 7,71 (d, 2H, 3 = 8,8 Hz, Hss) ; 7,79 (s, 1H, Hp) ; 7,99 (d, 2H, ) = 8,8
Hz, Hay¢) ; 8,32 (s, 1H, Hy) ; 8,33 (d, 2H, J = 8,8 Hz, H3.5').

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

43,8 (Cy) ; 56,1 (Ce) ; 62,3 (C)) ; 63,2 (Co) ; 75,3 (Cy) ; 104,1 (Cp) ; 110,9 (C;) ; 124,3 (2C,
Css5) ; 126,0 (Cy) ; 127,1 (2C, Css) ; 127,8 (2C, Cy¢) ; 129,5 (2C, Cap) ; 130,3 (Cy) ; 137,3
(C4) ; 140,4 (Cy) ; 145,1 (C,) ; 146,6 (C1') ; 148,3 (C4) ; 150,7 (Cp).

Cgq et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :
1338 (vs NOy) : 1496 (v C=C) ; 1508 (vas NOy) ; 1632 (v C=N) ; 3442 (v O-H),

Masse :
480,1 (M+H)+.
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Partie A

2-(2,4-Difluorophenyl)-1-{1[4-(4-trifluorométhylphényl)phénylmethy]
meéthylamino}-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (59)

Poudre blanche

CaeH23FsN4O

M, = 502,49

R¢ = 0,20 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C =92-93

Rendement = 65%

Le compose 59 est synthétisé selon la méthode R2 a partir de 200 mg (0,41 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-[(4-iodobenzyl)méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 51 et 78
mg (0,41 mmol, 1 éq) d’acide 4-trifluorométhylphénylboronique.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,13 (s, 3H, Hm) ; 2,81 (d, 1H, % = 13,9 Hz, H) ; 3,10 (d, 1H, %J = 13,9 Hz, H,) ; 3,49 (d, 1H,
2J=13,1 Hz, H)) ; 3,66 (d, 1H, 23 = 13,1 Hz, H)) ; 4,55 (d, 1H, %1 = 13,8 Hz, H,) ; 4,61 (d, 1H,
2 = 13,8 Hz, He) ; 5,81 (s, 1H, OH) ; 7,01 (ddd, 1H, *J4.r = 3Jpn = 8,4 Hz, “Upn = 2,4 Hz,
H;) ; 7,18-7,25 (M, 3H, Hn,26) ; 7,47 (ddd, 1H, )y = 8,4 Hz, ‘s = T’rr = 6,8 Hz, Hy) ;
7,65 (d, 2H, %) = 6,8 Hz, Has) ; 7,79 (s, 1H, Hp) ; 7,83 (d, 2H, 3 = 7,2 Hz, Hy¢) ; 7,91 (d, 2H,
31=72Hz, Hx5) ;8,33 (s, 1H, Hy).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

43,8 (Cp) ; 56,1 (Ce) ; 62,4 (Cy) ; 63,2 (Co) ; 75,3 (Cg) ; 103,9 (Cy) ; 110,9 (C)) ; 125,8 (CFs) ;
125,9 (2C, Cy¢) ; 126,4 (Cy) ; 126,9 (2C, C3.57) ; 127,5 (2C, Css) ; 127,9 (C4) ; 129,5 (2C,
Cap) ; 130,0 (Cy) ; 137,3 (C4) ; 139,7 (Cy) ; 144,1 (C;-) ; 145,1 (Cy) ; 150,7 (Cp).

Cgq et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :
1123 (v C-F) ; 1497, 1626 (v C=C et v C=N) ; 3452 (v O-H).

Masse :
503,1 (M+H)+.
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Partie A

2-(2,4-Difluorophenyl)-1-{[4-(pyridin-3-yl)phénylméthyl]
meéthylamino}-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (60)

Poudre blanche

C24H23F2NsO

M, = 435,48

R¢ = 0,05 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C =87-88

Rendement = 41%

Le compose 60 est synthétisé selon la méthode R2 a partir de 200 mg (0,41 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-[(4-iodobenzyl)méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 51 et 51
mg (0,41 mmol, 1 éq) d’acide pyridin-3-ylboronique.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,09 (s, 3H, Hm) ; 2,77 (d, 1H, %J = 14,0 Hz, H) ; 3,05 (d, 1H, %J = 14,0 Hz, H,) ; 3,45 (d, 1H,
2J=13,2 Hz, H)) ; 3,61 (d, 1H, 23 = 13,2 Hz, H)) ; 4,51 (d, 1H, % = 14,0 Hz, He) ; 4,57 (d, 1H,
2= 14,0 Hz, He) ; 5,77 (s, 1H, OH) ; 6,97 (dd, 1H, *Jur = *Jpn = 8,4 Hz, H) ; 7,15 (m, 1H,
Hr) ; 7,19 (d, 2H, 3 = 7,6 Hz, Hye) ; 7,45 (m, 1H, H\) ; 7,46 (m, 1H, Hs") ; 7,60 (d, 2H,
%) =76 Hz, Hss) ; 7,75 (5, 1H, Hp) ; 8,04 (d, 1H, % = 7,2 Hz, H,) ; 8,29 (s, 1H, H,) ; 8,54 (m,
1H, He) ; 8,86 (M, 1H, H") .

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

43,8 (Cpn) ; 56,0 (Ce) ; 62,4 (C)) ; 63,2 (Co) ; 75,3 (Cu) ; 103,5 (Cy) ; 110,3 (C)) ; 124,0 (Cs) ;
126,7 (2C, Css) ; 127,6 (Cy) ; 129,5 (2C, Ca6) ; 130,1 (Cy) ; 134,1 (C4) ; 135,5 (C;-) ; 135,8
(C4) ; 139,3 (Cy) ; 145,1 (C,) ; 147,2 (C»') ; 148,5 (Ce) ; 150,6 (Cp).

Cgq et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :
1107 (v C-F); 1272 (v C-N) ; 1502, 1638 (v C=C et v C=N) ; 3452 (v O-H).

Masse :
436,2 (M+H)+.
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Partie A

2-(2,4-Difluorophenyl)-1-{[3-(pyridin-3-yl)phénylméthyl]
méthylamino}-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (61)

Huile incolore

C24H23F2NsO

M, = 435,48

R¢ = 0,45 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
Rendement = 56%

Le composé 61 est synthétise selon la méthode R2 a partir de 200 mg (0,41 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-[(3-iodobenzyl)méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 52 et 51
mg (0,41 mmol, 1 éq) d’acide pyridin-3-ylboronique.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,07 (s, 3H, Hp) ; 2,74 (d, 1H, 21 = 13,6 Hz, H.) ; 3,09 (d, 1H, 2J = 13,6 Hz, H,) ; 3,41 (d, 1H,
2J=13,6 Hz, H)) ; 3,67 (d, 1H, 23 = 13,6 Hz, H)) ; 4,48 (d, 1H, %1 = 14,0 Hz, He) ; 4,53 (d, 1H,
2) = 14,0 Hz, He) ; 5,79 (s, 1H, OH) ; 6,94 (ddd, 1H, *Ji.r = 3Jpn = 8,4 Hz, “Upn = 2,4 Hz,
H;) ; 7,08-7,12 (m, 2H, Hne) ; 7,29 (s, 1H, Hy) ; 7,35 (dd, 1H, 3J =)’ = 7,6 Hz, Hs) ; 7,40-
7,49 (M, 2H, Hys") ; 7,54 (d, 1H, %) = 7,6 Hz, Ha) ; 7,73 (s, 1H, Hy) ; 7,93 (dd, 1H, 3J = 7,6 Hz,
%3=1,2 Hz, Hy) ; 8,27 (s, 1H, H,) ; 8,56 (d, 1H, ) = 7,6 Hz, He") ; 8,80 (s, 1H, H,-).

RMN 2C (100 MHz, DMSO dg) :

43,8 (Cm) ; 56,2 (Co) ; 62,5 (C1) ; 63,2 (Co) ; 754 (Ca) ; 103,8 (Cp) ; 110,7 (Cy) ; 124,0 (Cs) ;
1256 (Ca) ; 126,4 (Cy) ; 127,1 (C») ; 128,5 (Ce) ; 129,0 (Cs:) ; 130,0 (Cy) ; 134,2 (C4) ; 135,7
(C-) ; 137,1 (C3) ; 140,3 (Cy) ; 145,1 (C,) ; 147,8 (C») ; 148,6 (Cs) ; 150,6 (Cy) ; 159,1 (Ci) ;
161,8 (Cy).

IR (NaCl, cm™) :
1133 (v C-F) ; 1272 (v C-N) ; 1456, 1497, 1610 (v C=C et v C=N) ; 3411 (v O-H).

Masse :
436,2 (M+H)+.
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Partie A

2-(2,4-Difluorophenyl)-1-{[4-(pyridin-4-yl)phénylméthyl]
méthylamino}-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (62)

Poudre beige

C24H23F2NsO

M, = 435,48

R¢ = 0,03 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C = 104-105

Rendement = 53%

Le compose 62 est synthétisé selon la méthode R2 a partir de 200 mg (0,41 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-[(4-iodobenzyl)méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 51 et 85
mg (0,41 mmol, 1 éq) d’ester de pinacol de I’acide pyridin-4-ylboronique.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,13 (s, 3H, Hm) ; 2,81 (d, 1H, %J = 14,5 Hz, H) ; 3,10 (d, 1H, %J = 14,5 Hz, H,) ; 3,49 (d, 1H,
2J=13,6 Hz, H)) ; 3,67 (d, 1H, 2= 13,6 Hz, H)) ; 4,55 (d, 1H, %1 = 14,2 Hz, H,) ; 4,61 (d, 1H,
2J=14,2 Hz, He) ; 5,81 (s, 1H, OH) ; 7,02 (dd, 1H, )ik = 3y = 8,4 Hz, Hj) ; 7,19 (ddd, 1H,
e = *Phe = 9,2 Hz, 94 = 2,4 Hz, Hy) ; 7,25 (d, 2H, %) = 8,4 Hz, Hye) ; 7,48 (ddd, 1H,
3In = 8,4 Hz, Ve =*T’we= 6,8 Hz, Hy) ; 7,72 (M, 4H, H352.6) ; 7,79 (s, 1H, Hy) ; 8,33 (s,
1H, Ha) ; 8,65 (d, 2H, 31 = 9,6 Hz, Hs-5).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

43,8 (Cy) ; 56,1 (Ce) ; 62,4 (C)) ; 63,2 (Co) ; 75,4 (Cy) ; 104,6 (Cp) ; 111,0 (C;) ; 118,0 (2C,
Cyrg) ; 126,7 (2C, Css) ; 127,0 (Cy) ; 129,5 (2C, Cap) ; 130,4 (Cy) ; 135,8 (C,) ; 140,6 (Cy) ;
145,1 (C,) ; 146,9 (Cy) ; 150,4 (2C, Cs-5) ; 150,7 (Cy).

Cgq et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :
1112 (v C-F); 1267 (v C-N) ; 1497, 1626 (v C=C et v C=N) ; 3447 (v O-H).

Masse :
436,1 (M+H)+.
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Partie A

2-(2,4-Difluorophényl)-1-{[4-(1-méthylpyrazol-3-yl)phénylméthyl]
meéthylamino}-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (63)

-

N a
Poudre blanche 4_\\N
N/

b

Ca3H24F2NgO

M, = 438,48

R¢ = 0,10 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C =84-85

Rendement = 53%

Le compose 63 est synthétisé selon la méthode R2 a partir de 200 mg (0,41 mmol) de 2-(2,4-
difluorophényl)-1-[(4-iodobenzyl)méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 51 et 86
mg (0,41 mmol, 1 éq) d’ester de pinacol de 1’acide 1-méthylpyrazol-3-ylboronique.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,11 (s, 3H, Hm) ; 2,79 (d, 1H, %) = 13,6 Hz, H,) ; 3,05 (d, 1H, %J = 13,6 Hz, H,) ; 3,40 (d, 1H,
2J=13,2 Hz, H)) ; 3,56 (d, 1H, 2J = 13,2 Hz, H)) ; 3,88 (s, 3H, H,) ; 4,53 (d, 1H, %) = 14,2 Hz,
He) ; 4,59 (d, 1H, % = 14,2 Hz, H,) ; 5,78 (s, 1H, OH) ; 7,00 (dd, 1H, *Jir = 3J4n = 8,4 Hz,
H;) ; 7,07 (d, 2H, %) = 8,0 Hz, Hye) ; 7,19 (dd, 1H, *Jur = *I’ve = 9,2 Hz, Hp) ; 7,44-7,47 (m,
3H, Hiss) ; 7,78 (5, 1H, Hy) ; 7,85 (s, 1H, Hs") : 8,12 (s, 1H, Hy') ; 8,32 (s, 1H, Ha).

RMN **C (100 MHz, DMSO d) :

38,8 (Cy) ; 43,8 (Cm) ; 56,1 (Ce) ; 62,6 (Cy) ; 63,1 (C) ; 75,3 (Cy) ; 103,0 (Cp) ; 110,9 (Cy) ;
122,0 (Cy) ; 124,8 (2C, Cs5) ; 126,5 (Cy) ; 127,8 (C4) ; 129,3 (2C, Cyp) ; 130,1 (Cy) ; 131,4
(C4) ; 136,1 (Cs?) ; 136,7 (Cy) ; 145,1 (Cy) ; 150,6 (Cp).

Cgy et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :
1133 (v C-F); 1272 (v C-N) ; 1497, 1630 (v C=C et v C=N) ; 3448 (v O-H).

Masse :
439,1 (M+H)*.
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Partie A

Acide 2-bromopyridin-5-ylboronique (64)

Poudre beige
CsHsBBINO, s )
M, = 201,82 EI5 .
HOO Y Y
Rf = 0,30 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5) |
» N <

F°C = 188-189 (Litt™! : 198) N™« Br

- /

Rendement = 57%

Méthode S :

Dissoudre sous argon 2 g (8,44 mmol) de 2,5-dibromopyridine dans 21,60 mL d’éther
diéthylique sec. A -78°C, ajouter goutte a goutte 6,33 mL (10,13 mmol, 1,2 éq) de n-
butyllithium, et agiter a -78°C pendant 2 heures. Ajouter alors 2,32 mL (10,13 mmol, 1,2 éq)
de triisopropyle borate et agiter a -78°C pendant 2 heures. Ajouter 20 mL d’eau et laisser
revenir le bain a température ambiante pendant la nuit. Evaporer le solvant et passer a pH 10
avec une solution d’hydroxyde de sodium 5M. Laver la phase aqueuse avec de 1’éther
diéthylique puis passer & pH 6-7 avec une solution d’acide chlorhydrique 1M. Extraire le
produit avec de 1’acétate d’éthyle. Sécher la phase organique sur sulfate de sodium anhydre,
filtrer et concentrer a sec. Triturer avec de 1’éther diéthylique pour obtenir une poudre apres
filtration.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :
7,66 (d, 1H, ) = 7,9 Hz, Hs) ; 8,05 (d, 1H, 3] = 7,9 Hz, He) ; 8,53 (s, 2H, OH) ; 8,68 (s, 1H,
H.).

IR (KBr, cm™) :

641 (v C-Br) ; 1082 et 1174 (v B-C) ; 1343 (v B-0) ; 1579 et 1641 (v C=C et v C=N) ; 3441
(v O-H).
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Partie A

1-{[4-(6-Bromopyridin-3-yl)phénylméthylJméthylamino}-2-(2,4-
difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (65)

Poudre blanche

Ca4H2,BrF;NsO

M, =514,38

R¢ = 0,25 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C =127-128

Rendement = 60%

Méthode R3 :

Dissoudre sous argon 200 mg (0,41 mmol) de 2-(2,4-difluorophényl)-1-[(4-
iodobenzyl)méthylamino]-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 51 dans 6,0 mL de N,N-
diméthylformamide. Ajouter 33 mg (0,029 mmol, 0,07 éq) de tétrakis(triphénylphosphine)
palladium et 131 mg (0,65 mmol, 1,6 éq) d’acide 2-bromopyridin-5-ylboronique 64. Agiter a
température ambiante pendant 15 minutes. Ajouter alors 2,03 mL de carbonate de sodium
(IM). Agiter a 90°C pendant 2 heures. Apres retour a température ambiante, reprendre a
I’eau, extraire le produit avec de I’acétate d’éthyle. Sécher les phases organiques sur sulfate
de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par
chromatographie sur gel de silice en éluant au dichlorométhane puis avec un mélange
dichlorométhane / éthanol : 99 / 1. Triturer le produit obtenu dans I’éther diéthylique et filtrer.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,12 (s, 3H, Hm) ; 2,80 (d, 1H, %J = 13,5 Hz, H,) ; 3,10 (d, 1H, %J = 13,5 Hz, H,) ; 3,48 (d, 1H,
2J=13,5Hz, H)) ; 3,64 (d, 1H, 23 = 13,5 Hz, H)) ; 4,55 (d, 1H, %1 = 14,3 Hz, H,) ; 4,60 (d, 1H,
2= 14,3 Hz, He) ; 5,81 (s, 1H, OH) ; 7,02 (dd, 1H, *Ji.r = *Jun = 8,8 Hz, H)) ; 7,19 (m, 1H,
Hr) ; 7,23 (d, 2H, %) = 8,0 Hz, Hag) ; 7,49 (ddd, 1H, *Jp. = 8,8 Hz, “Jpr = “I’r = 6,8 Hz,
Hy) ; 7,65 (d, 2H, %) = 8,0 Hz, Hss) ; 7,75 (d, 1H, 1 = 8,4 Hz, Hs) ; 7,79 (s, 1H, Hp) ; 8,07
(dd, 1H, %) =8,4 Hz, "3 = 2,0 Hz, He) ; 8,33 (s, 1H, H,) ; 8,73 (d, 1H, “J = 2,0 Hz, Hy).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

43,8 (C) ; 46,5 (Ce) ; 62,3 (Cy) ; 62,9 (Cc) ; 75,3 (Cq) ; 103,5 (Cy) ; 110,4 (C;) ; 126,7 (2C,
Cas) ; 128,0 (Cy) ; 128,2 (Cs) ; 129,5 (2C, Cye) ; 130,0 (Cy) ; 134,3 (C1») ; 135,3 (Cy) ; 137,0
(Ce) ; 137,6 (C1) ; 139,8 (Cy) ; 145,1 (C,) ; 148,4 (Cy) ; 150,7 (Cp) ; 154,9 (Ci) ; 157,8 (Cy).
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Partie A

IR (KBr,cm™) :
1082 (v C-F) ; 1272 (v C-N) ; 1497, 1641 (v C=C et v C=N) ; 3484 (v O-H).

Masse :
514,1-516,1 (M+H)".
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Partie A

2-(2,4-Difluorophenyl)-1-({4-[6-(4-méthylpipérazin-1-yl)pyridin-3-yl]
phénylméthyl)}méthylamino)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (66)

pa ™
Poudre blanche b(_\\N
N/

CaoH33F2N7O

M, = 533,63

R¢ = 0,45 (dichlorométhane / éthanol : 9/ 1)
F°C =112-113

Rendement = 82%

Méthode T :

Dissoudre dans un tube sous argon 150 mg (0,29 mmol) de 1-{[4-(6-bromopyridin-3-
yl)phénylméthyllméthylamino}-2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol
65 dans 2,6 mL de toluéne. Ajouter 38 pL (0,35 mmol, 1,2 éq) de N-méthylpipérazine, 5,4 mg
(0,006 mmol, 0,02 éq) de tris(dibenzylideneacétone)dipalladium, 7,3 mg (0,012 mmol, 0,04
éq) de (x)-2,2’-bis(diphénylphosphino)-1,1’-binaphtyle et 39 mg (0,41 mmol, 1,4 éq) de tert-
butanolate de sodium. Sceller le tube et chauffer a 100°C pendant 2 heures. Ajouter de I’eau
et extraire au dichlorométhane. Sécher la phase organique sur sulfate de sodium anhydre,
filtrer et concentrer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de
silice en éluant au dichlorométhane puis avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 9 / 1.
Triturer le produit obtenu dans 1’éther diéthylique et filtrer.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,12 (s, 3H, H) ; 2,27 (s, 3H, H,) ; 2,45 (s, 4H, Hop) ; 2,81 (d, 1H, 2 = 13,6 Hz, H,) ; 3,08 (d,
1H, %) = 13,6 Hz, Hc) ; 3,45 (d, 1H, 2J = 14,4 Hz, H)) ; 3,56 (s, 4H, Hyg) ; 3,61 (d, 1H,
2J=14,4 Hz, H)) ; 4,55 (d, 1H, 23 = 14,8 Hz, H,) ; 4,60 (d, 1H, 2 = 14,8 Hz, He) ; 5,80 (s, 1H,
OH) ; 6,93 (d, 1H, *J = 8,8 Hz, Hs) ; 7,01 (ddd, 1H, *Jy.r = )y = 8,4 Hz, H;) ; 7,16 (d, 2H,
%1 =8,0 Hz, Hag) ; 7,20 (m, 1H, Hy) ; 7,47 (m, 1H, Hy) ; 7,52 (d, 2H, 3J = 8,0 Hz, Hss) ; 7,78
(s, 1H, Hy) ; 7,86 (dd, 1H, ) = 8,8 Hz, “J = 1,6 Hz, He) ; 8,33 (s, 1H, H.) ; 8,46 (d, 1H,
%3=1,6 Hz, Hy).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

43,7 (Cm) ; 44,8 (2C, Cyg) ; 46,0 (C) ; 54,5 (2C, Cop) ; 55,2 (Ce) ; 62,5 (C)) ; 63,1 (Ce) ; 75,2
(Cg) ; 101,5 (Cy) ; 107,2 (Cs) ; 111,3 (C)) ; 124,5 (Cy?) ; 1255 (2C, Cs5) ; 126,4 (Cy) ; 129,4
(2C, Cy6) ; 129,0 (Cy) ; 135,8 (Cs) ; 136,3 (C4) ; 137,5 (Cy) ; 145,1 (C,) ; 145,5 (Cy) ; 150,6
(Co) ; 158,4 (Cy).

Cgy et Ci non visibles.
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IR (KBr,cm™) :
1133 (v C-F) ; 1246 (v C-N) : 1492, 1622 (v C=C et v C=N) ; 3445 (v O-H).

Masse :
534,2 (M+H)".
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Partie A

2-(2,4-Difluorophenyl)-1-{[4-(6-morpholin-4ylpyridin-3-yl)
phénylméthyllméthylamino}-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (67)

-~

N a
Poudre jaune 4_\\N
b v
Ca2sH3z0F2NgO2 N
M, = 520,59

R¢ = 0,30 (dichlorométhane / éthanol : 9/ 1)
F°C = 150-151
Rendement = 72%

Le composé 67 est synthétisé selon la méthode T a partir de 150 mg (0,29 mmol) de 1-{[4-
(6-bromopyridin-3-yl)phénylméthyljméthylamino}-2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-
triazol-1-yl)propan-2-ol 65 et 30 uL (0,35 mmol, 1,2 ég) de morpholine.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,12 (s, 3H, Hm) ; 2,81 (d, 1H, %J = 13,6 Hz, H,) ; 3,08 (d, 1H, %J = 13,6 Hz, H,) ; 3,45 (d, 1H,
2J=13,2 Hz, H) ; 3,52 (t, 4H, ) = 4,4 Hz, H,) ; 3,61 (d, 1H, 2J = 13,2 Hz, H)) ; 3,75 (t, 4H,
33=4,0 Hz, Hop) ; 4,55 (d, 1H, 2 = 14,0 Hz, He) ; 4,60 (d, 1H, 2 = 14,0 Hz, H¢) ; 5,79 (s, 1H,
OH) ; 6,94 (d, 1H, *J = 8,4 Hz, Hs) ; 7,01 (ddd, 1H, *Jyr = )y = 8,4 Hz, H;) ; 7,16 (d, 2H,
%) = 8,0 Hz, Hyg) ; 7,20 (dd, 1H, *Jir = *Iwr = 9,6 Hz, Hy) ; 7,47 (m, 1H, Hy) ; 7,53 (d, 2H,
%) =8,0 Hz, H3s) ; 7,78 (s, 1H, Hy) ; 7,89 (dd, 1H, 31 = 8,4 Hz,*J = 1,6 Hz, H¢') ; 8,33 (s, 1H,
Ha) ; 8,48 (d, 1H, “J = 1,6 Hz, H,)).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

43,7 (Cm) ; 45,3 (2C, Cy) ; 56,4 (Ce) ; 62,5 (Cy) ; 63,4 (Cc) ; 66,1 (2C, Cop) ; 75,3 (Cq) ; 104,1
(Cr) ; 107,1 (Cs) ; 110,8 (C)) ; 124,5 (C’) ; 1255 (2C, Css) ; 127,0 (Cy) ; 129,4 (2C, Cap) ;
130,3 (Cy) ; 134,3 (C¢) ; 135,3 (C4) ; 137,0 (Cy) ; 145,1 (Cy) ; 145,5 (C») ; 150,6 (Cp) ; 158,4
(Cs).

Cgq et Cinon visibles.

IR (KBr,cm™) :
1108 (v C-F) ; 1231 (v C-N) ; 1482, 1626 (v C=C et v C=N) ; 3453 (v O-H).

Masse :
521,2 (M+H)+.
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2-(2,4-Difluorophenyl)-1-({4-[6-(diphénylmeéthylideneamino)pyridin-3-
yl]phénylméthyl}methylamino)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (68)

G A

Poudre jaune
Cs7H32F2NgO | NS
M; = 614,70 &
R¢ = 0,10 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2) 3 v |

2 =
F°C = 71-72 N A\IN
Rendement = 70% P

c
\S

Le composé 68 est synthétisé selon la méthode T a partir de 100 mg (0,19 mmol) de 1-{[4-
(6-bromopyridin-3-yl)phénylméthyljméthylamino}-2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-
triazol-1-yl)propan-2-ol 65 et 39 puL (0,23 mmol, 1,2 éq) de benzophénone imine.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,10 (s, 3H, Hm) ; 2,79 (d, 1H, % = 13,5 Hz, H,) ; 3,07 (d, 1H, %J = 13,5 Hz, H,) ; 3,45 (d, 1H,
2J=13,2 Hz, H)) ; 3,62 (d, 1H, 23 = 13,2 Hz, H)) ; 4,54 (d, 1H, % = 14,4 Hz, H,) ; 4,60 (d, 1H,
2) = 14,4 Hz, He) ; 5,79 (s, 1H, OH) ; 6,79 (d, 1H, %) = 8,4 Hz, Hs) ; 7,00 (ddd, 1H, )¢ =
33un = 8,4 Hz, U= 2,4 Hz, H)) ; 7,19 (M, 5H, Hagnar) ; 7,36 (M, 2H, Ha) ; 7,44 (ddd, 1H,
i = 8,4 Hz, Ve =*1r = 6,8 Hz, Hy) ; 7,59 (M, 6H, Hssa) ; 7,74 (M, 2H, Ha) ; 7,78 (s,
1H, Hp) ; 7,79 (dd, 1H, %) = 8,4 Hz,*J = 1,6 Hz, H¢) ; 8,33 (s, 1H, Ha) ; 8,59 (d, 1H, *J = 1,6
HZ, Hz’).

IR (KBr,cm™) :
1272 (v C-N) ; 1497, 1630 (v C=C et v C=N) ; 3448 (v O-H).
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Partie A

1-{[4-(6-Aminopyridin-3-yl)phénylméthyl]méthylamino}-2-(2,4-
difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol (69)

Poudre blanche

C24H24F2NgO

M, = 450,50

R¢ = 0,45 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C = 151-152

Rendement = 82%

Méthode U :

Dissoudre sous argon 68 mg (0,11 mmol) de 2-(2,4-difluorophényl)-1-({4-[6-
(diphénylméthylidéneamino)pyridin-3-yl]phénylméthyl}méthylamino)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
yl)propan-2-ol 68 dans 6,9 mL de méthanol. Ajouter 83 mg (1,01 mmol, 9,2 éq) d’acétate de
sodium et 53 mg (0,76 mmol, 6,9 éq) de chlorure d’hydroxylamine. Agiter a température
ambiante pendant 2 heures. Concentrer a sec. Reprendre au dichlorométhane et laver avec une
solution de soude 0,1M. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et
évaporer a sec. Triturer avec de I’éther diéthylique pour obtenir une poudre blanche apres
filtration.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,11 (s, 3H, Hp) ; 2,80 (d, 1H, 21 = 13,6 Hz, H.) ; 3,06 (d, 1H, 2J = 13,6 Hz, H.) ; 3,45 (d, 1H,
2J=13,6 Hz, H)) ; 3,59 (d, 1H, 23 = 13,6 Hz, H)) ; 4,56 (d, 1H, %1 = 14,4 Hz, H,) ; 4,58 (d, 1H,
2= 14,4 Hz, He) ; 5,78 (s, 1H, OH) : 6,06 (s, 2H, NH,) ; 6,54 (d, 1H, %) = 8,8 Hz, Hs’) ; 7,01
(dd, 1H, *Jur= I = 8,8 Hz, H)) ; 7,13 (d, 2H, % = 8,0 Hz, Hye) ; 7,19 (dd, 1H, *Jir =T hr
=9,2 Hz, Hy) ; 7,46 (d, 2H, 3J = 8,0 Hz, Hss) ; 7,47 (m, 1H, Hy) ; 7,70 (dd, 1H, 3 = 8,8 Hz,
%3=2,0Hz, He) ; 7,78 (5, 1H, Hp) ; 8,24 (d, 1H, 1= 2,0 Hz, H,") ; 8,33 (5, 1H, Ha).

RMN *C (100 MHz, DMSO d) :

43,7 (Cm) ; 56,1 (Ce) ; 62,5 (Cy) ; 63,2 (Cc) ; 75,2 (Cq) ; 103,9 (Cp) ; 108,1 (Cs) ; 110,8 (Cj) ;
123,9 (Cy)) ; 125,2 (2C, Csp) ; 126,4 (Cy) ; 129,4 (2C, Cy6) ; 130,1 (Cy) ; 135,4 (Ce) ; 136,9
(C4); 137,1(Cy) ; 145,1 (Cy) ; 145,8 (C>’) ; 150,6 (Cp) ; 159,3 (Cys).

Cgq et Ci non visibles.
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Partie A

IR (KBr,cm™) :
1133 (vC-F); 1272 (v C-N) ; 1492, 1638 (v C=C et v C=N) ; 3451 (v O-H et v NH,).

Masse :
451,1 (M+H)".
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Partie A

N-{5-[4-({[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)
propyllméthylamino}méthyl)phényl]pyridin-2-yl}methanesulfonamide (70)

/

N a
Poudre blanche b(_>\N
N
CosH26F2N6O3S
M, = 528,59

R¢ = 0,40 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C =120-121
Rendement = 73%

Méthode Q3 :

Dissoudre sous argon 100 mg (0,22 mmol) de 1-{[4-(6-aminopyridin-3-yl)phénylméthyl]
méthylamino}-2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 69 dans 3,4 mL de
pyridine. Ajouter 42 pL (0,54 mmol, 2,4 €q) de chlorure de méthanesulfonyle et agiter a 55°C
pendant 2 heures. Concentrer a sec. Reprendre a I’eau et extraire au dichlorométhane. Sécher
les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le
résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant au dichlorométhane puis
avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 99/ 1.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,12 (s, 3H, Hp) ; 2,81 (d, 1H, 23 = 13,7 Hz, H,) ; 3,09 (d, 1H, % = 13,7 Hz, H,) ; 3,35 (s, 3H,
Hn) ; 3,49 (d, 1H, 23 = 13,3 Hz, H)) ; 3,64 (d, 1H, 21 = 13,3 Hz, H)) ; 4,55 (d, 1H, %) = 14,4 Hz,
He) ; 4,60 (d, 1H, %J = 14,4 Hz, He) ; 5,79 (s, 1H, OH) ; 7,01 (ddd, 1H, *J4.r = *Jn = 8,4 Hz,
“Jun=2,4Hz, H;) ;7,09 (d, 1H, %) = 8,8 Hz, Hs) ; 7,18 (m, 1H, Hy) ; 7,20 (d, 2H, 3] = 8,0 Hz,
Hae) ; 7,48 (ddd, 1H, *Jun = 8,8 Hz, “Jir = *Vhr = 6,8 Hz, Hy) ; 7,58 (d, 2H, %] = 8,0 Hz,
Hss) ; 7,78 (s, 1H, Hp) ; 8,07 (dd, 1H, ) = 8,8 Hz, “J = 2,4 Hz, H¢') : 8,33 (s, 1H, H,) ; 8,58 (d,
1H, *J = 2,4 Hz, H,) ; 10,70 (se, 1H, NH).

RMN *C (100 MHz, DMSO d) :

41,9 (Cy) ; 43,8 (Cm) ; 56,1 (Ce) ; 62,4 (C)) ; 63,2 (Cc) ; 75,2 (Cyg) ; 103,9 (Cp) ; 110,9 (Cy) ;
112,5 (Cs?) ; 126,2 (2C, C35) ; 126,5 (Cy) ; 127,0 (Cy) ; 129,5 (2C, Cyp) ; 130,1 (Cy) ; 135,4
(Ce) ; 137,1 (C4) ; 138,7 (Cy) ; 145,1 (Cy) ; 147,8 (C») ; 150,6 (Cp) ; 151,7 (Cy).

Cgq et Ci non visibles.
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Partie A

IR (KBr, cm™) :
1124 (vs SO) : 1272 (v C-N) ; 1374 (vs SO5) : 1497, 1646 (v C=C et v C=N) : 3457 (v O-H et

v N-H).

Masse :
529,2 (M+H)".
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Partie A

N-{5-[4-({[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)
propyl]Jméthylamino}méthyl)phényl]pyridin-2-yl}benzénesulfonamide (71)

Poudre jaune g
C3oH28F2NsO3S

M, = 590,66

R¢ = 0,40 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C =105-106

Rendement = 76%

Le composé 71 est synthétisé selon la méthode Q3 a partir de 115 mg (0,26 mmol) de 1-{[4-
(6-aminopyridin-3-yl)phénylméthyl]méthylamino}-2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-
triazol-1-yl)propan-2-ol 69 et 78 uL (0,61 mmol, 2,4 éqg) de chlorure de benzenesulfonyle.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,05 (s, 3H, Hm) ; 2,74 (d, 1H, %J = 14,0 Hz, H,) ; 3,02 (d, 1H, %J = 14,0 Hz, H,) ; 3,40 (d, 1H,
2J=13,6 Hz, H)) ; 3,57 (d, 1H, 2 = 13,6 Hz, H)) ; 4,49 (d, 1H, % = 14,0 Hz, H,) ; 4,54 (d, 1H,
2J=14,0 Hz, H¢) ; 5,74 (s, 1H, OH) ; 6,96 (m, 1H, H;) ; 7,11-7,30 (M, 4H, Haeys) ; 7,44 (M,
1H, Hy) ; 7,48 (d, 2H, ) = 7,6 Hz, Ho ") ; 7,54-7,62 (m, 3H, H3s10°) ; 7,73 (5, 1H, Hy) ; 7,91
(d, 2H, %) = 7,6 Hz, Hg-12’) ; 8,01 (d, 1H, d, ) = 8,8 Hz, H¢) ; 8,27 (s, 1H, Hy) ; 8,35 (s, 1H,
H,) ; 11,75 (se, 1H, NH).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

43,7 (Cm) ; 56,0 (Ce) ; 62,4 (C)) ; 63,1 (C¢) ; 75,2 (Cq) ; 103,9 (Ch) ; 110,8 (Cj) ; 113,3 (Cs) ;
125,7 (Cy-) ; 126,0 (2C, Cy117) ; 126,3 (Cy) ; 126,8 (2C, Cs:11°) ; 129,2 (2C, C35) ; 129,4 (2C,
Cas6) ; 130,0 (Cy) ; 132,7 (Cy¢) ; 134,7 (Cy) ; 138,0 (Cy) ; 138,8 (C¢) ; 141,7 (Cy) ; 145,1
(Ca); 151,8 (C4) ; 159,3 (C4) ; 159,1 (Cj) ; 161,8 (Cy). Co- non visible.

IR (KBr, cm™) :
1089 (v C-F) ; 1142 (vs SO,) ; 1274 (v C-N) ; 1370 (vas SO) ; 1500, 1605 et 1640 (v C=C et
v C=N) ; 3443 (v O-H et v N-H).

Masse :
591,3 (M+H)+.
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Partie A

PRINCIPES DES TESTS D’EVALUATION

Ces protocoles ont été standardisés au sein du Laboratoire de Parasitologie et
Mycologie Médicale de la Faculté de Pharmacie de Nantes.’® Ces tests fluorimétriques sont
réalisés sur une microplaque de 96 puits.

Tests in vitro sur des souches de Candida

Préparation des diverses solutions :

Le milieu de culture est constitué de RPMI 1640 (100 mL, Sigma Aldrich), du tampon
MOPS (0,0165 M, Sigma Aldrich) et de glucose (2 g, Sigma Aldrich) ; le pH du milieu est de
7. Une solution mére a 10 mM du produit a tester est obtenue en solubilisant le dérivé azolé
dans une solution de 2 mL de DMSO. Une série de dilutions du produit a tester est obtenue
par dilutions successives de la solution mére au 1/10®™ dans le DMSO puis dans le milieu de
culture au 1/50"™,

Les molécules de référence fluconazole, itraconazole et voriconazole sont solubilisées
dans le DMSO a une concentration de 10 mM.

Une suspension de Candida albicans est également préparée, dans un mélange serum
physiologique (0,9%) / tween 80 (0,01%). Le dénombrement des Candida albicans par une
cellule de Malassez permet de réaliser ensuite une dilution afin de placer dans chaque puits
10° levures par mL.

Remplissage des puits de la plaque :

Afin de maintenir une humidité suffisante pendant le test, les puits périphériques sont
remplis de 200 puL d’eau distillée.

Le blanc du test est constitué de trois puits, chaque puits recevant 200 uL du milieu de
culture. Le témoin de pousse du test est également constitué de trois puits, chaque puits
recevant 100 pL du milieu de culture et 100 pL de la suspension de Candida albicans. Les
autres puits sont remplis avec 100 pL de la suspension de Candida albicans, puis 100 pL de
chaque concentration de la solution a tester est placée dans 3 puits.

Incubation et traitement final :

La plaque est ensuite incubée a 37°C pendant 24 heures. Ensuite, 10 uL d’une solution
de fluorochrome (UptiBlue®, Interchim®, France) est ajoutée dans chaque puits et la plaque
est a nouveau placée dans ’incubateur a 37°C pendant 4 heures. Le fluorochrome est ainsi
réduit et la lecture se fait a 1’aide d’un spectrofluorimetre (excitation 550 nm, émission 590
nm).

L’activité d’une molécule est déterminée par sa CMI correspondant a la Clgy pour les
azolés.

180 pagniez F. et al., J. Mycol. Med., 2001, 11 (2), 73-78.
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Partie A

Tests in vitro sur la souche d’Aspergillus fumigatus AF98003

Préparation des diverses solutions :

Le milieu de culture est constitué de RPMI 1640 (100 mL, Sigma Aldrich), du tampon
MOPS (0,0165 M, Sigma Aldrich) et de glucose (2 g, Sigma Aldrich) ; le pH du milieu est de
7. Une solution mere a 10 mM du produit a tester est obtenue en solubilisant le dérivé azolé
dans une solution de 2 mL de DMSO. Une série de dilutions du produit a tester est obtenue
par dilutions successives de la solution mére au 1/10®™ dans le DMSO puis dans le milieu de
culture au 1/50"™,

Une suspension de spores d’Aspergillus fumigatus est également préparée, dans un
mélange eau physiologique / tween 80 (0,01%). Le dénombrement des conidies d’Aspergillus
fumigatus par une cellule de Malassez permet de réaliser ensuite une dilution afin de placer
dans chaque puits 10* conidies par mL.

Remplissage des puits de la plaque :

Afin de maintenir une humidité suffisante pendant le test, les puits périphériques sont
remplis de 200 puL d’eau distillée.

Le blanc du test est constitué de trois puits, chaque puits recevant 200 pL du milieu de
culture. Le témoin du test est également constitué de trois puits, chaque puits recevant 100 pL
du milieu de culture et 100 pL de la suspension de spores. Les autres puits sont remplis avec
100 pL de la suspension de spores, puis 100 yL de chaque concentration de la solution a
tester est placée dans 3 puits.

Incubation et traitement final :

100 pL de chaque concentration de la solution a tester est placée dans 3 puits et la
plaque est ensuite incubée 4 37°C pendant 24 heures. Ensuite, une solution d’UptiBlue® (10
ML) est ajoutée dans chaque puits et la plaque est a nouveau placée dans I’incubateur a 37°C
pendant 20 heures. La solution de fluorochrome est ainsi réduite par les cellules vivantes et le
milieu se colore en rose. La lecture des résultats se fait a 1’aide d’un spectrofluorimetre, aux
longueurs d’ondes de 550 nm pour I’excitation et de 590 nm pour 1’émission.
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PROTOCOLE GENERAL D’ANALYSE DES STEROLS SUR LA SOUCHE Candida
albicans CA98001

Dans le but de confirmer le mécanisme d’action de nos composés, le Laboratoire de
Parasitologie et Mycologie Médicale a récemment mis au point un protocole permettant
d’investiguer ’inhibition de la biosynthése de 1’ergostérol sur une souche de Candida
albicans apres traitement par une molécule antifongique.

La souche de Candida albicans CA98001 / CAAL93 (10° levures) est mise en culture
dans du milieu Sabouraud liquide (Sigma-Aldrich) et incubée a 35°C au bain marie sous
agitation (120 coups par minute). Les levures sont exposées aux différents traitements
antifongiques a des concentrations proches de leurs CMIs. Aprés 18h d’incubation, les
cultures sont centrifugées a 1500 tr / min. Les culots sont lavés avec du tampon phosphate
(PBS 2 mL) puis de nouveau centrifugés a 1500 tr / min. Le surnageant est écarté. Deux
millilitres de solution de saponification (25 g de KOH, 36 mL d’eau distillée complétés a 100
mL avec de I’éthanol absolu) sont ajoutés. Apres agitation au vortex, les suspensions sont
incubées a 80°C pendant 1h. Les stérols sont extraits apres addition d’un mélange 1 mL d’eau
distillée et 3 mL de n-hexane. La solution de n-hexane est ensuite évaporée.

Les échantillons sont dérivatisés avec 100 pL de solution de silylation (Fluka, Saint
Quentin Fallavier, France) a température ambiante pendant 30 min, évaporés et solubilisés
dans 500 pL de n-hexane. La séparation est réalisée a I’aide d’un chromatographe en phase
gazeuse (6890N, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) couplée a un spectrometre de
masse quadripble (5973i, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA). La colonne analytique
utilisée est une colonne capillaire greffée apolaire 5% phényl - 95% méthylsiloxane HP-5MS
(Agilent Technologies) de 0,25 pum d’épaisseur de film, 30 m x 0,25 mm, utilisant de I’hélium
comme gaz vecteur (débit constant de 1,2 mL / mn). L’injecteur chauffé a 250°C est utilisé en
mode splitless (pour la détection de traces). La température du chromatographe initialement
de 150°C pendant 0,5 mn, augmente de 40°C / mn jusqu'a 280°C, puis de 5°C / mn jusqu'a
300°C ou elle est maintenue 6 mn. La « ligne de transfert » entre le chromatographe et le
spectrometre de masse est intensément chauffé & 290°C de maniére a éviter que les molécules
éluées ne se recondensent entre les deux appareils. La source, ou sont produits des ions
gazeux a partir des molécules introduites, est une source a ionisation par impact électronique
(EI) maintenue a température élevéee (280°C) pour éviter la condensation des analytes.

Pour chaque échantillon, la proportion de chacun des stérols identifiés est calculée a
partir de I’aire sous courbe (ASC) de chaque pic selon le ratio suivant : ASC stérol / somme
des ASC sterols.
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PROTOCOLE GENERAL DE DOCKING

Les ¢études de modélisation moléculaire ont été réalisées a 1’aide du logiciel
Sybyl version 8.0 (Tripos Associated Ltd. St louis, MO), sur une station Linux Dell Precision
T3400.

Les structures 3D des ligands ont été construites a partir de la librairie de fragments
propre au logiciel et ont subi une optimisation de leur géométrie par la méthode de Powell
(Champs de force : Tripos, charges atomiques : Gasteiger-Hickel ; constante diélectrique :
4,0 ; cutoff : 8 A). La minimisation a été effectuée jusqu’a un gradient énergétique de 0,001
kcal.mol™. A,

Le docking (arrimage ligand-protéine) de chaque composé dans le site actif de notre
modéle CYP51-Candida albicans®® a été réalisé a 1’aide du logiciel GOLD (version 3.0,
CCDC, Cambridge, UK). L’algorithme génétique implémenté dans GOLD a été utilis€¢ pour
optimiser [’orientation des ligands a Dintérieur des sites actifs. Durant le procédé
d’optimisation, le ligand est considéré comme flexible alors que le site actif de I’enzyme est
maintenu rigide. Pour chaque ligand, 20 solutions maximales ont été autorisées avec une
terminaison précoce si 3 solutions sont obtenues avec un écart quadratique moyen de 1,5 A
(RMSD = 1,5 A). Seule une contrainte de distance entre I’atome N-4 du triazole et ’atome de
fer de la structure porphyrine a été imposée (2,0 <d < 2,4 A). La conformation la plus stable a
été sélectionnée a partir des résultats de la fonction de scoring (prédiction des énergies
d’interaction) : Goldscore (basée sur un champ de forces). Les complexes ligand / protéine ont
finalement fait 1’objet d’une minimisation énergétique (Champ de force: MMFF94,
Charges atomiques : MMFF94, constante diélectrique = 4, cutoff : 8 A, gradient énergétique :
0,1 kcal.mol2.A™%).
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Synthese d’analogues de 1’albaconazole
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| — Principe et objectifs de synthese

Comme nous 1’avons vu dans la partie introductive, I’albaconazole est une molécule
antifongique dévéloppée par les Laboratoires Uriach et actuellement en phase III d’essais
cliniques (figure 83).

Cl

Figure 83 : Structure de ’albaconazole

Ce composé est constitué du pharmacophore commun aux azolés et d’un noyau 7-
chloroquinazolinone. La molécule active est de configuration (1R, 2R). Elle possede de fortes
activités sur un large spectre de champignons, de bonnes propriétés pharmacocinétiques dont
une bonne biodisponibilité par voie orale.'®

L’objectif est de synthétiser des analogues de I’albaconazole, présentant un scaffold
thiazologuinazolinone, en utilisant la chimie du sel d’Appel. Différentes molécules cibles
seront envisagées. En effet, la position du cycle thiazole sera modifiée, afin d’obtenir deux
régioisomeres angulaires et un régioisomere linéaire. Ces nouveaux composés seront préparés
selon I'une des syntheses de I’albaconazole, par ouverture d’un époxyde par différentes
thiazoloquinazolinones (figure 84).

Les thiazoloquinazolinones non substituées sur 1’azote seront donc préalablement
synthétisées. La thiazoloquinazolinone « coudée vers le haut » a déja été decrite par T. Besson
et al.,'83184185188 31015 que les deux autres structures sont originales.

Dans un premier temps, les synthéses en série racémique ont été abordées (R = H). Par
la suite, les syntheses permettant la préparation des produits de configuration (1R, 2R) ont été
développées (R = CHy).

181 Sorbera L. et al., Drugs Future, 2003, 28 (6), 529-537.

182 Bartroli O.J. et al., Brevet WO 0166519 A2, publié le 13 septembre 2001.
183 Besson T. et al., Tetrahedron Lett., 2000, 41 (7), 1027-1030.

184 Alexandre F.-R. et al., Tetrahedron Lett., 2003, 44 (24), 4455-4458,

185 Testard A. et al., J. Enzyme Inhib. Med. Chem., 2005, 20 (6), 557-568.

186 Testard A. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2006, 16 (13), 3419-3423.
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Figure 84 : Schéma rétrosynthétique menant aux analogues de 1’albaconazole

Il — Synthese d’analogues en série racémique

1 — Le chlorure de 4,5-dichloro-1,2,3-dithiazolium ou sel
d’Appel

Le chlorure de 4,5-dichloro-1,2,3-dithiazolium, plus communément appelé sel d’ Appel
a été découvert par Rolf Appel en 1985.1%" 11 s’agit d’un solide vert insoluble dans les solvants
organiques. Il est stable sous atmosphere inerte, a température ambiante et a 1’abri de la
lumiere. Ce composé est facilement préparé par réaction entre le chloroacétonitrile et le
chlorure de soufre dans le dichlorométhane a température ambiante (figure 85).

187 Appel R. et al., Chem. Ber., 1985, 118 (4), 1632-1643.
199



Partie B
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Figure 85 : Synthése du sel d’Appel

Le sel d’Appel est sensible a I’attaque de divers nucléophiles. Ainsi, la condensation

d’anilines en présence de pyridine, conduit a la formation de N-aryliminodithiazoles par
déplacement du chlore en position 5 (figure 86).

Cl
Cl Cl NH, CH,CL,, y
ridine, ta
. 7/ \< + ©/ Py SN
Cl-*s N /
\S/ S\S

Figure 86 : Formation des N-aryliminodithiazoles
Les iminoditiazoles sont des composés stables, fortement colorés, pouvant subir

diverses attaques nucléophiles de type inter ou intramoléculaires au niveau des sites
électrophiles S1, S2, C4, C5 du cycle dithiazole (figure 87).'%

N CN
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Figure 87 : Réactivité des N-aryliminodithiazoles

La force motrice de ces réactions est la formation d’une fonction nitrile latente au sein
de la structure dithiazolique. Certaines réactions transforment uniquement le motif dithiazole
par attaque au niveau des positions S1 et S2, alors que d’autres impliquent une cyclisation sur
le cycle aromatique adjacent en S1, S2 et C5.

188 Rees C.W., J. Heterocycl. Chem., 1992, 29 (3), 639-651.
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Les iminodithiazoles sont donc des intermédiaires tres intéressants pour la preparation
d’hétérocycles originaux. Ainsi, a titre d’exemple et suivant le produit de départ considéré, on
citera la synthése de benzothiazoles,'®® de benzimidazoles,'®® de benzoxazoles, de
triazolopyrimidines, d’imidazopyrimidines ou de pyrazolopyrimidines,®* de 3,1-benzoxazin-
4-ones et de 3,1-benzothiazin-4-ones,'* de 3,1-benzoxazines et de 3,1-benzothiazines,'*® de
quinazolines,****% de quinazolin-4-ones,*® ou de 5-cyano-1,2 4-thiadiazoles.*®

2 — Préparation des thiazoloquinazolinones
2.1- Syntheése en série 1,3-thiazolo[5,4-f]quinazolin-9(8H)-one
2.1.1- Apercu bibliographique

T. Besson et al. ont publié la synthese de la 1,3-thiazolo[5,4-fl]quinazolin-9(8H)-one
selon deux voies de synthése différentes. La premiére est réalisée a partir du 2-amino-5-
nitrobenzonitrile par I’intermédiaire d’un 4-éthoxy-6-nitroquinazoline-2-carbonitrile.*®® La
deuxiéme est effectuée selon le schéma rétrosynhétique figure 8818418518

La 1,3-thiazolo[5,4-flquinazolin-9(8H)-one est obtenue apres décyanation et
déprotection de 1’analogue 8-benzyl-9-oxo-8,9-dihydro-1,3-thiazolo[5,4-f]quinazoline-2-
carbonitrile. Ce dernier est préparé par cyclisation de I’iminodithiazole correspondant. Cet
intermédiaire peut étre synthétisé par condensation entre le sel d’Appel et la 6-amino-3-
benzyl-5-bromoquinazolin-4(3H)-one. Enfin, cette quinazolinone est obtenue en trois étapes a
partir de 1’acide 5-nitroanthranilique.

189 Besson T. et al., J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 1995, 13, 1659-1662.
190 Rakitin O.A. et al., Tetrahedron Lett., 1996, 37 (26), 4589-4592.

191 Baraldi P.G. et al., Bioorg. Med. Chem., 2002, 10 (2), 449-456.

192 Besson T. et al., J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 1995, 17, 2097-2102.
193 Besson T. et al., Synlett, 1997, 06, 704-706.

194 Chang Y.-G. et al., Synlett, 2002, 09, 1423-1426.

1% de Fatima Pereira M. et al., Tetrahedron, 2007, 63 (4), 847-854.

19 |wakawa T. et al., Heterocycles, 1999, 51 (4), 811-819.
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Figure 88 : Schéma rétrosynthétique menant a la 1,3-thiazolo[5,4-flquinazolin-9(8H)-one

I1 est a noter que la protection de I’azote de la quinazolinone est indispensable pour
permettre la condensation avec le sel d’Appel avec de bon rendement. De plus, la formation
du cycle thiazole est favorisée lorsqu’un atome de brome est présent en position 5 de la
quinazolinone.

Il a été démontré que par thermolyse a haute température, les N-aryliminodithiazoles
peuvent se réarranger en benzothiazoles. Cette réaction s’effectue selon un mécanisme

d’¢lectrocyclisation et de fragmentation, et s’accompagne de la perte d’une molécule d’acide
chlorhydrique et de soufre (figure 89).1%

©/ \\‘/Q _chauffage \‘ Q:\ _—-Ha @[ \>—CN
-1/8 S

s—¢ H (»s
Figure 89 : Synthése de benzothiazole par thermolyse

Cette thermolyse mene aussi a la formation de chlorure de cyanoimidoyle (figure 90).
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Figure 90 : Synthése de chlorure de cyanoimidoyle par thermolyse

CN

Le rendement en benzothiazole déepend de la nature des substituants présents sur le
cycle aromatique. En effet, un groupement électrodonneur favorise la formation du cycle
thiazole, alors qu’un groupement électroattracteur conduit majoritairement a la formation du
chlorure de cyanoimidoyle.**’

La formation du thiazole peut étre réalisée en milieu homogéne, au reflux du toluene
dans un tube scellé.'*®® Les rendements sont alors améliorés. De méme, une cyclisation sous
irradiation micro-ondes dans des solvants polaires comme la N-méthylpyrrolidin-2-one
(NMP) permet d’augmenter les rendements et de réduire les temps de réaction.’

Il est aussi possible de réaliser cette réaction en milieu hétérogéne. Les meilleurs
rendements ont été observés en présence de tribromure de pyridinium au reflux de la pyridine.
En effet, des études préliminaires ont démontré que 1’exclusion de ’atome de soufre S2 peut
étre facilitée par le tribromure de pyridinium. Le brome crée une assitance électrophile sur ce

soufre, favorable au processus de cyclisation.?*

Cependant, les meilleurs résultats sont obtenus avec 1’intermédiaire bromé en ortho de
I’entité N-arylimine par utilisation d’iodure de cuivre au reflux de la pyridine. L’activation se
fait par complexation du brome avec le métal et les processus d’électrocyclisation et de
fragmentation vus précédemment sont ainsi facilités (figure 91).2%

cl B cl N |
—~< Cl N
N N -
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Figure 91 : Synthese de benzothiazole par activation avec un atome de brome

Y97 English R. et al., J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 1997, 3, 201-206.
19 Bénéteau V. et al., Eur. J. Med. Chem., 1999, 34 (12), 1053-1060.

%9 Frére S. et al., Tetrahedron, 2003, 59 (6), 773-779.

200 Kim K., Sulfur reports, 1998, 21 (2), 147-207.

01 Besson T. et al., J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 1998, 23, 3925-3926.
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2.1.2- Synthese de la 1,3-thiazolo[5,4-flquinazolin-9(8H)-one

Les conditions opératoires décrites par T. Besson et al. ont été utilisées pour
synthétiser la 3-benzyl-5-bromo-6-[(4-chloro-5H-1,2,3-dithiazol-5-ylidéne)amino]quinazolin-
4(3H)-one 77 (figure 92),'8418518

(0] (0]
oN H,NCHO,
o ' O N
2 OH MO, 60W, 150°C, 40" 2 NH
75% )
) =
NH, méthode B N
73
NaH, BnBr, DMF,
MO, 40w, 80°C, 30'
2%
méthode C
(0] (@]
H,N HOOCNH,, Pd/C, EtOH, O,N
N MO, 40W, 80°C, 15' N
/) 95% /)
N méthode D1 N
75 74
Br,, AcOH,
ta, 2h
89%
méthode E

. cl Br 0
sel d'appel 72, pyridine,
H,N CH,Cl,, ta, 3h N
N 2 N
) 64% N\ )
N/ méthode F s—S N/
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Figure 92 : Synthese de la 3-benzyl-5-bromo-6-[(4-chloro-5H-1,2,3-dithiazol-5-ylidéne)amino]
quinazolin-4(3H)-one 77

La premiére étape est une réaction de Niementowski entre 1’acide 5-nitroanthranilique
et le formamide. Cette condensation est réalisée sous irradiation micro-ondes a 150°C sous
60W pendant 40 minutes (méthode B).”? La quinazolinone 73 est alors isolée avec un
rendement de 75%. Elle est ensuite protégée en position 3 par un groupement benzyle. La
benzylation est réalisée en présence d’hydrure de sodium et de bromure de benzyle dans le
DMF (40W, 80°C) pendant 30 minutes (méthode C). Ainsi, la 3-benzyl-6-nitroquinazolin-
4(3H)-one 74 est préparée avec un rendement de 72%. La fonction nitro est réduite pour
conduire a la 6-aminoquinazolin-4(3H)-one. Cette réduction est réalisée en présence de
formiate d’ammonium et de palladium sur charbon dans 1’éthanol sous irradiation micro-

202 Alexandre F.-R. et al., Tetrahedron Lett., 2002, 43 (21), 3911-3913.
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ondes (40W, 80°C). La méthode D1 permet de synthétiser I’amine 75 avec un excellent
rendement de 95%. Cette derniere est alors bromée sélectivement en position 5 en présence de
dibrome dans I’acide acétique a température ambiante pendant 2 heures (méthode E). Le
dérivé bromé 76 est isolé avec un rendement de 89%. Finalement le composé 76 est condensé
avec le sel d’Appel 72 en présence de pyridine dans le dichlorométhane (méthode F). La N-
aryliminodithiazole 77 est isolée avec un rendement de 64%.

La déprotection du groupement benzyle est alors envisagée. En effet, I’objectif est de
réaliser la déprotection puis la formation du cycle thiazole, permettant ainsi la synthése du 9-
0x0-8,9-dihydro-1,3-thiazolo[5,4-flquinazoline-2-carbonitrile.

Parmi les différentes techniques existantes, une trés employée et trés efficace est
I’hydrogénation catalytique.'” Cependant, la structure de notre composé ne permet pas
d’envisager cette méthodologie (présence d’atome de soufre). Les conditions publiées par
Murakami et al. ont alors été utilisées. 1ls décrivent une déprotection de 1’azote indolique en
présence de chlorure d’aluminium dans 1’anisole ou le benzene.’® Ainsi, le dérivé 77 est mis
en réaction avec du chlorure d’aluminium dans le toluéne a 65°C (figure 93).

cl Br ] cl Br 0
N AICI,, toluene, N
N S~z N/\© 65°C, 30' N S~z NH
\ g " g
—S = 85% —S =
S N S N
77 78

méthode G

Figure 93 : Synthese du composé 78 par déprotection du groupement benzyle

Cette technique s’avére appropriée pour la déprotection d’amide N-benzylée puisque
la quinazolinone 78 est obtenue rapidement avec un bon rendement.

Le cycle thiazole peut étre envisagé a partir de 1’intermédiaire 78. Celui-ci est cyclisé
dans la pyridine a reflux avec deux équivalents d’1odure de cuivre. Cette réaction est effectuée

sous irradiation micro-ondes a 115°C avec une puissance de 60W pendant 15 minutes (figure
94) 184,185,186

O

cl Br

Cul, pyridine,
N MO, 60W, 115°C, 15'
N)\,// NH -
\ J 72%
s—S N/ méthode H
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Figure 94 : Syntheése de la thiazologquinazolinone 79

Ces conditions opératoires permettent de preparer la premiere thiazoloquinazolinone
79 avec un rendement de 72%.

203 \W/atanabe T. et al., Chem. Pharm. Bull., 1991, 39 (5), 1152-1156.
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La deuxieme molécule cible peut étre obtenue par décyanation du derive 79. Il existe
de nombreuses méthodes permettant cette réaction, par exemple par utilisation d’un métal (Li
ou Na / NH3), d’alumino ou de borohydrure (LiAIH4, NaBH,), d’acide ou de base, d’hydrure
de tributylétain (BuzSnH + AIBN), d’iodure de samarium (Sml, + HMPA) ou encore par
hydrogénation.**

Dans notre cas, cette décyanation est réalisée avec de 1’acide bromhydrique a 48%
sous irradiation micro-ondes & 115°C pendant 30 minutes (figure 95).2% Dans ces conditions,
le groupement nitrile est probablement hydrolysé puis décarboxylé. La deuxieme
thiazologuinazolinone est ainsi synthétisee avec un rendement de 95%.

HBr (48%), S o
MO, 60W, 115°C, 30' N/
95% NH
méthode | /)
N
80

Figure 95 : Décyanation menant & la thiazologuinazolinone 80
2.2- Synthése en série 1,3-thiazolo[4,5-g]quinazolin-8(7H)-one
2.2.1- Approche rétrosynthétique

Afin de synthétiser les thiazoloquinazolinones linéaires, molécules originales, la voie
de synthése utilisée en série 1,3-thiazolo[5,4-flquinazolin-9(8H)-one a été exploitée. Ainsi, le
schéma rétrosyntétique envisagé est représenté sur la figure 96.

Les étapes menant aux deux thiazoloquinazolinones désirées sont les mémes que
précédemment. L’intermédiaire clé de cette voie de synthése est la 6-amino-3-benzyl-7-
bromoquinazolin-4(3H)-one. Ce dérivé peut étre obtenu par réduction de 1’analogue nitré, lui
méme préparé en deux étapes a partir de la 7-bromoquinazolin-4(3H)-one. Enfin, celle-ci est
synthétisée par cyclisation de 1’acide 4-bromo-2-nitrobenzoique.

204 Mattalia J.-M. et al., Arkivoc, 2006, 4, 90-118.
25 Testard A., Thése de doctorat, soutenue le 9 mars 2006, Université de La Rochelle.
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Figure 96 : Schéma rétrosynthétique menant aux molécules cibles en série 1,3-thiazolo[4,5-0]
quinazolin-8(7H)-one

2.2.2- Synthése en série 1,3-thiazolo[4,5-g]quinazolin-8(7H)-one

La 7-bromoquinazolin-4(3H)-one peut étre synthétisée a partir de 1’acide 4-bromo-2-
nitrobenzoique. En effet, la fonction nitro peut étre réduite pour former I’acide 4-
bromoanthranilique, engagé par la suite dans une réaction de Niementowski.

Mais la synthése de la quinazolidinone peut aussi étre réalisée en une seule étape.
Kamal et al. ont décrit la synthese de la 6-chloroquinazolin-4(3H)-one a partir de 1’acide 5-
chloro-2-nitrobenzoique en présence de zinc et de formiate d’ammonium sous irradiation
micro-ondes.’® Kundu et al. ont publié la synthése de quinazolin-4(3H)-ones & partir d’acides
2-nitrobenzoique (ou un dérivé amide, ester ou nitrile), de formamide et un équivalent de
trichlorure d’indium a 150°C. Le temps moyen de leurs réactions est de 5 heures.?”’

Cette réaction s’effectue en deux étapes. Il y a tout d’abord une réduction du
groupement nitro, puis une cyclisation de Niementowski. Le mécanisme de la réduction est
représente sur la figure 97.

206 Kamal A. et al., Tetrahedron Lett., 2004, 45 (34), 6517-6521.
27 Kundu S. et al., Arkivoc, 2008, 2, 33-42.
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Figure 97 : Mécanisme de la réduction

Lors de cette réaction le trichlorure d’indium permet la décomposition du formamide,
libérant ainsi de I’ammoniac et du monoxyde de carbone. Celui-ci participe alors a la
conversion du nitro en amine en libérant du dioxyde de carbone.

Ces conditions ont été utilisées pour notre synthése. Cependant, I’irradiation micro-
ondes est préférée par rapport au chauffage classique, pour permettre une diminution des
temps de réaction. L’acide 4-bromo-2-nitrobenzoique est donc mis en réaction avec du
trichlorure d’indium, du formamide pendant 40 minutes a 150°C avec une puissance de 80W
(figure 98).

(0] (0]
NH,CHO, InCl,,
on MO, 80w, 150°C, 40 "
81% /)
Br N02 méthode J Br N

81

Figure 98 : Synthese de la 7-bromoquinazolin-4(3H)-one 81

Grace a cette méthode la 7-bromo-3H-quinazolin-4-one 81 est préparée avec un
rendement de 81%. Ce composé est ensuite nitré puis protégé par une fonction benzyle
(figure 99).

La nitration en présence d’acide nitrique fumant et d’acide sulfurique concentré a
100°C fournit deux composés 82 et 83 avec des rendements respectifs de 76 et 15% (méthode
K).2% Le dérivé désiré 82 est ensuite protégé selon la méthode C pour fournir la 3-benzyl-7-
bromo-6-nitroquinazolin-4(3H)-one 84 avec un rendement de 84%.

208 Rewcastle G.W. et al., J. Med. Chem., 1996, 39 (4), 918-928.
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0 0 0
HNO,, H,SO,,
100°C, 1h O,N
NH — = NH NH
méthode K +
= = =
Br N Br N Br N
81 82 NO, g3
76% 15%

NaH, BnBr, DMF,
MO, 40W, 80°C, 30'
84%

méthode C
(0]
O,N
2 N
P
Br N
84

Figure 99 : Synthése de la 3-benzyl-7-bromo-6-nitroquinazolin-4(3H)-one 84

La fonction nitro doit alors étre réduite pour conduire a 1’amine, intermédiaire
indispensable pour la cyclisation. Plusieurs conditions opératoires ont été testées afin
d’obtenir le produit voulu avec un bon rendement. Les différentes méthodes et les résultats
obtenus sont résumés dans le tableau 21.

(0] (0]
O,N H N
2 N 2 N
—_—
J J
Br N Br N
84 85

Essais Conditions opératoires Observations
HOOCNH,, Pd/ C, EtOH, e .
+
1 MO, 40W. 80°C, 15° 84 + produit nitré débromé
5 SnCl,.2H,0, AcOEt, 84
MO, 40W, 80°C, 60’

3 NaBH,, CuSO,, EtOH, ta, 24h 84 + produit débromé + 85 (35%)
FeCI3.6H20, NH,NH-.H,0, o

4 Charbon act., MeOH, 80°C, 14h 84+ 85 (46%)

5 Fe, HClc, EtOH, reflux, 12h 84 + 85 (55%)

6 Fe, AcCOH, EtOH, reflux, 1h 85 (93%)

Tableau 21 : Essais de réduction de la fonction nitro

209



Partie B

Les conditions vues préecédemment (essai 1) ne menent pas a la réduction mais a la
formation d’un produit débromé. En présence de dichlorure d’étain dans ’acétate d’éthyle
sous irradiation micro-ondes (essai 2), aucune réaction n’est observée.’”® L’utilisation de
borohydrure de sodium et de sulfate de cuivre dans 1’éthanol permet d’obtenir le produit 85
mais avec un faible rendement (essai 3).?>° L’essai 4 en présence d’hydrazine monohydrate,
de trichlorure de fer hexahydrate conduit a un mélange du produit désiré (46%) et du produit
de départ.?*

Nous nous sommes finalement orientés vers la réaction de Béchamp (essais 5 et 6). La
réduction avec du fer en présence d’acide chlorhydrique concentré dans 1’éthanol permet
d’obtenir le dérivé 85 avec un rendement de 55%.°" Finalement, le composé réduit 85 est
synthétisé avec un excellent rendement en présence de fer au reflux d’un mélange d’acide
acétique et d’éthanol.?*? Ces conditions seront retenues pour la suite de la synthése (méthode
D2).

La suite de la synthese est identique a celle mise en place pour les thiazoloquinazolin-
9(8H)-ones (figure 100).

0 . cl Q
sel d'appel 72, pyridine,
H,N CH,Cl,, ta, 3h, N
N - N 72 N
) 58% - )
= 4 — =
Br N méthode F S Br N
85 86
AICI,, toluéne,
65°C, 30’
90%
méthode G
o cl O
Cul, pyridine,
MO, 60W, 115°C, 15' N
/) NH = ~F NH
NC—< ) 86% N
_ . —S Z
S N méthode H S Br N
88 87

HBr (48%),
MO, 60W, 115°C, 30"
93%

méthode |
(0]
N
4 J
s N

89

Figure 100 : Synthése des thiazoloquinazolinones 88 et 89

29 ¥00 S.-e. et al., Synlett, 1990, 07, 419-420.

29 Clive D. et al., J. Org. Chem., 1987, 52 (7), 1339-1342.

211 Mee S.P.H. et al., Tetrahedron, 2004, 60 (16), 3695-3712.
212 Krolski M.E. et al., J. Org. Chem., 1988, 53 (6), 1170-1176.
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La condensation de I’amine 85 avec le sel d’Appel conduit a I’iminodithiazole 86 avec
un rendement de 58%. Puis, la déprotection du groupement benzyle selon la méthode G
permet d’obtenir le composé 87. Celui-ci est alors cyclisé sous irradiation micro-ondes en
présence d’iodure de cuivre pour fournir la premiére thiazoloquinazolinone linéaire 88 avec
un rendement de 86%. L’analogue 89 est enfin prépare selon la méthode I et est isolé avec un
rendement de 93%.

Cette voie de synthése nous
thiazologuinazolinones linéaires originales.

a donc permis d’obtenir deux nouvelles

2.3- Synthése en série 1,3-thiazolo[5,4-h]quinazolin-6(7H)-one

Pour synthétiser les derniéres thiazoloquinazolinones, 1’isomére nitré 83, obtenu lors
de I’étape de nitration a été exploité. Les conditions opératoires utilisées pour synthétiser le 6-
0x0-6,7-dihydro-1,3-thiazolo[5,4-h]quinazoline-2-carbonitrile  sont les mémes que

précédemment (figure 101).
NaH, BnBr, DMF, /\
NH MO, 40W, 80°C, 30
81%
méthode C
90

83

Fe, AcOH, EtOH,
reﬂux 1h

96%
méthode D2

91

sel d'appel 72, pyridine,

CH,CI,, ta, 3h,
50%
méthode F
o (0]
O
N
Cul, pyridine, NH & "
NH MO, 60W, 115°C, 15' /) AICL,, toluéne, /)
65°C, 30
_— - AL Br N Br N
< N ] 78%
_ méthode H N EN méthode G A S
s /
NC \N \N
cl Cl
93 92

Figure 101 : Synthése en série 1,3-thiazolo[5,4-h]quinazolin-6(7H)-one

La quinazolinone 83 est protégée par un groupement benzyle selon la méthode C. Le
dérivé nitré 90 est ensuite réduit, puis mis en réaction avec le sel d’Appel pour conduire a
I’iminodithiazole 92 avec un rendement de 50%. La déprotection en présence de de chlorure
d’aluminium dans le toluéne selon la méthode G fournit le composé 93.

Celui-ci est alors engagé dans la réaction de cyclisation sous irradiation micro-ondes
avec I’iodure de cuivre dans la pyridine. Cependant, ces conditions ne permettent pas
d’obtenir le 6-0x0-6,7-dihydro-1,3-thiazolo[5,4-h]quinazoline-2-carbonitrile. En effet, le

211

o)
N ph
/)
Br N
NH,
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produit attendu n’est pas détecté et plusieurs autres produits se forment. De plus, les faibles
quantités de produit mises en jeu ne permettent pas d’identifier les entités. Mais on peut
penser que 1’azote en position 1 de la quinazolinone pourrait intervenir dans une réaction
secondaire en attaquant le cycle thiazole, comme cela est décrit dans la littérature au sujet de
8-[(4-chloro-5H-1,2,3-dithiazol-5-ylidéne)amino]quinoléine.”*?

Ainsi, dans cette série, les thiazoloquinazolinones n’ont pas pu étre synthétisées.

3 — Synthese des molécules finales

Les quatre thiazologuinazolinones 79, 80, 88 et 89 synthétisées sont condensées avec
I’époxyde difluoré 3 (figure 102).

N
4 \\
_N
N
OH
*
F
K,CO,, DMF
N—
4 W Faar=cn
N 95 R'=H
o)
F
0
N, N—/\
F i) \>—R' ( \
3 k\ /N
N S N 0
OH
88 R'=CN N N
89 R =H h \> R
F k\ S
K,CO,, DMF N
F 9 rR=CN
97 R'=H

Figure 102 : Synthéeses des molécules finales 94-97

Différentes conditions ont été testées pour permettre 1’ouverture de 1’oxirane car la
réaction n’est pas compléte. De plus, pour les composés possédant une fonction nitrile (94 et
96), une hydratation de ce nitrile en amide primaire est observee. Le changement de base ou
de solvant ne permet pas d’améliorer ces résultats Finalement, 1’utilisation du chauffage sous

213 Basson T. et al., J. Chem. Soc. Perkin Trans. 1, 2000, 4, 555-561.
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irradiation micro-ondes avec du carbonate de potassium dans le DMF permet de réduire les
temps de réaction et ainsi d’isoler les produits attendus (méthode L1) (tableau 22).

Composes Conditions opératoires Rendement
o4 MO, I\1/|(;e('§\r;\(/),d:OI:Cl:, 20° 24%
| vosoowsrca | 5%
% Mo,h;l(fggs,dseolgclz, 20° 20%
o7 MO, I\l/l(;eg:];,dSeOI;Czi, 30° 80%

Tableau 22 : Syntheéses des composés 94-97

Les produits 95 et 97 sont eux préparés selon la méthode L2 (réduction de temps de
réaction a 20 minutes) et isolés avec de meilleurs rendements.

11 — Synthese des analogues de configuration (R,R)

1 — Principe et approche rétrosynthétique

Les analogues stricts de 1’albaconazole seront synthétisés en s’appuyant sur la
méthodologie mise en place précédemment en série racémique. Ainsi, les
thiazologuinazolinones angulaires et linéaires seront condensées avec le (2R,3S)-2-(2,4-
difluorophényl)-3-méthyl-2-[(1H-1,2,4-triazol-1-yl)méthyl]oxirane selon 1’une des voies de
synthése de 1’albaconazole.

De plus, la mise en place de cette synthése permettra la préparation de 1’albaconazole,
molécule qui servira alors de référence pour les évaluations pharmacologiques.

Dans un premier temps la synthese de cet époxyde sera décrite, puis 1’ouverture de cet
oxirane permettant 1’acceés aux molécules finales sera exposée.

2 — Synthese du (2R,3S)-2-(2,4-difluorophényl)-3-méthyl-2-
[(1H-1,2,4-triazol-1-yl)méthyl]oxirane

La synthese du (2R,3S)-2-(2,4-difluorophényl)-3-méthyl-2-[(1H-1,2,4-triazol-1-yl)
méthyl]oxirane a été décrite par Tasaka et al. en 1993.2 Elle s’effectue en 7 étapes a partir
du (R)-méthyllactate. A partir d’un produit de configuration connue, cette synthese permet
I’introduction d’un deuxiéme centre de chiralité. La méme voie de synthése a été utilisée pour

244 Tasaka A. et al., Chem. Pharm. Bull., 1993, 41 (6), 1035-1041.
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préparer cet époxyde chiral de configuration (R,S). Dans un premier temps, la préparation de
I’alcool 102 est réalisée en 5 étapes (figure 103).

CH, Morpholine, o/ﬁ CH, TsOH.H,0, 2,3-dihydropyrane,
e) 85°C, 24h CH ,Cl,, 0°C, 1h
Nod OH > N
3 72% OH 79%
o) méthode M o méthode N
(R)-méthyllactate 98 99
Mg, 1-bromo-2,4-difluorobenzéne,
THF, 35-45°C puis ta 1h, méthode O
-20°C a ta, 4h
88%
_\ \
4 cH,
O,
NaH, 1H-1,2,4-triazole, NaH TMSOI, DMSO, o o
__ DMF, 80°C, 4h 0°C ata, 2h30
83% 96%
méthode Q méthode P
F 101 F 100
F 102

Figure 103 : Synthése de I’intermédiaire 102

Ainsi, lors de la premiere étape, la condensation du (R)-méthyllactate avec la
morpholine a 85°C fournit I’amide 98 avec un rendement de 72% (méthode M). La fonction
hydroxyle est ensuite protégée par un éther tétrahydropyranique. L’intérét de ce groupement
est qu’il est facilement introduit, relativement stable et aisément clivé. Cette protection
s’effectue en présence de 2,3-dihydropyrane et d’acide para-toluenesulfonique monohydraté
dans le dichlorométhane. L’éther 99 est obtenu rapidement avec un rendement de 79%
(méthode N). A noter que le centre stéréogéne du tétrahydropyrane rend les spectres RMN
complexes.

Une réaction de Grignard avec le bromure de 2,4-difluorophénylmagnésium préparé
in situ conduit a la formation de la cétone 100 avec un trés bon rendement (méthode O).
Difféerentes méthodes pour la préparation du produit 100 (ou des structures proches) sont
connues : I’acylation de Friedel-Crafts du 1,3-difluorobenzéne,?* la résolution enzymatique
d’un ester racémique,?'®#’ ’ouverture d’un époxyde aromatique chiral,*® la carboligation de
difluorobenzaldéhyde catalysée par une lyase,**® ou encore 1’a-hydroxylation de cétones.??
Cependant, le passage par I’organomagnésien reste la voie la plus utilisée.

21> Konosu T. et al., Chem. Pharm. Bull., 1991, 39 (9), 2241-2246.

1% Gala D. et al., Tetrahedron Lett., 1996, 37 (5), 611-614.

27 Demir A.S. et al., Tetrahedron: Asymmetry, 2001, 12 (13), 1953-1956.
8 Gala D. et al., Tetrahedron Lett., 1994, 35 (45), 8299-8302.

29 Demir A.S. et al., Adv. Synth. Catal., 2002, 344 (1), 96-103.

220 Gala D. et al., Tetrahedron Lett., 1996, 37 (45), 8117-8120.
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Une époxydation diasteréoselective avec le réactif de Corey dans le DMSO mene a
I’oxirane 101 avec un excellent rendement (méthode P). L’ouverture de cet intermédiaire
avec le 1H-1,2 4-triazole selon la méthode Q permet la formation du composé 102 avec un
rendement de 83%.

La déprotection de I’alcool 102 en présence de para-toluénesulfonate de pyridinium
(PPTS) dans I’éthanol conduit a la formation de deux diols 103 et 104 (figure 104).

N
« \\
_N
N CH,
OH
PPTS, EtOH,
h o) o) 55°C, 4h
F méthode R
F
102 103 57% 104 6%

Figure 104 : Déprotection de 1’alcool conduisant aux diols 103 et 104

Les deux diastéréoisomeres sont séparés aisement. En effet, une recristallisation dans
I’éther di¢thylique permet d’isoler le diastéréoisomére 103 (R,R). Une chromatographie sur
gel de silice du filtrat donne le dérivé 104 (S,R) et une portion supplémentaire du produit 103.
En définitive, celui-ci est obtenu avec un rendement de 57%.

Le composé 103 est finalement converti en époxyde par cyclisation intramoléculaire
via I’intermédiaire mésylate (figure 105).

1) MsCl, Et;N, AcOEt,
0°C ata, 45'
2) NaOH 3,75M,
0°C ata, 1h
90%
méthode S

103 105
Figure 105 : Synthése de I’époxyde 105

Dans un premier temps, ’alcool secondaire est mésylé par action du chlorure de
mésyle et de triéthylamine dans I’acétate d’éthyle. L’intermédiaire formé n’est pas isolé et
I’ajout d’hydroxyde de sodium dans le milieu réactionnel conduit a I’oxirane 105 de
configuration (R,S) avec un excellent rendement.??

221 pesti J. et al., Org. Process Res. Dev., 2009, 13 (4), 716-728.
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3 — Synthése de I’albaconazole

La 7-chloroquinazolin-4(3H)-one est préparée facilement a partir de I’acide 4-chloro-
2-aminobenzoique selon la méthode B (figure 106).

o] 0
NH,CHO,
OH MO, 60w, 150°C, 407 NH
56% )
cl NH, méthode B al N/

106

Figure 106 : Synthése de la 7-chloro--quinazolin-4(3H)-one 106

La quinazolinone 106 est isolée avec un rendement de 56%. Elle est ensuite condensee
avec I’époxyde 105 selon les conditions décrites par Bartroli et al. (figure 107).%

(0]
K,CO,, NMP,
HN 80°C, 3 jours
=+ _——
NS 48%
N Cl méthode T cl

106

Figure 107 : Synthése de 1’albaconazole 107

L’ouverture de I’époxyde 105 en présence de carbonate de potassium dans la N-
méthyl-2-pyrrolidone (NMP) a 80°C pendant trois jours conduit a 1’albaconazole 107 avec un
rendement de 48%.

4 — Synthése des molécules finales

Les mémes conditions opératoires pour 1’ouverture de I’époxyde 105 par les
thiazologuinazolinones ont été utilisées (figure 108).

Comme précédemment, pour les dérivés présentant un nitrile en position 2, on constate
la formation du produit attendu, puis sa conversion en amide primaire. Mais dans ce cas,
I’ouverture de 1’époxyde nécessitant un temps de réaction plus long, seuls les dérivés amides
108 et 110 sont obtenus avec des rendements de 27% et 25%. De méme, les
thiazologuinazolinones 80 et 89 sont condensées avec 1’époxyde 105 et les composés 109 et
111 sont isolés avec des rendements de 45 et 47%.
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K,CO,, NMP,
80°C, 3 jours
méthode T
F 108 R'=CONH, 27%
109 R'=H 45%
o
HN N\
Q >—=
NS
N S , O
88 R'=CN N N
89 R'=H k \> R
\N S
K,CO,, NMP,
80°C, 3 jours
méthode T

110 R'=CONH, 25%
111 R'=H 47%

Figure 108 : Synthéses des molécules finales 108-111

Ainsi, quatre nouvelles molécules respectant la stéréochimie de 1’albaconazole (R,R)
ont été préparées.

5 — Evaluation pharmacologique

5.1- Resultats pharmacologiques

Huit nouvelles molécules ont été préparées dans la série 7 ou 8-[2-(2,4-
difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]thiazoloquinazolinone et évaluées

sur les souches Candida albicans CA98001 (sensible au fluconazole) et Aspergillus fumigatus
AF98003.

Le tableau 23 présente les résultats obtenus.
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Tableau 23 : Evaluation en série 7 ou 8-[2-(2,4-difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]thiazoloquinazolinone (94-97 et 108-111).

N

L
N

R /A _\\N
I s—\<N Ng O
S5 Soss
F k\N F k\N s

94, 95, 108, 109 96, 97, 110, 111

CMI ou Clgg
R R’ Candida albicans (CA98001) Aspergillus fumigatus (AF98003)
UM Mg / mL UM Mg / mL
94 H CN 0,99 £0,01 0,46 £ 0,005 >100 -
95 H H 0,59 + 0,07 0,26 + 0,03 >100 -
96 H CN 0,07 £ 0,012 0,032 + 0,005 >100 -
97 H H 0,11+0,04 0,048 £ 0,017 3016 13
108 (R, R) CHs CONH, 0,37 £0,15 0,184 + 0,075 >100 -
109 (R, R) CHjs H 0,024 £ 0,012 0,011 £ 0,005 >100 -
110 (R, R) CHs CONH, 0,02+0,1 0,010 £+ 0,05 74+0,2 3,7+0,1
111 (R, R) CHs H 0,056 + 0,007 0,025 + 0,003 0,61+ 0,02 0,277 £ 0,009
Fluconazole 0,63 +0,02 0,19 £ 0,006 - -
Itraconazole - - 0,6 £ 0,06 0,42 +0,04
Voriconazole 0,043 0,015 0,45+0,05 0,15+£0,01
Albaconazole 0,007 + 0,001 0,003 £ 0,0004 0,53 +£0,01 0,229 + 0,004
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Si I’ensemble de ces composés présentent a des degrés divers de bonnes activités sur
la souche de Candida albicans (460 > CMI > 10 ng / mL) de I’ordre du fluconazole (CMI =
190 ng / mL) ou du voriconazole (CMI = 15 ng / mL), aucun n’est aussi actif que
I’albaconazole (CMI =3 ng/ mL).

Les résultats sont beaucoup plus hétérogénes sur la souche d’Aspergillus fumigatus.
En série racémique (94-97), et comme on pouvait s’y attendre en 1’absence du méthyle en
position 1 de la chaine propan-2-ol, ces composés ne présentent pas ou peu d’activité
antifongique. Cependant, 1’introduction de ce substituant et le respect de la stéréochimie (1R,
2R) ne sont pas systématiquement corrélés a une activité potentielle sur cette souche. En effet,
seules les molécules 110 et 111 dont le cycle thiazole sur la quinazolinone forme un
régioisomere linéaire possedent des CMIs intéressantes, le composé 111 (analogue strict non
substitué de I’albaconazole) étant le plus actif (CMI = 277 ng / mL; albaconazole : CMI = 229
ng/ mL).

Cette observation est en adéquation avec les travaux préliminaires menés par 1’équipe
a lorigine de la découverte de l’albaconazole ou une orientation spatiale d’un noyau 4-
chlorophényle positionné sur un cycle thiénopyrimidinone ou pyrazolopyrimidinone influence
diversement les activités antifongiques. Le conformére “linéaire” est en effet actif sur des
levures et des champignons filamenteux, alors que le conformére “coudé” est inactif (figure
109).%%

MORE ACTIVE i LESS ACTIVE

S

n“nearu

|/ cl

Cl

Figure 109 : Modeéle conformation-activité (adapté de **%)

Si les conclusions de cet article ne sont pas tout a fait transposables a certaines de nos
molécules dont le cycle thiazole sur la quinazolinone forme un régioisomere “coudé vers le
haut”, nous pouvons cependant noter une différence d’activité importante sur la souche de
Candida albicans ou la molécule 109 non substituée posséde une CMI dix fois moins élevée

222 Bartroli J. et al., J. Med. Chem., 1998, 41 (11), 1855-1868.
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que la molécule 108 substituée par une fonction amidique. Cette position semble donc
également influencer négativement les activités antifongiques par un encombrement stérique
défavorable autour du noyau thiazole.

5.2- Analyse des stérols sur la souche Candida albicans CA98001

Le mécanisme d’action de ces composés est étudié par 1’inhibition de la biosynthése
de I’ergostérol, selon le protocole général décrit page 195, apres traitement par la molécule la

plus active 110. Les résultats obtenus sont comparés a ceux observés pour 1’albaconazole
(tableau 24).

Stérols Contréle 110 (ng / mL) Albaconazole (ng / mL)
4,97 24,87 4,32 21,59

lanostérol 6,0* 33,9 43,2 40,9 22,7
éburicol 3.4 0 27,3 26,8 12,0
zymostérol 2,0
fécostérol

14-méthylfécosterol 2,8 5,6 3,6 5,6
épistérol 3,7

14-méthylépistérol 8,7 12,5 12,0 6,6

14-méthyl-3,6-diol 7,2 9,0 13,4 53,0
ergostérol 84,7 21,3 2,4 3,2

* ratio : aire sous courbe (ASC) sterol / somme des ASC stérols

Tableau 24 : Effets du composé 110 sur la composition en stérols de Candida albicans CA98001

Aux concentrations de 4,97 et 24,87 ng / mL encadrant la CMI du composé 110 (10 ng
/ mL), cette molécule inhibe la biosynthése de 1’ergostérol alors que le lanostérol s’accumule.
Cette inhibition couplée a 1’apparition de stérols méthylés en position 14 est caractéristique
d’une action sur la 14a-déméthylase.

Cependant, contrairement a 1’albaconazole qui semble uniquement agir sur cette
enzyme, le composé 110 pourrait également inhiber la A>°-désaturase codée par le géne
ERG3. En effet, a plus forte concentration (24,87 ng / mL), une augmentation de lanostérol
est observée alors que la production de 14-méthyl-3,6-diol reste relativement stable.

5.3- Evaluation complémentaire sur différentes espéces de Candida

L’évaluation complémentaire des composés les plus intéressants (110 et 111) sur les
autres espéces majeures du genre Candida sensibles au fluconazole (Candida albicans :
CA100), de sensibilité réduite (Candida krusei : CK8 et Candida glabrata: CG468) ou
résistantes au fluconazole (Candida parapsilosis : CP-Houdeau, CP-Rolland et Candida
krusei : CK506) montre un élargissement général et significatif du spectre d’activité (tableau
25), le meilleur des difféerentes séries chimiques synthétisées.
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. o
NJE@: N\>_ R

110, 111

R’ CMIl ou Clgy (ng / mL)
CA100 CK506 CK8 CG468 CP-Houdeau | CP-Rolland
110 (R, R) CONH, 0,006 0,57 0,07 0,25 0,32 0,21
111 (R, R) H 0,0045 0,63 0,06 0,27 0,30 0,26
Albaconazole < 0,0004 0,1 0,017 0,19 0,27 0,026
Fluconazole 0,12 >30 >30 18,1 >30 >30

Tableau 25 : Evaluation complémentaire sur différentes espéces de Candida.

Comparées aux valeurs obtenues pour 1’albaconazole, les activités inhibitrices se
situent globalement dans la méme gamme méme si ce composé de référence conserve
néanmoins les meilleurs résultats, notamment sur une des souches de Candida parapsilosis
(CP-Rolland) et sur la deuxieme souche sensible au fluconazole (CA100).
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IV — Conclusion

En conclusion de cette deuxieme partie, seule la synthése des analogues stricts de
I’albaconazole, de stéréochimie déterminée (1R, 2R) et possédant un cycle thiazole sur la
quinazolinone formant un régioisomére linéaire, permet 1’obtention de molécules originales
(110 et 111) dont le potentiel antifongique est remarquable aussi bien sur 1’ensemble des
differentes especes Candida proposées (albicans, glabrata, krusei et parapsilosis) que sur la
souche d’Aspergillus fumigatus.

Au regard des dernieres structures cristallographiques de CYP51s humaines ou de
Trypanosomatidae (Leishmania, T. Brucei, T. Cruzi) en complexe avec différents azoles et le
positionnement de certaines molécules a larges chaines latérales tel que le posaconazole ou le
kétoconazole a I’intérieur du tunnel 2 (figure 81 page 104), il est compréhensible qu’un
inhibiteur adoptant une conformation de type linéaire soit plus favorable pour une activité
antifongique optimale qu’une conformation coudée, sujette a un clash stérique a I’intérieur du
site actif.

Cependant, dans le cas de la structure cristalline de CYP51-T. Brucei en complexe
avec le posaconazole, deux conformations co-existent selon I’interconversion du cycle
pipérazinique entre les formes ”chaise” ou “bateau”, suggérant plutét un intérét
pharmacocinétique de I’extrémité terminale de cet azolé qu’une contribution importante pour
des interactions avec la cible (figure 110).?* Une limite & un allongement toujours plus
important des composés dans le but de s’affranchir des mutations a proximité de 1’héme serait
dans ce cas atteinte, contradisant ainsi les hypothéses précédentes émises par Xiao.*
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Figure 110 : Différentes conformations de la pipérazine de la chaine latérale du posaconazole

223 Chen C.-K. et al., PLoS Negl. Trop. Dis., 2010, 4 (4), e651.
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V — Partie expérimentale

TABLEAU DES METHODES

Type de réaction Méthode Conditions opératoires Pages
hé I
Synthese du se A CICH,CN, S,Cly, CH,Cly, ta 225
d’Appel
Réaction de
: . B HOCNH,, MO, 60W, 150°C 226
Niementowski
Protection de la c NaH, BnBr, DMF, 997
quinazolinone MO, 40w, 80°C
. HOOCNH,, Pd/ C, EtOH,
prosigigl W o o, rc
D2 Fe, AcOH, EtOH, reflux 238
Bromation E Br,, AcOH, ta 229
Formation de N- -
aryliminodithiazole F Pyridine, CH:Clz, ta 230
Déprotection du G AICI,, toluéne, 65°C 231
benzyle
Cyclisation H Cul, pyridine, MO, 60W, 115°C 232
Décyanation I HBr (48%), MO, 60W, 115°C 233
Synthése de la 3 InCls, HOCNH,, MO, 80W, 115°C 234
quinazolinone
Nitration K HNO3, H,SO4, 100°C 235
K,CO3, DMF,
L1 247
Ouverture de MO, 100W, 80°C
I’époxyde K>,CO3, DMF,
L2 MO, 100w, 80°C 249
Formation de M Morpholine, 85°C 253
I’amide
Protection de N APTS, 2,3-dihydropyrane, 254
’alcool CH,ClI,, 0°C
Réaction de o Mg, 1-bromo-2,4-difluorobenzéne, 255
Grignard THF, 35-45°C puis ta
Formation de P NaH, TMSOI, DMSO, 0°C puis ta 256
I’époxyde
Ouverture de Q NaH, 1H-1,2,4-triazole, DMF, 957
I’époxyde ta puis 80°C
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Type de réaction Méthode Conditions opératoires Pages
Deprotection de R PPTS, EtOH, 55°C 258
I’alcool
Synthése de S MsCI, Et3N, AcOEt, 0°C ata, 260
I’époxyde NaOH, 0°C a ta
Condensation de 0
T K>CO3, NMP, 80°C 262

quinazolinone
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Chlorure de 4,5-dichloro-1,2,3-dithiazolium (72)

Poudre verte foncée

C2C|3N82 Cl Cl
M, = 208,52 - . >/ \(
F°C = 171-172 (Litt"** : 172) s
Rendement = 80%

Méthode A :

Sous atmosphére inerte d’argon, dissoudre 90 mL (1,13 mol, 5,65 éq) de monochlorure de
soufre dans 100 mL de dichlorométhane sec. Refroidir & 0°C a I’aide d’un bain de glace et
ajouter 12,7 mL (0,20 mol) de chloroacétonitrile. Laisser revenir a température ambiante et
agiter pendant 18 heures. Les cristaux formés sont filtrés et lavés au dichlorométhane.
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6-Nitroquinazolin-4(3H)-one (73)

Cristaux bruns

CgHsN3zO3

M, =191,15

R¢ = 0,80 (dichlorométhane / éthanol : 9/ 1)
F°C = 286-287 (Litt?** : 286-287)
Rendement = 75%

Méthode B :

Mélanger 2 g (10,98 mmol) d’acide 2-amino-5-nitrobenzoique et 2,18 mL (54,90 mmol, 5 éq)
de formamide. Agiter sous argon sous irradiation micro-ondes (60W, 150°C) pendant 40
minutes. Apres refroidissement, triturer le précipité obtenu dans de 1’éthanol et filtrer.

RMN *H (400 MHz, DMSO dg)
7,88 (d, 1H, 3 = 8,8 Hz, Hg) ; 8,34 (s, 1H, H>) ; 8,56 (dd, 1H, % = 8,8 Hz, *J = 2,8 Hz, Hy) ;
8,81 (d, 1H, “J = 2,8 Hz, Hs) ; 12,79 (se, 1H, NH).

IR (KBr,cm™) :
1333 (vs NOy) ; 1527 (vas NOy) ; 1477, 1610 (v C=C et v C=N) ; 1662 (v C=0) ; 3452
(v N-H).

224 Bogert M.T. et al., J. Am. Chem. Soc., 1919, 41 (12), 2052-2068.
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3-Benzyl-6-nitroquinazolin-4(3H)-one (74)

Cristaux jaunes péales

C15H11N303

M, = 281,28

R¢ = 0,60 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C = 165-166 (Litt'* : 164)

Rendement = 72%

Meéthode C :

Dissoudre 500 mg (2,62 mmol) de 6-nitroquinazolin-4(3H)-one 73 dans 2,5 mL de N,N-
diméthylformamide. Ajouter 126 mg (3,14 mmol, 1,2 éq) d’hydrure de sodium (dispersion a
60% dans de 1’huile minérale) et 0,311 mL (2,62 mmol, 1 éq) de bromure de benzyle. Agiter
sous argon sous irradiation micro-ondes (40W, 80°C) pendant 30 minutes. Apres
refroidissement, hydrolyser le milieu réactionnel avec de 1’eau et extraire le produit a I’acétate
d’éthyle. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec.
Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant avec un
mélange dichlorométhane / éthanol : 99 / 1. Triturer le produit obtenu dans 1’éther diéthylique
et filtrer.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :
5,28 (s, 2H, CHy) ; 7,36-7,45 (m, 5H, Hapc) ; 7,94 (d, 1H, 3] = 8,8 Hz, Hg) ; 8,60 (dd, 1H,
%)=8,8Hz,“J=2,8Hz, H;) ; 8,85 (s, 1H, H.) ; 8,86 (d, 1H, “J = 2,8 Hz, Hs).

IR (KBr, cm™) :
1333 (vs NOy) : 1518 (vas NO,) : 1610 (v C=N) ; 1677 (v C=0).
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6-Amino-3-benzylquinazolin-4(3H)-one (75)

Poudre blanche

C1sH13N30

M, = 251,30

Rf = 0,45 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C = 166-167 (Litt'* : 174)

Rendement = 95%

Méthode D1 :

Dissoudre 500 mg (1,78 mmol) de 3-benzyl-6-nitroquinazolin-4(3H)-one 74 dans 25 mL
d’éthanol. Ajouter 560 mg (8,89 mmol, 5 éq) de formiate d’ammonium et 50 mg (10% en
masse) de palladium sur charbon a 10%. Agiter sous irradiation micro-ondes (40W, 80°C)
pendant 15 minutes. Filtrer le milieu réactionnel & chaud et concentrer a sec le filtrat.
Reprendre a ’eau et extraire le produit a 1’acétate d’éthyle. Sécher les phases organiques sur
sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

5,19 (s, 2H, CH,) ; 5,72 (se, 2H, NH,) ; 7,11 (dd, 1H, 3J = 8,8 Hz, *J = 2,8 Hz, H;) ; 7,24 (d,
1H, *J = 2,8 Hz, Hs) ; 7,30-7,40 (M, 5H, Hape) ; 7,43 (d, 1H, % = 8,8 Hz, Hg) ; 8,25 (s, 1H,
Ha).

IR (KBr, cm™) :
1493, 1610 (v C=C et v C=N) ; 1665 (v C=0) ; 3400 (v N-H).
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6-Amino-3-benzyl-5-bromoquinazolin-4(3H)-one (76)

Poudre blanche
C15H12BrN3O
r = 330,19
Rf = 0,45 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C = 174-175 (Litt"*? : 162)
Rendement = 89%

Méthode E :

Dissoudre sous argon 1,4 g (5,57 mmol) de 6-amino-3-benzylquinazolin-4(3H)-one 75 dans
25 mL d’acide acétique. Ajouter goutte a goutte 0,316 mL (6,13 mmol, 1,1 éq) de dibrome
solubilisée dans 5,5 mL d’acide acétique. Agiter sous argon a température ambiante pendant 2
heures. Dissoudre le milieu réactionnel dans de 1’acétate d’éthyle. Laver la phase organique
avec une solution saturée de thiosulfate de sodium, puis avec une solution saturée
d’hydrogénocarbonate de sodium. Sécher la phase organique sur sulfate de sodium anhydre,
filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice
en ¢luant avec un mélange dichlorométhane / acétate d’éthyle : 90 / 10.

RMN *H (400 MHz, DMSO dp) :
5,15 (s, 2H, CH,) ; 5,92 (se, 2H, NH,) ; 7,30-7,40 (m, 6H, Hapc7) ; 7,47 (d, 1H, %) = 8,8 Hz,
Hg) ; 8,38 (s, 1H, Hy).

IR (KBr, cm™) :

830 (v C-Br) ; 1333 (v C-N) ; 1476, 1615 (v C=C et v C=N) ; 1660 (v C=0) ; 3360 (vs NH,) ;
3452 (Vas NHZ).
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3-Benzyl-5-bromo-6-[(4-chloro-5H-1,2,3-dithiazol-5-ylidéne)

amino]quinazolin-4(3H)-one (77)

Poudre orange

C17H10BrCIN40OS;

M, = 465,78

R¢ = 0,50 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C = 178-179 (Litt'** : 198)

Rendement = 64%

Méthode F :

Dissoudre sous argon 1,6 g (4,85 mmol) de 6-amino-3-benzyl-5-bromoquinazolin-4(3H)-one
76 dans 31 mL de dichlorométhane sec. Ajouter 1,21 g (5,81 mmol, 1,2 éq) de chlorure de
4,5-dichloro-1,2,3-dithiazolium 72 et agiter a température ambiante pendant 2 heures. Ajouter
alors 0,862 mL (10,66 mmol, 2,2 €q) de pyridine et agiter a température ambiante pendant 1
heure. Concentrer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice
en éluant au dichlorométhane avec un mélange dichlorométhane / acétate d’éthyle : 90 / 10.

RMN H (400 MHz, DMSO d) :
5,20 (s, 2H, CH,) ; 7,33-7,44 (m, 5H, Hape) ; 7,64 (d, 1H, %) = 8,8 Hz, H;) ; 7,82 (d, 1H,
%) =8,8 Hz, Hg) ; 8,67 (5, 1H, Hy).

IR (KBr,cm™) :
862 (v C-Cl) ; 1359 (v C-N) ; 1441, 1590 (v C=C) ; 1684 (v C=0).
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5-Bromo-6-[(4-chloro-5H-1,2,3-dithiazol-5-ylidene)amino]
quinazolin-4(3H)-one (78)

Poudre orange

C10H4BrCIN,4OS;

M, = 375,66

R¢ = 0,25 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C =>350

Rendement = 85%

Méthode G :

Mettre en solution sous argon 644 mg (4,83 mmol, 5,6 éq) de trichlorure d’aluminium dans 8
mL de toluéne sec. Ajouter 400 mg (0,86 mmol) de 3-benzyl-5-bromo-6-[(4-chloro-5H-1,2,3-
dithiazol-5-ylidene)amino]-quinazolin-4(3H)-one 77 et agiter a 65°C pendant 30 minutes.
Concentrer a sec. Verser le milieu réactionnel dans un mélange eau / glace. Extraire le produit
a lacétate d’éthyle et laver les phases organiques avec une solution saturée
d’hydrogénocarbonate de sodium. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium
anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel
de silice en éluant avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 99/ 1 puis 96 / 4.

RMN *H (400 MHz, DMSO dg) :
7,62 (d, 1H, % = 8,6 Hz, H7) ; 7,79 (d, 1H, % = 8,6 Hz, Ha) ; 8,12 (s, 1H, H>) ; 12,40 (se, 1H,
NH).

IR (KBr,cm™) :
1295 (v C-N) ; 1518, 1615 (v C=C et v C=N) ; 1676 (v C=0) ; 3457 (v N-H).
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9-0Ox0-8,9-dihydro-1,3-thiazolo[5,4-f]quinazoline-2-carbonitrile (79)

Poudre beige

C10HsN40S

M, = 228,23

Rt = 0,30 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C =>350

Rendement = 72%

Méthode H :

Dissoudre 250 mg (0,67 mmol) de 5-bromo-6-[(4-chloro-5H-1,2,3-dithiazol-5-ylidéne)
amino]quinazolin-4(3H)-one 78 dans 10 mL de pyridine. Ajouter 253 mg (1,33 mmol, 2 éq)
d’iodure de cuivre. Agiter sous argon sous irradiation micro-ondes (60W, 115°C) pendant 15
minutes. Reprendre a 1’acétate d’éthyle et laver avec une solution saturée de thiosulfate de
sodium. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec.
Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant avec un
mélange dichlorométhane / éthanol : 98 / 2.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :
8,02 (d, 1H, 3J = 8,9 Hz, Hy) ; 8,47 (s, 1H, H-) ; 8,66 (d, 1H, %J = 8,9 Hz, Hs) ; 13,21 (se, 1H,
NH).

IR (KBr, cm™) :
1354 (v C-N) ; 1460, 1609 (v C=C et v C=N) ; 1660 (v C=0) ; 2227 (v CN) ; 3004, 3154
(v C-Ha) ; 3448 (v N-H).

Masse :
229,0 (M+H)".
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1,3-Thiazolo[5,4-f]quinazolin-9(8H)-one (80)

Poudre blanche

CgoHsN30S

M, = 203,22

Rf = 0,15 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C = >350 (Litt**®" : > 260)

Rendement = 95%

Méthode | :

Dissoudre 200 mg (0,88 mmol) de 9-oxo0-8,9-dihydro-1,3-thiazolo[5,4-flquinazoline-2-
carbonitrile 79 dans 22 mL d’acide bromhydrique a 48%. Agiter sous irradiation micro-ondes
(60W, 115°C) pendant 30 minutes. Neutraliser avec une solution d’hydroxyde de sodium 5M
et extraire le produit a I’acétate d’éthyle. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium
anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel
de silice en éluant avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 95/ 5.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :
7,88 (d, 1H, %1 = 8,8 Hz, H,) ; 8,34 (s, 1H, H;) ; 8,54 (d, 1H, *J = 8,8 Hz, Hs) ; 9,60 (s, 1H,
H,) ; 12,87 (se, 1H, NH).

IR (KBr,cm™) :
1344 (v C-N) ; 1460, 1610 (v C=C et v C=N) ; 1680 (v C=0) ; 3035 (v C-Hg) ; 3453 (v N-H).

Masse :
2041 (M+H)+.
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7-Bromoquinazolin-4(3H)-one (81)

Cristaux blancs

CsHsBrN,O

M, = 225,05

Rf = 0,25 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C = 259-260 (Litt?*> : 258-259)
Rendement = 81%

Méthode J :

Mélanger 1 g (4,06 mmol) d’acide 4-bromo-2-nitrobenzoique, 6,44 mL (162,14 mmol, 39,9
éq) de formamide, et 900 mg (4,06 mmol, 1 éq) de trichlorure d’indium. Agiter sous argon
sous irradiation micro-ondes (80W, 150°C) pendant 40 minutes. Aprés refroidissement,
reprendre a ’eau et extraire le produit a I’acétate d’éthyle. Sécher les phases organiques sur
sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par
chromatographie sur gel de silice en éluant avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 99 /
1. Triturer le produit obtenu dans 1’éther diéthylique et filtrer.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :
7,69 (dd, 1H, ®) = 8,4 Hz, “J = 1,6 Hz, He) ; 7,88 (d, 1H, *J = 1,6 Hz, Hg) ; 8,03 (d, 1H,
$)=8,4 Hz, Hs) ; 8,13 (s, 1H, Hy) ; 12,41 (se, 1H, NH).

IR (KBr, cm™) :
858 (v C-Br) ; 1239 (v C-N) ; 1609 (v C=N) ; 1668 (v C=0) ; 3050 (v C-Hy) ; 3466 (v N-H).

Masse :
224,9-226,9 (M+H)+.

225 Baker B.R. et al., J. Org. Chem., 1952, 17 (1), 141-148.
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7-Bromo-6-nitroquinazolin-4(3H)-one (82)

Cristaux jaunes pales

CsH4BrN3O3

M, = 270,05

Rf = 0,30 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C = 313-314

Rendement = 76%

Méthode K :

Dissoudre 1,47 g (6,53 mmol) de 7-bromoquinazolin-4(3H)-one 81 dans 23 mL d’acide
sulfurique. Ajouter 0,552 mL (13,06 mmol, 2 éq) d’acide nitrique fumant et agiter a 100°C
pendant 1 heure. Aprés refroidissement, verser le milieu réactionnel dans un melange eau /
glace. Passer a pH basique avec une solution d’ammoniac a 20% et extraire le produit a
I’acétate d’éthyle. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et
évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant
avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 99/ 1.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :
8,17 (s, 1H, Hy) ; 8,30 (s, 1H, Hg) ; 8,62 (s, 1H, Hs) ; 12,78 (se, 1H, NH).

IR (KBr,cm™) :

810 (v C-Br) ; 1249 (v C-N) ; 1332 (vs NOy) ; 1518 (vas NOy) ; 1605, 1656 (v C=C et v C=N) ;
1695 (v C=0) ; 3082 (v C-Hay) : 3504 (v N-H).
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7-Bromo-8-nitroquinazolin-4(3H)-one (83)

Cristaux blancs
CsH4BrN3O3
r = 270,05
Rf = 0,35 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C > 350
Rendement = 15%

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :
7,96 (d, 1H, %) = 8,4 Hz, He) ; 8,22 (d, 1H, 3] = 8,4 Hz, Hs) ; 8,30 (d, 1H, 3J = 2,0 Hz, H,) ;
12,87 (se, 1H, NH).

IR (KBr,cm™) :

877 (v C-Br) ; 1374 (vs NOy) ; 1536 (vis NO,) ; 1605 (v C=C) ; 1675 (v C=0) ; 3040
(V C‘Har) , 3453 (V N'H).

236



Partie B

3-Benzyl-7-bromo-6-nitroquinazolin-4(3H)-one (84)

Cristaux blancs
C15H10BrN3O3
r = 360,18
Rf = 0,50 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C =169-170
Rendement = 84%

Le composé 84 est synthétisé selon la méthode C a partir de 1,335 g (4,94 mmol) de 7-
bromo-6-nitroquinazolin-4(3H)-one 82.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :
5,25 (s, 2H, CHy) ; 7,33-7,43 (M, 5H, Hapc) ; 8,25 (s, 1H, Hy) ; 8,70 (s, 1H, Hg) ; 8,83 (s, 1H,
Hs).

IR (KBr, cm™) :

813 (v C-Br) ; 1216 (v C-N) ; 1350 (vs NOy) ; 1532 (vas NO3) ; 1602 (v C=C) ; 1679 (v C=0) ;
3082 (V C'Har)
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6-Amino-3-benzyl-7-bromoquinazolin-4(3H)-one (85)

Poudre blanche

C15H12BrN3O

M, = 330,20

Rf = 0,25 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C = 166-167

Rendement = 93%

Méthode D2 :

Dissoudre 200 mg (0,55 mmol) de 3-benzyl-7-bromo-6-nitroquinazolin-4(3H)-one 84 dans
1,5 mL d’éthanol et 1,5 mL d’acide acétique. Ajouter 124 mg (2,22 mmol, 4 éq) de fer
(préalablement lavé avec de 1’acide chlorhydrique) et agiter au reflux pendant 1 heure. Apres
retour a température ambiante, reprendre a 1’eau et passer & pH neutre avec une solution
d’hydroxyde de sodium 5M. Extraire le produit a ’acétate d’éthyle et sécher les phases
organiques sur sulfate de sodium anhydre. Filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu
d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant avec un mélange
dichlorométhane / ethanol : 99,5/0,5.

RMN *H (400 MHz, DMSO dp) :
5,18 (s, 2H, CH,) : 5,91 (se, 2H, NH,) ; 7,32-7,39 (m, 5H, Hapc) ; 7,49 (s, 1H, Hs) ; 7,81 (s,
1H, Hg) ; 8,31 (s, 1H, Hy).

IR (KBr, cm™) :

836 (v C-Br) ; 1213 (v C-N) ; 1483, 1595, 1621 (v C=C et v C=N) ; 1669 (v C=0) ; 3020
(V C'Har) , 3332 (VS NHZ) , 3453 (Vas NHZ).
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Partie B

3-Benzyl-7-bromo-6-[(4-chloro-5H-1,2,3-dithiazol-5-ylidéne)

amino]quinazolin-4(3H)-one (86)

Poudre jaune
C17H1()BI'C|N4082 o

M = 465,78 )ﬁ/N
. , , 72
R¢ = 0,45 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2) N\

s—S
F°C =214-215
Rendement = 58%

Le composé 86 est synthétisé selon la méthode F a partir de 2,035 g (6,16 mmol) de 6-amino-
3-benzyl-7-bromoquinazolin-4(3H)-one 85 et 1,542 g (7,40 mmol, 1,2 éq) de chlorure de 4,5-
dichloro-1,2,3-dithiazolium 72.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :
5,23 (s, 2H, CH,) : 7,34-7,43 (m, 5H, Hapc) ; 8,03 (s, 1H, Hs) ; 8,19 (s, 1H, Hg) ; 8,65 (s, 1H,
Hy).

IR (KBr, cm™) :
868 (v C-Cl) ; 1366 (v C-N) : 1451, 1586 (v C=C) ; 1677 (v C=0).
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Partie B

7-Bromo-6-[(4-chloro-5H-1,2,3-dithiazol-5-ylidene)amino]
guinazolin-4(3H)-one (87)

Poudre orange

C10H4BrCIN,4OS;

M, = 375,66

R¢ = 0,45 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C =>350

Rendement = 90%

Le composé 87 est synthétisé selon la méthode G a partir de 1,64 g (3,54 mmol) de 3-benzyl-
7-bromo-6-[(4-chloro-5H-1,2,3-dithiazol-5-ylidéne)amino]quinazolin-4(3H)-one 86.

RMN H (400 MHz, DMSO d) :
8,01 (s, 1H, Hs) ; 8,15 (s, 1H, Hg) ; 8,16 (d, 1H, % = 3,5 Hz, H,) ; 12,49 (se, 1H, NH).

IR (KBr,cm™) :

861 (v C-Cl) ; 1273 (v C-N) ; 1447, 1596 (v C=C) ; 1671 (v C=0) ; 3030 (v C-Ha) ; 3451
(v N-H).
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Partie B

8-Oxo0-7,8-dihydro-1,3-thiazolo[4,5-g]quinazoline-2-carbonitrile (88)

Poudre beige

C10HaN,0S 4 o )
. =228,23 Bl A u
R¢ = 0,30 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5) NC—2</ /)NH
F°C = >350 '
Rendement = 86% NS /

Le composé 88 est synthétisé selon la méthode H a partir de 600 mg (1,60 mmol) de 7-
bromo-6-[(4-chloro-5H-1,2,3-dithiazol-5-ylidene)amino]quinazolin-4(3H)-one 87.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :
8,24 (d, 1H, ) = 3,2 Hz, He) ; 8,69 (s, 1H, Hy) ; 8,91 (s, 1H, Hy) ; 12,52 (se, 1H, NH).

IR (KBr, cm™) :
1278 (v C-N) ; 1468, 1619 (v C=C et v C=N) ; 1676 (v C=0) ; 2227 (v CN) ; 3054 (v C-Hg) :
3468 (v N-H).

Masse :
228,9 (M+H)".
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Partie B

1,3-Thiazolo[4,5-g]quinazolin-8(7H)-one (89)

Poudre blanche

CoHsN3OS 0
1 9 8 7
M, = 203,22
r , </ NH
R¢ = 0,25 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5) s /)e
N
F°C = >350 s

Rendement = 93%

Le composé 89 est synthétisé selon la méthode | a partir de 300 mg (1,32 mmol) de 8-oxo-
7,8-dihydro-1,3-thiazolo[4,5-g]quinazoline-2-carbonitrile 88.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :
8,16 (d, 1H, %) =3,5 Hz, He) ; 8,56 (s, 1H, Hy) ; 8,77 (s, 1H, Hy) ; 9,58 (s, 1H, H>) ; 12,32 (se,
1H, NH).

IR (KBr, cm™) :
845 (v C-S) ; 1278 (v C-N) ; 1445, 1615 (v C=C et v C=N) ; 1670 (v C=0) ; 3038 (v C-Hy) ;
3455 (v N-H).

Masse :
204,0 (M+H)".
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Partie B

3-Benzyl-7-bromo-8-nitroquinazolin-4(3H)-one (90)

Cristaux beiges
C15H10BrN3O3

r = 360,18
Rf = 0,55 (dichlorométhane)
F°C = 193-194
Rendement = 81%

Le composé 90 est synthétisé selon la méthode C a partir de 515 mg (1,91 mmol) de 7-
bromo-8-nitroquinazolin-4(3H)-one 83.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :
5,24 (s, 2H, CH,) ; 7,33-7,44 (m, 5H, Hapc) ; 7,99 (d, 1H, %) = 8,6 Hz, He) ; 8,24 (d, 1H,
%)=8,6 Hz, Hs) ; 8,79 (s, 1H, Hy).

IR (KBr, cm™) :
821 (v C-Br) ; 1205 (v C-N) ; 1369 (vs NO3) ; 1538 (v4s NOy) ; 1601 (v C=C) ; 1696 (v C=0).
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Partie B

8-Amino-3-benzyl-7-bromoquinazolin-4(3H)-one (91)

Cristaux blancs
C15H12BrN3O

r = 330,20
Rf = 0,35 (dichlorométhane)
F°C =123-124
Rendement = 96%

Le composé 91 est synthétisé selon la méthode D2 a partir de 530 mg (1,47 mmol) de 3-
benzyl-7-bromo-8-nitroquinazolin-4(3H)-one 90.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :
5,21 (s, 2H, CHy) ; 5,84 (s, 2H, NHy) ; 7,26 (d, 1H, *J = 8,4 Hz, He) ; 7,30-7,39 (m, 5H,
Habe) ; 7,55 (d, 1H, %1 = 8,4 Hz, Hs) ; 8,59 (s, 1H, Hy).

IR (KBr, cm™) :
738 (v C-Br) ; 1215 (v C-N) ; 1441, 1610 (v C=C et v C=N) ; 1665 (v C=0) ; 3451 (v NHy).
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Partie B

3-Benzyl-7-bromo-8-[(4-chloro-5H-1,2,3-dithiazol-5-ylidéne)
amino]quinazolin-4(3H)-one (92)

Poudre orange
C17H10BrCIN4OS,

M, = 465,78

R¢ = 0,15 (dichlorométhane)
F°C = 150-151

Rendement = 50%

Le composé 92 est synthétisé selon la méthode F a partir de 440 mg (1,33 mmol) de 8-amino-
3-benzyl-7-bromoquinazolin-4(3H)-one 91 et 333 mg (1,60 mmol, 1,2 éq) de chlorure de 4,5-
dichloro-1,2,3-dithiazolium 72.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :
5,22 (s, 2H, CHy) ; 7,34-7,41 (m, 5H, Hap,) ; 7,92 (M, 2H, Hs) ; 8,65 (s, 1H, Hy).

IR (KBr,cm™) :
785 (v C-Br) ; 868 (v C-Cl) ; 1210 (v C-N) ; 1602 (v C=C) ; 1689 (v C=0).
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Partie B

7-Bromo-8-[(4-chloro-5H-1,2,3-dithiazol-5-ylidene)amino]
guinazolin-4(3H)-one (93)

Poudre orange /
C10H4BrCIN,4OS;

M, = 375,66

R¢ = 0,35 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C =>350

Rendement = 78% \

Le composé 93 est synthétisé selon la méthode G a partir de 300 mg (0,65 mmol) de 3-
benzyl-7-bromo-8-[(4-chloro-5H-1,2,3-dithiazol-5-ylidene)amino]quinazolin-4(3H)-one 92.

RMN *H (400 MHz, DMSO dg) :
7,87-7,92 (m, 2H, Hse) ; 8,19 (s, 1H, Hy) ; 12,57 (se, 1H, NH).

IR (KBr,cm™) :
856 (v C-Cl) ; 1215 (v C-N) ; 1621 (v C=N) ; 1675 (v C=0) ; 3456 (v N-H).
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Partie B

8-[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]-9-oxo-

thiazolo[5,4-flquinazoline-2-carbonitrile (94)

-

Poudre blanche 2_\\N CN

b 1
C21H13F2N7028 N/ (@) S \ 2
M, = 465,44

R¢ = 0,35 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C = 260-261
Rendement = 24%

Méthode L1 :

Dissoudre 100 mg (0,44 mmol) de 9-oxo0-8,9-dihydro-1,3-thiazolo[5,4-flquinazoline-2-
carbonitrile 79 dans 2 mL de N,N-diméthylformamide. Ajouter 73 mg (0,53 mmol, 1,2 éq) de
carbonate de potassium et 104 mg (0,44 mmol, 1 éq) de 2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-
triazol-1-yl)-1,2-époxypropane 3. Agiter sous argon sous irradiation micro-ondes (100W,
80°C) pendant 20 minutes. Apres refroidissement, reprendre a I’eau et extraire le produit a
I’acétate d’éthyle. Laver les phases organiques avec une solution d’hydroxyde de sodium 5SM.
Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier
le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant avec un mélange
dichlorométhane / éthanol : 99 / 1. Triturer le produit obtenu dans un mélange d’éther
diisopropylique / dichlorométhane et filtrer.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

4,58 (d, 1H, 23 = 14,0 Hz, He) ; 4,64 (d, 1H, 2J = 14,5 Hz, H.) ; 4,78 (d, 1H, %) = 14,0 Hz, H) ;
4,92 (d, 1H, % = 14,5 Hz, H.) ; 6,48 (s, 1H, OH) : 6,88 (ddd, 1H, 34 = I = 8,4 Hz,
“Jun=2,4Hz, H)) ;7,23 (ddd, 1H, *Jur =*Ihr = 9,2 Hz, U= 2,4 Hz, Hy) ; 7,32 (ddd, 1H,
I = 8,4 Hz, “Jnr =*Vhr= 6,8 Hz, Hy) ; 7,77 (s, 1H, Hp) ; 8,04 (d, 1H, 3J = 9,2 Hz, Hy) ;
8,30 (s, 1H, H,) ; 8,53 (s, 1H, Hy) ; 8,70 (d, 1H, 3J = 9,2 Hz, Hs).

RMN *C (100 MHz, DMSO d) :

51,1 (Ce) ; 54,5 (Cc) ; 74,5 (Cy) ; 104,1 (Cy) ; 110,7 (Cj) ; 113,5 (CN) ; 115,4 (Cgp) ; 123,9
(Cy) ; 127,8 (C4) ; 129,7 (Cy) ; 130,2 (C3a) ; 131,8 (Cs) ; 139,9 (Cy) ; 144,9 (Cy) ; 148,4 (Caa) ;
150,2 (Cv) ; 150,3 (Csa) ; 150,7 (Cp) ; 159,4 (Co).

Cgq et Ci non visibles.
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Partie B

IR (KBr,cm™) :
850 (v C-S) ; 1122 (v C-F) ; 1267 (v C-N) ; 1505, 1585 (v C=C) ; 1665 (v C=0) ; 2227

(v CN) ; 3444 (v O-H).

Masse :
466,0 (M+H)".
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Partie B

8-[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
ylh)propyl]thiazolo[5,4-flquinazolin-9(8H)-one (95)

Poudre blanche Q_\\N \
C20H14F2N602S N

M, = 440,43

R¢ = 0,20 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C =279-280

Rendement = 51%

Méthode L2 :

Dissoudre 100 mg (0,49 mmol) de 1,3-thiazolo[5,4-f]quinazolin-9(8H)-one 80 dans 2,2 mL de
N,N-diméthylformamide. Ajouter 82 mg (0,59 mmol, 1,2 éq) de carbonate de potassium et
117 mg (0,49 mmol, 1 éq) de 2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1,2-
époxypropane 3. Agiter sous argon sous irradiation micro-ondes (100W, 80°C) pendant 30
minutes. Aprés refroidissement, reprendre a 1’eau et extraire le produit a 1’acétate d’éthyle.
Laver les phases organiques avec une solution d’hydroxyde de sodium 5M. Sécher les phases
organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu
d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en ¢éluant avec un mélange
dichlorométhane / éthanol : 99 / 1 puis 98 / 2. Triturer le produit obtenu dans du méthanol et
filtrer.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

4,54 (d, 1H, 23 = 14,0 Hz, He) ; 4,62 (d, 1H, 2J = 14,5 Hz, H.) ; 4,77 (d, 1H, %) = 14,0 Hz, H) ;
4,94 (d, 1H, % = 14,5 Hz, Ho) ; 6,52 (s, 1H, OH) : 6,87 (ddd, 1H, 34k = *Jnn = 8,4 Hz,
“un=24Hz, H;) ; 7,21-7,33 (m, 2H, Hny) ; 7,76 (s, 1H, Hp) ; 7,88 (d, 1H, ) = 8,8 Hz, Hy) ;
8,31 (s, 1H, H,) ; 8,43 (s, 1H, Hy) ; 8,55 (d, 1H, 31 = 8,8 Hz, Hs) ; 9,58 (s, 1H, H,).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

51,2 (Ce) ; 54,7 (Co) ; 74,7 (Cy) ; 104,3 (Ch) ; 110,9 (C;) ; 116,0 (C4) ; 123,9 (Cy) ; 1259
(Cap) ; 129,2 (Cs) ; 129,7 (Cy) ; 130,2 (C3a) ; 145,2 (Co) ; 146,7 (Cya) ; 148,9 (C7) ; 150,8 (Cp) ;
152,1 (Css) ; 159,3 (Co) ; 159,8 (C»).

Cgq et Ci non visibles.
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Partie B

IR (KBr,cm™) :
847 (v C-S) ; 1112 (v C-F) ; 1264 (v C-N) ; 1507, 1590 (v C=C) ; 1663 (v C=0) ; 3432

(v O-H).

Masse :
441,0 (M+H)".
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Partie B

7-[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]-8-oxo-

thiazolo[4,5-g]quinazoline-2-carbonitrile (96)

-

N a
Poudre blanche i 4_\\N
Co1H13F2N70,S N 0
M; = 465,44

R¢ = 0,35 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C = 295-296
Rendement = 20%

Le composé 96 est synthétisé selon la méthode L1 a partir de 100 mg (0,44 mmol) de 8-oxo-
7,8-dihydro-1,3-thiazolo[4,5-g]quinazoline-2-carbonitrile 88 et 104 mg (0,44 mmol, 1 éq) de
2-(2,4-difluorophényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1,2-époxypropane 3.

RMN *H (400 MHz, DMSO dg) :

4,50 (d, 1H, % = 14,2 Hz, He) ; 4,64 (M, 2H, Hce) ; 4,91 (d, 1H, % = 14,5 Hz, H,) ; 6,43 (s,
1H, OH) ; 6,89 (ddd, 1H, *Jur=*Jun = 8,4 Hz, “Uun= 2,4 Hz, H)) ; 7,22-7,32 (M, 2H, Hn) ;
7,77 (s, 1H, Hp) ; 8,31 (s, 1H, Ha) ; 8,34 (s, 1H, He) ; 8,71 (s, 1H, Ho) ; 8,88 (s, 1H, Hy).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

50,9 (Ce) ; 54,8 (Co) ; 74,7 (Cy) ; 104,3 (Cp) ; 110,7 (C;) ; 113,3 (CN) ; 121,7 (Co) ; 121,9
(Csa) ; 122,7 (C4) ; 124,0 (Cy) ; 129,8 (Cy) ; 140,0 (Coa) ; 141,3 (Cy) ; 145,2 (Ca) ; 146,1 (Cga) ;
149,8 (2C, Cyap) ; 150,9 (Cp) ; 160,9 (C).

Cgq et Ci non visibles.

IR (KBr,cm™) :
845 (v C-S) ; 1139 (v C-F) ; 1255 (v C-N) ; 1504, 1612 (v C=C et v C=N) ; 1673 (v C=0) ;
2223 (v CN) ; 3450 (v O-H).

Masse :
466,0 (M+H)".
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Partie B

7-[2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-
yl)propyl]thiazolo[4,5-g]quinazolin-8(7H)-one (97)

Poudre blanche Q_\\N \
C20H14F2N602S N

M, = 440,43

R¢ = 0,35 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C = 261-262

Rendement = 80%

Le composé 97 est synthétisé selon la méthode L2 a partir de 150 mg (0,74 mmol) de 1,3-
thiazolo[4,5-g]quinazolin-8(7H)-one 89 et 175 mg (0,74 mmol, 1 éq) de 2-(2,4-difluoro
phényl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-1,2-époxypropane 3.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

4,47 (d, 1H, 23 = 14,1 Hz, He) ; 4,60 (d, 1H, 2J = 14,5 Hz, H,) ; 4,67 (d, 1H, ) = 14,1 Hz, H) ;
4,92 (d, 1H, 2 = 14,5 Hz, Ho) ; 6,42 (s, 1H, OH) : 6,89 (ddd, 1H, 34k = I = 8,4 Hz,
“un=24Hz, H)) ; 7,23-7,31 (m, 2H, Hny) ; 7,76 (s, 1H, Hy) ; 8,28 (s, 1H, Hg) ; 8,31 (s, 1H,
Ha) ; 8,56 (s, 1H, Ho) : 8,71 (s, 1H, Ha) ; 9,58 (s, 1H, Hy).

RMN *3C (100 MHz, DMSO dg) :

50,9 (Ce) ; 54,9 (Co) ; 74,8 (Cy) ; 104,4 (Cy) ; 110,9 (C)) ; 120,0 (Cs) ; 120,4 (Csa) ; 121,0
(Co) ; 123,9 (Cy) ; 129,8 (Cy) ; 140,6 (Cqo) ; 144,0 (Cy) ; 145,2 (Css) ; 148,6 (Cs) ; 150,9 (Cp) ;
151,8 (C4a) ; 159,4 (Cy) ; 161,2 (Cg).

Cgq et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :
843 (v C-S) ; 1138 (v C-F) ; 1274 (v C-N) ; 1500, 1609 (v C=C et v C=N) ; 1662 (v C=0) ;
3082 (v C-Ha) ; 3474 (v O-H).

Masse :
441,1 (M+H)".
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Partie B

(2R)-2-Hydroxy-1-(morpholin-4-yl)propan-1-one (98)

Huile jaune N
C7H13NO3 CH

3
— @)
M; = 159,19 ﬁd/!\OH

Rf = 0,20 (éther diéthylique) N
(Coloration blanche avec le réactif d’Ehrlich) . E j .
Rendement = 72% —°
Méthode M :

Ajouter 1,26 mL (14,52 mmol, 3 éq) de morpholine a 500 mg (4,80 mmol) de (R)-
méthyllactate et agiter & 85°C pendant 24 heures. Concentrer a sec. Purifier le résidu
d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en ¢luant a I’éther diéthylique.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :
1,20 (d, 3H, %) = 6,5 Hz, H)) ; 3,40-3,60 (M, 8H, H1234) ; 4,44 (M, 1H, He) ; 4,97 (d, 1H,
%) =7,0 Hz, OH).

IR (NaCl, cm™) :
1118 (v C-0) ; 1251 (v C-N) ; 1449 (8, CHz) ; 1639 (v C=0) ; 2862 (vs CH,) ; 3445 (v O-H).
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Partie B

(2R)-1-(Morpholin-4-yl)-2-(tétrahydro-2H-pyran-2-yloxy)propan-1-one (99)

Huile jaune a8 o\
C12Hx1NO, CH, D
M, = 243,31 Oﬁd/!\o D
R¢ = 0,40 (éther diéthylique)

N
(Coloration grise avec le réactif d’Ehrlich) 1[ j )
Rendement = 79% \ °

J

Méthode N :

Dissoudre 7,785 g (48,90 mmol) de (2R)-2-hydroxy-1-(morpholin-4-yl)propan-1-one 98 dans
27 mL de dichlorométhane. Ajouter 140 mg (0,73 mmol, 0,01 éq) d’acide para-
toluénesulfonique monohydraté et refroidir a 0°C a I’aide d’un bain de glace. Ajouter alors
lentement 6,66 mL (73,36 mmol, 1,5 éq) de 2,3-dihydropyrane et agiter & 0°C pendant 1
heure. Reprendre par une solution saturée d’hydrogénocarbonate de sodium et extraire le
produit au dichlorométhane. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre,
filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice
en ¢luant a 1’éther diéthylique.

RMN *H (400 MHz, DMSO dp) :
1,26 et 1,30 (d chacun, 3H, *J = 6,5 Hz, H)) ; 1,45-1,74 (m, 6H, Hn,,) ; 3,41-3,81 (m, 10H,
H1’2’3’4’q) , 4,53'4,72 (m, 2H, He’m).

IR (NaCl, cm™) :

1026, 1119 (v C-O) ; 1267 (v C-N) ; 1451 (8p CHy) ; 1649 (v C=0) ; 2855 (vs CH,) ; 2939
(Vas CHZ)-
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Partie B

(2R)-1-(2,4-Difluorophényl)-2-(tétrahydro-2H-pyran-2-yloxy)
propan-1-one (100)

Huile jaune

C14H16F203

M, = 270,28

R¢ = 0,45 (éther de pétrole / éther diéthylique : 4/ 1)
Rendement = 88%

Méthode O :

Placer sous azote 1,096 g (45,10 mmol, 1,2 éq) de tournure de magnésium dans 45 mL de
tétrahydrofurane sec. Ajouter un cristal d’iode et 1,436 mL (12,71 mmol, 0,34 éq) de 1-
bromo-2,4-difluorobenzene. Agiter vigoureusement pour initier la réaction. Quand la
température atteint 40-45°C refroidir a 35°C a I’aide d’un bain de glace. Ajouter alors goutte a
goutte pendant 30 minutes 3,66 mL (32,39 mmol, 0,86 éq) de 1-bromo-2,4-difluorobenzéne
en gardant une température de 35-45°C. Agiter a température ambiante pendant 1 heure.
Refroidir le milieu réactionnel a -20°C et ajouter goutte a goutte pendant 15 minutes 9,145 g
(37,59 mmol) de (2R)-1-(morpholin-4-yl)-2-(tétrahydro-2H-pyran-2-yloxy)propan-1-one 99
dissous dans 14 mL de tétrahydrofurane sec. Agiter a température ambiante pendant 4 heures.
Ajouter une solution saturée de chlorure d’ammonium et de I’eau et extraire le produit a
I’acétate d’éthyle. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et
évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant
avec un mélange éther de pétrole / éther diéthylique : 95/ 5 puis 90/ 10.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,34 et 1,38 (d chacun, 3H, %) = 6,5 Hz, H)) ; 1,42-1,74 (m, 6H, Hn,p) ; 3,27-3,83 (m, 2H,
Hg) ; 4,64 et 4,78 (m chacun, 1H, Hp) ; 4,84 et 4,99 (m chacun, 1H, H¢) ; 7,25-7,31 (m, 1H,
H;) ; 7,42-7,50 (m, 1H, Hy) ; 7,88-7,95 (m, 1H, Hy).

IR (NaCl, cm™) :

1031 (v C-0) ; 1135 (v C-F) ; 1426 (5, CHy) ; 1492, 1607 (v C=C) ; 1701 (v C=0) ; 2943
(Vas CHZ)
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Partie B

2-{(1R)-1-[(2,4-Difluorophényl)oxiran-2-yl]ethoxy}
tetrahydro-2H-pyrane (101)

Huile jaune

C1sH18F203

M, = 284,31

R¢ = 0,45 (éther de pétrole / éther diéthylique : 4/ 1)
Rendement = 96%

Méthode P :

Dissoudre sous azote 1,524 g (38,10 mmol, 1,15 éq) d’hydrure de sodium (dispersion a 60%
dans de I’huile minérale) dans 57 mL de diméthylsulfoxide. Refroidir a 0°C a I’aide d’un bain
de glace et ajouter lentement 8,749 g (39,76 mmol) de iodure de triméthylsulfoxonium. Agiter
a température ambiante pendant 30 minutes. Refroidir a 0°C a I’aide d’un bain de glace et
ajouter 8,955 g (33,13 mmol, 1,2 éq) de (2R)-1-(2,4-difluorophényl)-2-(tétrahydro-2H-pyran-
2-yloxy)propan-1-one 100 dissous dans 11 mL de diméthylsulfoxide. Agiter a température
ambiante pendant 2 heures. Reprendre a I’eau et extraire le produit a I’acétate d’éthyle. Sécher
les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le
résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant avec un mélange éther de
pétrole / éther diéthylique : 90/ 10.

RMN *H (400 MHz, DMSO dg) :

1,06, 1,08 et 1,38 (d chacun, 3H, %) = 6,5 Hz, Hy) ; 1,40-1,72 (M, 6H, Hnop) ; 2,84-3,26 (M,
2H, Ho) ; 3,41-3,90 (M, 3H, He) ; 4,75 et 4,91 (m chacun, 1H, Hy) ; 7,12-7,16 (m, 1H, H)) ;
7,26-7,31 (m, 1H, Hy) ; 7,44-7,56 (m, 1H, Hp).

IR (NaCl, cm™) :
1129 (v C-F) : 1267 (v C-0) ; 1503, 1613 (v C=C) : 2941 (vas CHy).
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Partie B

(3R)-2-(2,4-Difluorophényl)-3-(tétrahydro-2H-pyran-2-yloxy)-1-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)butan-2-ol (102)

N a
Huile jaune b(_\\N ! o \
N CH, p
C17H21F2N303 .

M, = 353,37 © "0

R¢ = 0,15 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
Rendement = 83%

Méthode Q :

Dissoudre sous azote 3,58 g (89,57 mmol, 2,8 éq) d’hydrure de sodium (dispersion a 60%
dans de I’huile minérale) dans 49 mL de N,N-diméthylformamide. Refroidir a 0°C a 1’aide
d’un bain de glace et ajouter lentement 6,85 g (99,17 mmol) de 1H-1,2 4-triazole. Agiter a
température ambiante pendant 15 minutes. Ajouter alors 9,095 g (31,99 mmol, 1,2 éq) de 2-
{(1R)-1-[(2,4-difluorophényl)oxiran-2-yl]éthoxy}tétranydro-2H-pyrane 101 dissous dans 11
mL de N,N-diméthylformamide et chauffer a 80°C pendant 4 heures. Evaporer le solvant,
reprendre a ’eau et extraire le produit a I’acétate d’éthyle. Sécher les phases organiques sur
sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par
chromatographie sur gel de silice en éluant au dichlorométhane puis avec un mélange
dichlorométhane / éthanol : 98 / 2.

RMN H (400 MHz, DMSO d) :

0,87, 0,97, 1,11, et 1,14 (d chacun, 3H, %)= 6,5 Hz, Hj) ; 1,25-1,90 (m, 6H, Hnop) ; 3,47-5,00
(m, 6H, Heemg) ; 5,65, 5,68, 5,76, et 5,79 (s chacun, 1H, OH) ; 6,88-7,03 (m, 1H, H;) ; 7,07-
7,20 (m, 1H, Hy) ; 7,27-7,52 (m, 1H, Hy) ; 7,63, 7,66, 7,73, et 7,80 (s chacun, 1H, Hy) ; 8,31,
8,32, 8,33, et 8,36 (s chacun, 1H, H,).

IR (NaCl, cm™) :

1133 (v C-F) ; 1272 (v C-N) ; 1503, 1613 et 1667 (v C=C et v C=N) ; 2845 (vs CH,) ; 2942
(vas CH2) ; 3407 (v O-H).
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Partie B

(2R,3R)-2-(2,4-Difluorophényl)-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)
butane-2,3-diol (103)

Cristaux blancs

C12H13F2N30,

M, = 269,25

R¢ = 0,20 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C = 114-115 (Litt?*! : 115-117)
Rendement = 57%

Méthode R :

Dissoudre 8,325 g (23,56 mmol) de (3R)-2-(2,4-difluorophényl)-3-(tétranydro-2H-pyran-2-
yloxy)-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)butan-2-ol 102 dans 91 mL d’éthanol. Ajouter 2,130 g (8,48
mmol, 0,36 éq) de para-toluénesulfonate de pyridinium et agiter a 55°C pendant 2 heures.
Rajouter 1,275 g (5,07 mmol, 0,22 éq) de para-toluénesulfonate de pyridinium et agiter a
55°C pendant 2 heures. Evaporer le solvant, reprendre a 1’eau et extraire le produit a I’acétate
d’éthyle. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec.
L’huile obtenue est triturée dans 35 mL d’éther diéthylique et le précipité est filtré pour
obtenir 2,84 g de (2R,3R)-2-(2,4-difluorophényl)-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-2,3-butane-2,3-diol
103. Concentrer a sec le filtrat. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel
de silice en éluant au dichlorométhane puis avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 98 /
2. Récupérer 375 mg de (2S,3R)-2-(2,4-difluorophényl)-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)butane-2,3-
diol 104 sous la forme d’une poudre blanche avec un rendement de 6%, puis récupérer 770
mg supplémentaire de (2R,3R)-2-(2,4-difluorophényl)-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)butane-2,3-
diol 103.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

0,84 (d, 3H, %1 = 6,2 Hz, H)) ; 4,23 (m, 1H, He) ; 4,71 (d, 1H, %1 = 14,8 Hz, H,) ; 4,74 (d, 1H,
2J = 14,8 Hz, Ho) ; 5,32 (d, 1H, %) = 5,6 Hz, OH) ; 5,45 (s, 1H, OH) ; 6,89 (ddd, 1H, *J,.r =
33un = 8,4 Hz, U= 2,0 Hz, H)) ; 7,15 (ddd, 1H, *Jpr = *74r = 9,6 Hz, 0= 2,0 Hz, Hy) ;
7,28 (ddd, 1H, *Jip = 8,4 Hz, Ve = The= 7,2 Hz, HY) ; 7,64 (s, 1H, Hp) ; 8,34 (s, 1H, Hy).

IR (KBr,cm™) :

1078 (v C-0) ; 1134 (v C-F) ; 1274 (v C-N) ; 1422, 1508 et 1622 (v C=C et v C=N) ; 3142 et
3524 (v O-H).
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Partie B

(2S,3R)-2-(2,4-Difluorophényl)-1-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)
butane-2,3-diol (104)

Poudre amorphe

C12H13F2N30,

M, = 269,25

Rt = 0,30 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)

Rendement = 6%

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,09 (d, 3H, 3J = 5,3 Hz, H)) ; 4,03 (m, 1H, H,) ; 4,55 (d, 1H, 2J = 13,9 Hz, H,) ; 4,82 (d, 1H,
2J = 13,9 Hz, H.) ; 4,86 (d, 1H, %) = 5,1 Hz, OH) ; 5,55 (s, 1H, OH) ; 6,95 (ddd, 1H, *Jy.r =
334 = 8,4 Hz, U= 2,0 Hz, H)) ; 7,10 (ddd, 1H, *Jpr = *74r = 9,6 Hz, 0= 2,0 Hz, Hy) ;
7,40 (ddd, 1H, *Jip = 8,4 Hz, e =*1he= 7,2 Hz, HY) ; 7,73 (5, 1H, Hp) ; 8,30 (s, 1H, Hy).

IR (KBr,cm™) :

1113 (v C-0O); 1138 (v C-F) ; 1275 (v C-N) ; 1505 et 1615 (v C=C et v C=N) ; 3146 et 3416
(v O-H).
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Partie B

(2R,3S5)-2-(2,4-Difluorophényl)-3-méthyl-2-
[(1H-1,2,4-triazol-1-yl)méthyl]oxirane (105)

Poudre blanche

C12H1u1F2N30

M, = 251,24

R¢ = 0,20 (dichlorométhane / éthanol : 99/ 1)

F°C = 84-85 (Litt?*! : 89-90 acétate d’éthyle-hexane)
Rendement = 90%

Méthode S :

Dissoudre 3,030 g (11,25 mmol) de (2R,3R)-2-(2,4-difluorophényl)-1-(1H-1,2,4-triazol-1-
yl)butane-2,3-diol 103 dans 60 mL d’acétate d’éthyle. Ajouter 3,14 mL (22,51 mmol, 2 éq) de
triéthylamine et refroidir a 0°C a I’aide d’un bain de glace. Ajouter alors 1,75 mL (22,51
mmol, 2 éq) de chlorure de mésyle et agiter a température ambiante pendant 45 minutes.
Refroidir a 0°C a I’aide d’un bain de glace et ajouter 53 mL d’une solution d’hydroxyde de
sodium a 3,75M. Agiter a température ambiante pendant 1 heure. Reprendre a I’eau et extraire
le produit a 1’acétate d’éthyle. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre,
filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice
en éluant avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 99 / 1.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,62 (d, 3H, 31 =55 Hz, H) ; 3,27 (q, 1H, 3J = 5,5 Hz, He) ; 4,69 (d, 1H, 2 = 14,7 Hz, H,) ;
4,79 (d, 1H, 2 = 14,7 Hz, H.) ; 6,98 (ddd, 1H, *Jr= *Jun = 8,8 Hz, “Uun=2,4 Hz, H)) ; 7,10
(ddd, 1H, *Jy.n = 8,8 Hz, “Upe = Thr = 6,8 Hz, Hy) ; 7,24 (ddd, 1H, *Jir = *Ihr = 9,2 Hz,
Yh-n= 2,4 Hz, Hy) ;7,90 (s, 1H, Hp) ; 8,34 (s, 1H, Hy).

IR (KBr, cm™) :
1135 (v C-F) ; 1276 (v C-N) ; 1431, 1510 et 1622 (v C=C et v C=N).
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Partie B

7-Chloroquinazolin-4(3H)-one (106)

Poudre beige

CgHsCIN,O

M, = 180,59

Rf = 0,30 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C = 252-253 (Litt?*® : 251-253)
Rendement = 56%

Le composé 106 est synthétisé selon la méthode B a partir de 500 mg (2,91 mmol) d’acide 4-
chloro-2-aminobenzoique et 0,579 mL (14,57 mmol, 5 éq) de formamide.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :
7,58 (dd, 1H, %) = 8,4 Hz, “J = 2,0 Hz, He) ; 7,75 (d, 1H, %J = 2,0 Hz, Hg) ; 8,14 (d, 1H,
3)=8,4 Hz, Hs) ; 8,17 (s, 1H, H,) ; 12,44 (se, 1H, NH).

IR (KBr, cm™) :
875 (v C-Cl) ; 1227 (v C-N) ; 1439, 1608, 1656 (v C=C et v C=N) ; 1696 (v C=0) ; 3467
(v N-H).

26 McKee M.K. et al., J. Am. Chem. Soc., 1947, 69 (1), 184-184.
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Partie B

7-Chloro-3-[(1R,2R)-2-(2,4-difluorophényl)-2-hydroxy-1-méthyl-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]quinazolin-4-one (107)

Poudre blanche

C20H16CIF2Ns0;

M; = 431,83

R¢ = 0,45 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C = 115-130 (Litt?*" : 93-110 EtOH / H,0)
Rendement = 48%

Méthode T :

Dissoudre 150 mg (0,60 mmol) de (2R,3S)-2-(2,4-difluorophényl)-3-méthyl-2-[(1H-1,2,4-
triazol-1-yl)méthyl]Joxirane 105 dans 1 mL de N-méthyl-2-pyrrolidone. Ajouter 91 mg (0,66
mmol, 1,1 éq) de carbonate de potassium et 108 mg (0,60 mmol, 1 éq) de 7-chloroguinazolin-
4(3H)-one 106. Agiter a 80°C pendant 3 jours. Aprés refroidissement, reprendre a I’eau et
neutraliser avec une solution d’acide chlorhydrique 5M. Extraire le produit a 1’acétate
d’éthyle, sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec.
Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant avec un
mélange dichlorométhane / éthanol : 99 / 1. Triturer le produit obtenu dans 1’éther
diisopropylique et filtrer.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,23 (d, 3H, %= 7,0 Hz, H)) ; 4,25 (d, 1H, %) = 14,4 Hz, H.) ; 4,87 (d, 1H, %) = 14,4 Hz, H.) ;
5,88 (g, 1H, % = 7,0 Hz, He) ; 6,40 (s, 1H, OH) ; 7,00 (ddd, 1H, 33y = *Jins = 8,4 Hz, *Jpn =
2,4 Hz, H)) ; 7,29-7,35 (M, 2H, Hh.) ; 7,61 (s, 1H, Hy) ; 7,67 (dd, 1H, ) = 8,8 Hz, {1 = 2,0 Hz,
He) ; 7,85 (d, 1H, “J = 2,0 Hz, Hg) ; 8,24 (s, 1H, H,) : 8,27 (d, 1H, ) = 8,8 Hz, Hs) ; 8,48 (s,
1H, Hy).

RMN C (100 MHz, DMSO dg) :

15,4 (C)) ; 51,6 (Co) ; 54,7 (Co) ; 77,5 (Ca) ; 104,4 (C) ; 111,2 (Cy) ; 120,3 (C7) ; 124,1 (C) ;
126,4 (Cg) ; 127,6 (Cg) ; 129,0 (Cs) : 129,8 (Cy) ; 139,4 (Cua) ; 144,9 (C,) ; 147,7 (Cy) ; 148,6
(Cea) ; 150,6 (Cy) ; 158,8 (Ci) ; 160,6 (Cs) ; 162,3 (C).

227 Bartroli J. et al., J. Med. Chem., 1998, 41 (11), 1869-1882.
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Partie B

IR (KBr,cm™) :
968 (v C-Cl) ; 1139 (v C-F) ; 1260 (v C-N) ; 1502, 1604 (v C=C) ; 1678 (v C=0) ; 3440

(v O-H).

Masse :
432,0 (M+H)".
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Partie B

8-[(1R,2R)-2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-1-méthyl-3-(1H-1,2,4-triazol-
1-yl)propyl]-9-oxo-thiazolo[5,4-f]quinazoline-2-carboxamide (108)

Poudre blanche («N_\\N | /}NH
C22H17F2N703S N cH o s i i
M, = 497,49 :

R¢ = 0,20 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C = 180-181

Rendement = 27%

Le composé 108 est synthétisé selon la méthode T a partir de 110 mg (0,44 mmol) de
(2R,39)-2-(2,4-difluorophényl)-3-méthyl-2-[(1H-1,2,4-triazol-1-yl)méthyl]oxirane 105 et 100
mg (0,44 mmol, 1 éq) de 9-ox0-8,9-dihydro-1,3-thiazolo[5,4-f]quinazoline-2-carbonitrile 79.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,31 (3H, d, %1 = 7,2 Hz, H)) ; 4,29 (1H, d, 2 = 14,4 Hz, H.) ; 4,91 (1H, d, 2 = 14,4 Hz, H,) ;
6,00 (1H, g, %) = 7,2 Hz, He) ; 6,48 (1H, s, OH) ; 7,03 (1H, ddd, *J4.r = *Jun = 8,4 Hz, Iy =
2,4 Hz, H)) ; 7,32-7,38 (2H, m, Hy,) ; 7,62 (1H, s, Hp) ; 8,01 (1H, d, °J = 8,8 Hz, H,) ; 8,16 (s,
1H, CONH,) ; 8,23 (1H, s, Ha) ; 8,58 (s, 1H, CONH,) ; 8,60 (1H, d, 3] = 8,8 Hz, Hs) ; 8,66
(1H, s, H).

RMN **C (100 MHz, DMSO d) :

15,5 (C)) ; 52,4 (C¢) ; 54,8 (C¢) ; 77,6 (Cy) ; 104,4 (Cy) ; 111,3 (C)) ; 116,1 (Cgp) ; 124,0 (Cy) ;
127,0 (Cy4) ; 130,0 (Cy) ; 130,2 (Cs) ; 133,5 (Csa) ; 144,9 (Cy) ; 147,0 (Coa) ; 147,2 (Cy) ; 150,6
(Cp) ; 151,8 (Csa) ; 160,1 (Co) ; 161,8 (CONHy) ; 167,4 (Cy).

Cgy et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :
846 (v C-S) ; 1138 (v C-F) ; 1275 (v C-N) ; 1500, 1591 (v C=C) ; 1665 (v C=0) ; 3444 (v O-H
etv NHz).

Masse :
4981 (M+H)+.
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Partie B

8-[(1R,2R)-2-(2,4-Difluorophenyl)-2-hydroxy-1-méthyl-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]thiazolo[5,4-f]quinazolin-9(8H)-one (109)

Poudre blanche

C21H16F2N602S

M, = 454,46

R¢ = 0,40 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C =238-239

b

Rendement = 45% \ i
F

Le composé 109 est synthétisé selon la méthode T a partir de 149 mg (0,59 mmol) de
(2R,39)-2-(2,4-difluorophényl)-3-méthyl-2-[(1H-1,2,4-triazol-1-yl)méthyl]oxirane 105 et 120
mg (0,59 mmol, 1 éq) de 1,3-thiazolo[5,4-f]quinazolin-9(8H)-one 80.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,31 (d, 3H, %1 = 6,8 Hz, H)) ; 4,27 (d, 1H, 2 = 14,1 Hz, H,) ; 4,92 (d, 1H, 2 = 14,1 Hz, H,) ;
6,00 (g, 1H, %) = 6,8 Hz, He) ; 6,46 (s, 1H, OH) : 7,02 (ddd, 1H, *J.r = *Jin = 8,4 Hz, “Jpn =
2,4 Hz, H)) ; 7,35-7,38 (m, 2H, Hh.x) ; 7,61 (s, 1H, Hy) ; 7,96 (d, 1H, ) = 8,8 Hz, H,) ; 8,23 (s,
1H, H,) ; 8,60 (d, 1H, ) = 8,8 Hz, Hs) ; 8,63 (5, 1H, H7) ; 9,64 (s, 1H, H,).

RMN %3C (100 MHz, DMSO d) :

155 (C)) ; 52,2 (Ce) ; 54,8 (C) ; 77,6 (Cq) ; 104,4 (Cy) ; 111,3 (C)) ; 115,9 (Cap) ; 124,0 (Cy) ;
126,0 (Ca) ; 129,4 (Cs) ; 129,9 (Cy) ; 130,6 (Css) ; 144,9 (C,) ; 146,3 (Csa) ; 146,4 (C7) ; 150,5
(Cp) ; 152,2 (Csa) ; 158,8 (Ci) ; 159,4 (Cy) ; 160,2 (Cs) ; 162,4 (Cy).

IR (KBr,cm™) :
857 (v C-S) ; 1158 (v C-F) ; 1273 (v C-N) ; 1456, 1504, 1587 (v C=C) ; 1657 (v C=0) ; 3450
(v O-H).

Masse :
4551 (M+H)+.
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Partie B

7-[(1R,2R)-2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-1-méthyl-3-(1H-1,2,4-triazol-
1-yl)propyl]-8-oxo-thiazolo[4,5-g]quinazoline-2-carboxamide (110)

Poudre blanche / \

N a
7\
b<N/N CH

CooH17F2N703S s Q
M, = 497,49 s A N\ 0
R¢ = 0,25 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5) S>2 z

4a v 3a 3 NH2

F°C = 259-260
Rendement = 25%

Le composé 110 est synthétisé selon la méthode T a partir de 110 mg (0,44 mmol) de
(2R,39)-2-(2,4-difluorophényl)-3-méthyl-2-[(1H-1,2,4-triazol-1-yl)méthyl]oxirane 105 et 100
mg (0,44 mmol, 1 éq) de 8-oxo-7,8-dihydro-1,3-thiazolo[4,5-g]quinazoline-2-carbonitrile 88.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,26 (d, 3H, %1 = 7,0 Hz, H)) ; 4,30 (d, 1H, 2 = 14,4 Hz, H.) ; 4,91 (d, 1H, 2 = 14,4 Hz, H,) ;
5,93 (g, 1H, % = 7,0 Hz, He) ; 6,44 (s, 1H, OH) : 7,00 (ddd, 1H, *J.r = *Jin = 8,4 Hz, “Jpn =
2,4 Hz, H)) ; 7,29-7,35 (M, 2H, Hh) ; 7,60 (s, 1H, Hp) ; 8,24-8,25 (m, 2H, H,, CONH,) ; 8,51
(s, 1H, He) ; 8,66 (s, 1H, Hg) ; 8,72 (s, 1H, CONH,) ; 8,91 (s, 1H, Hy).

RMN *C (100 MHz, DMSO ds) :

15,5 (Cy) ; 51,8 (C¢) ; 54,8 (Ce) ; 77,7 (Cq) ; 104,6 (Cp) ; 111,3 (Cj) ; 121,1 (Csa) ; 121,4 (Cy) ;
122,1 (Cy4) ; 124,3 (Cy) ; 130,0 (Cy) ; 143,0 (Coa) ; 144,8 (Cga) ; 145,0 (Cs) ; 146,5 (Cs) ; 150,6
(Cb) ; 151,8 (C4a) ; 161,2 (CONHy) ; 161,4 (Cs) ; 167,7 (Cy).

Cgq et Ci non visibles.

IR (KBr, cm™) :
853 (v C-S) ; 1141 (v C-F) ; 1275 (v C-N) ; 1506, 1612 (v C=C) ; 1680 (v C=0) ; 3447 (v O-H
etv NHz).

Masse :
498,1 (M+H)*.

266



Partie B

7-[(1R,2R)-2-(2,4-Difluorophényl)-2-hydroxy-1-méthyl-3-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl]thiazolo[4,5-g]quinazolin-8(7H)-one (111)

~

Poudre blanche

C21H16F2N602S

M, = 454,46

R¢ = 0,35 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C = 140-141

Rendement = 47%

Le composé 111 est synthétisé selon la méthode T a partir de 111 mg (0,44 mmol) de
(2R,39)-2-(2,4-difluorophényl)-3-méthyl-2-[(1H-1,2,4-triazol-1-yl)méthyl]oxirane 105 et 90
mg (0,44 mmol, 1 éq) de 1,3-thiazolo[4,5-g]quinazolin-8(7H)-one 89.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,21 (d, 3H, 31 = 7,0 Hz, H)) ; 4,22 (d, 1H, 2 = 14,4 Hz, H.) ; 4,86 (d, 1H, 2 = 14,4 Hz, H,) ;
5,90 (q, 1H, %) = 7,0 Hz, He) ; 6,37 (s, 1H, OH) ; 6,96 (ddd, 1H, *Ji.r = *Jun = 8,4 Hz, “Jppy =
2,4 Hz, H)) ; 7,25-7,30 (M, 2H, Hn) ; 7,55 (5, 1H, Hy) ; 8,19 (s, 1H, H,) ; 8,43 (s, 1H, Hg) ;
8,58 (s, 1H, Ho) ; 8,83 (s, 1H, Ha) ; 9,55 (s, 1H, Hy).

RMN 2C (100 MHz, DMSO dg) :

15,4 (C)) ; 51,6 (Ce) ; 54,9 (Ce) ; 77,6 (Cy) ; 104,4 (Cy) ; 111,3 (C)) ; 120,3 (Csa) ; 120,7 (Cs) ;
121,0 (Co) : 1242 (Cy) ; 129,9 (Cy) ; 140,7 (Coa) : 144,1 (Ces) : 144,9 (Co) ; 145,9 (Cs) ; 150,6
(Cb) ; 151,9 (C4) ; 158,9 (Ci) ; 159,3 (C2) ; 161,5 (Cs) ; 162,4 (Cy).

IR (KBr,cm™) :
848 (v C-S) ; 1140 (v C-F) ; 1259 (v C-N) ; 1442, 1501, 1609 (v C=C) ; 1674 (v C=0) ; 3418
(v O-H).

Masse :
4551 (M+H)+.
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Synthese d’inhibiteurs mixtes
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| — Apercu bibliographique

L’équipe de Dudley s’est intéressée a la synthése d’inhibiteurs de pompes d’efflux
chez Candida. Leur attention s’est portée sur la synthése de quinazolinylméthylurées, dont
trois molécules hits sont représentées sur la figure 111,10>106:107.108

(0]
(0]
_R o cH,
N
N Cl
H,C /©: o \©/ CH
N4 o (\N/ 3

| 3
CH, \<N\)

Figure 111 : Quinazolinylméthylurées inhibiteurs de pompes d’efflux

Lors de leurs recherches, différents substituants ont été introduits sur le motif urée.
Cependant, tous les résultats obtenus confirment I’importance des deux noyaux aromatiques :
un diméthoxyphényle d’un coté et un phényle substitué en 3 ou en 4 par un halogene de
I’autre c6té. Les composes 1 et 2 apparaissent specifiques pour I’inhibition de CDR1 chez
Candida albicans. L’introduction d’un groupement N-méthylpipérazine en position 3 de la
quinazolinone permet d’augmenter I’hydrosolubilité de ces composés ainsi que le spectre
d’activité. En effet, le dérivé 3 inhibe I’efflux chez Candida albicans et chez Candida
glabrata. Par la suite, des études complémentaires ont montré 1’intérét d’un accepteur de
liaison hydrogéne en position 4 du noyau pipérazine.

Il — Synthese d’azolés multifonctionnels

1 — Principe et approche rétrosynthétique

L’objectif est de synthétiser une quinazolinylméthylurée, analogue des molécules
décrites dans la littérature, en particulier du composé 2 figure 111. L’introduction d’un
groupement amine en position 6 de ce composé permettra ensuite I’introduction d’un linker
puis le greffage sur le pharmacophore sélectionné. Ainsi, le schéma rétrosynthétique envisagé
est représente sur la figure 112.
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Figure 112 : Schéma rétrosynthétique menant aux azolés multifonctionnels

Le composeé final A sera obtenu par condensation entre 1’amino alcool 4 et le dérivé B.
Celui-ci est synthétisé aprés introduction du linker sur la quinazolinylméthylurée C aminée en
position 6, synthétisée par réduction de 1’analogue nitré D. Celui-ci est préparé facilement a
partir du dérivé E par déplacement de I’atome de brome par la 2,4-diméthoxyaniline puis par
formation du motif urée. L’intermédiaire E est synthétisé par benzylation et bromation de la
2-éthyl-6-nitroquinazolin-4(3H)-one F. Enfin, celle-ci est formée a partir de ’acide 5-nitro-2-
aminobenzoique G.
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2 — Syntheses de la quinazolinylméthylurée C
2.1- Synthese de la 2-éthyl-6-nitroquinazolin-4(3H)-one

Afin d’obtenir la 2-éthyl-6-nitroquinazolin-4(3H)-one, le groupement éthyle doit étre
introduit avant 1’¢tape de cyclisation. L’intermédiaire 5-nitro-2-(propanoylamino)benzamide
113 est prépare facilement par deux couplages amidiques successifs a partir de I’acide 5-nitro-
2-aminobenzoique (figure 113).

0 HOBt, EDC.HCI, (0] CICOCH,CH,, 0]
NH,OH, DMF, DIPEA, DMF,
O,N ta, 3h O,N ta, 1h O,N
OH - NHZ NHZ
90% 86%
. . H
NH, méthode Al NH, méthode A2 N
j(\cm
112 113 (0]

Figure 113 : Synthése du 5-nitro-2-(propanoyl amino)benzamide 113

Il existe de nombreuses méthodes permettant la formation de liaison amidique. Cette
réaction nécessite l’activation de I’acide, par introduction d’un groupe partant sur le
carbonyle, pour permettre ’attaque de 1’amine. L’activation de 1’acide carboxylique peut étre
réalisée par D'intermédiaire d’halogénure d’acyle, d’azoture d’acyle, d’acylimidazole,
d’anhydride ou d’ester.??®

Dans notre cas, I’acide 5-nitro-2-aminobenzoique est couplé avec I’ammoniac dans le
DMF en présence d’agents de couplage : le chlorhydrate de 1-éthyl-3-(3’-
diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC.HCI) et le 1-hydroxybenzotriazole (HOBt).?*® Le
benzamide 112 est isolé avec un excellent rendement de 90%. Ce composé est ensuite mis en
réaction avec le chlorure de propanoyle et la DIPEA dans le DMF pour former le dérivé 113
avec un rendement de 86%.

La cyclisation intramoléculaire d’ortho-diamides est une réaction tres utilisée pour
former les quinazolinones. Parmi les conditions décrites dans la littérature, nous citerons
I’utilisation d’une base (KOH,?*° NaOEt,?** NaOH?*?) ou encore le chauffage au reflux (de la
pyridine sous irradiation micro-ondes,”®® de I’anhydride acétique,”* du chlorure de
thionyle?®). Cette réaction peut aussi étre catalysée par différents réactifs (MgCl, ou ZnCl,,?*®

228 Montalbetti C.A.G.N. et al., Tetrahedron, 2005, 61 (46), 10827-10852.

2 Tobe M. et al., Bioorg. Med. Chem., 2003, 11 (3), 383-391.

%0 Roy A.D. et al., J. Org. Chem., 2005, 71 (1), 382-385.

1 pyrandare A.V. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2005, 15 (10), 2669-2672.
232 Gellibert F. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2009, 19 (8), 2277-2281.

3 Kalusa A. et al., Tetrahedron Lett., 2008, 49 (41), 5840-5842.

%4 Shemchuk L. et al., Russ. J. Organ. Chem., 2008, 44 (7), 1006-1008.

%5 pomarnacka E. et al., Arch. Pharm. (Weinheim), 2008, 341 (8), 485-490.
%6 Al-Said N.H. et al., Tetrahedron Lett., 2006, 47 (5), 693-694.
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PPTS,?" Sn(OTf,)?*®). Afin de favoriser la cyclisation intramoléculaire déshydratante,
’emploi de TMSCI, d’EtsN dans le 1,2-dichloroéthane,” ou d’HMDS, de I, dans le
dichlorométhane®*® sont des méthodes efficaces. Le passage par une imino-benzoxazine par
traitement avec PPhs, Bry, EtsN dans le dichlorométhane, suivie d’une isomérisation en milieu
acide est une autre méthode d’obtention du cycle quinazolinone.”**

A partir du dérivé 113, deux méthodes differentes ont été testées pour former la
quinazolinone 114 (figure 114).

o PhOPh, o
MO, 300W, 220°C, 3h
O,N 41% O.N
NH, méthode B1 NH

N t-BUOK, t-BUOH, N/)\/ M,
WW/\CH3 reflux, 1h
113 100% 114

o méthode B2

Figure 114 : Synthése de la 2-éthyl-6-nitroquinazolin-4(3H)-one 114

La quinazolinone peut étre synthétisée simplement par chauffage dans le diphényléther
a haute température sous irradiation micro-ondes.?*> Cependant, la mise en place de ces
conditions ne s’est pas avérée efficace pour notre composé (méthode B1). Apres 3 heures de
réaction, le composé 114 est isolé avec seulement 41% de rendement.

Afin de favoriser la cyclisation, nous avons utilisaté le tert-butanolate de potassium au
reflux du tert-butanol.?** Ces conditions conduisent & la quinazolinone 114 avec un rendement
quantitatif (méthode B2).

2.2- Synthése de la 3-benzyl-2-(1-bromoéthyl)-6-nitroquinazolin-4(3H)-
one

L’introduction du groupement benzyle est réalisée suivant les conditions vues partie B.
La quinazolinone 114 est mise en réaction avec 1’hydrure de sodium et le bromure de benzyle
dans le DMF sous irradiation micro-ondes (figure 115).

27 yyu M.J. etal., J. Med. Chem., 1992, 35 (14), 2534-2542.

%8 Tseng M. et al., Chem. Commun., 2009, 2009 (4), 445-447.

% Fuwa H. et al., Tetrahedron, 2005, 61 (17), 4297-4312.

#0 Kshirsagar U.A. et al., Tetrahedron Lett., 2007, 48 (18), 3243-3246.
1 Snider B. et al., Heterocycles, 2003, 61 (1), 173-182.

2 Hanney B. et al., Brevet WO 2007038444 A2, publié le 5 avril 2007.
3 Duan H. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett., 2009, 19 (10), 2777-2779.
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NH MO, 40w, 80°C, 30' N + N
/)\/CHs méthode C /)ﬁ )\/cm
N N
CH,

114 115 72% 116 19%

Figure 115 : Benzylation de la 2-éthyl-6-nitroquinazolin-4(3H)-one 114

Dans ce cas, on observe la formation de deux isomeéres : le produit N-benzylé attendu
115 et le produit O-benzylé 116. Apres séparation, le produit désiré 115 est isolé avec un
rendement de 72%. On peut penser que lors de la réaction, I’encombrement stérique intervient
dans la sélectivité. En effet, Hori M. et Ohtaka H. ont décrit I’influence de 1’encombrement
stérique et des effets électroniques des substituants en position 2 lors de I’alkylation de
quinazolin-4(3H)-ones.?**

La quinazolinone 115 est ensuite bromeée selectivement sur la chaine éthyle. Cette
réaction s’effectue par I’intermédiaire de dibrome et d’acétate de sodium dans 1’acide acétique
glacial (figure 116).2%°

o} o
O,N Br,, AcONa, ACOH, O,N
N 2 N
50°C, 1h _
I~ 93% = Br

N . N *

méthode D
CH H
115 3 117 CH,

Figure 116 : Bromation de la 3-benzyl-2-éthyl-6-nitroquinazolin-4(3H)-one 115

Cette bromation conduit au composé 117 avec un excellent rendement de 93%. A
noter qu’un centre de chiralité est crée lors de cette réaction.

2.3- Préparation de la quinazolinylméthyluree

Les conditions décrites par Dudley et al. *®%1971% gnt été utilisées pour synthétiser
le motif urée (figure 117). Tout d’abord, I’atome de brome est déplacé par réaction avec la
2,4-diméthoxyaniline en présence de carbonate de sodium dans le DMF (méthode E). Le
composé 118 est obtenu avec un rendement de 88%. Il est ensuite condensé avec 1’isocyanate
de 3-chlorophényle dans le dichlorométhane et permet ainsi la formation de la fonction urée
(méthode F). Le dérivé 119 est isolé avec un rendement de 77%.

%4 Hori M. et al., Chem. Pharm. Bull., 1993, 41 (6), 1114-1117.
5 Brunton S.A. et al., J. Med. Chem., 2008, 51 (5), 1108-1110.
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\

Q Na,CO,, 2,4-diméthoxyaniline,
o,N DMF, 80°C, 1h _ = CH,
N N h
88%
— CH, méthode E NH
" . /@
Br H.C
117 o 0

118

isocyanate de 3-chlorophényle,
CH,CI,, ta, une nuit

7%
méthode F

119
Figure 117 : Synthése de la quinazolinylméthylurée 119

Afin d’obtenir la quinazolinylméthylurée désiree, la fonction nitro du dérivé 119 doit
étre réduite. Etant donné les substituants présents sur la molécule (benzyle, atome de chlore)
nous avons dans un premier temps envisagé d’utiliser les conditions vues partie B. Mais
I’utilisation de fer dans 1’acide acétique et I’éthanol ne permet pas d’obtenir le composé
réduit. Nous nous sommes alors orientés vers la réduction de Zinin, qui tolere une grande
variété de substituants.”*® 1l s’agit d’une méthode de réduction de composés nitrés
aromatiques en présence de sulfures anioniques (sous forme de sulfure d’ammonium, de
sodium ou de potassium, d’hydrosulfure ou de polysulfure). Les équations de la réaction sont

présentées ci-dessous (figure 118) :*’

248 Zinin N., J. Prakt. Chem., 1842, 27 (1), 140-153.
#7 porter H., Org. React, 1973, 20, 455-481.
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Sulfure 4ANNO, 4+ 6S> + T7H,0 = 4ANH, + 3S,0%2 4+ 60H
Disulfure ArNO, 4+ S, 4+ H,0 » ANH, 4 S,0,>
Hydrosulfure 4 ArNO, 4 6HS" <4 H,0 = 4ANH, 4 3S,0,>

Figure 118 : Equations de la réaction de Zinin

Bien que cette technique soit souvent remplacée par I’hydrogénation catalytique ou la
réduction de Béchamp, elle est toujours utilisée en milieu industriel pour la réduction de
composés sensibles a I’acide ou portant des substituants incompatibles. La simplicité et la
forte sélectivité de cette réaction en font une méthode trés intéressante.?*®

Nous avons appliqué ces conditions a notre synthése. Ainsi le composé nitré 119 est
mis en réaction avec du sulfure de sodium nonahydraté et de I’hydroxyde de sodium dans un
mélange eau / éthanol (figure 119).

o) (0]
O,N H,N
2 N 2 N
Na,S.9H,0, NaOH,
N/ CH, H,O, EtOH, reflux, 1h N/ CH,
H 90% H
N N Cl , N N Cl
/O: \”/ \©/ e /O: \n/ \©/
H,C o H,C 0
3 \O |O 3 \O |O
CH, CH,
119 120

Figure 119 : Synthése de la quinazolinylméthylurée 120

Cette méthode de réduction s’avére trés efficace puisque 1’amine 120 est obtenue avec
un excellent rendement de 90%.

3 — Greffage de la quinazolinylméthylurée 120 sur le
pharmacophore

Afin de préparer notre premier azolé multifonctionnel, nous avons appliqué la stratégie
utilisée pour la synthése en série sulfonamides (figure 120).

248 Speciality Chemicals : innovations in industrial synthesis and applications, Ed. Brian Pearson, 1991, 614
pages.
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Figure 120 : Synthése de 1’azolé multifonctionnel 122

Ainsi, la quinazolinylméthylurée 120 est condensée avec le chlorure de 4-
(bromométhyl)benzénesulfonyle dans la pyridine (méthode H1). L’intermédiaire 121 obtenu
avec un rendement de 67% est ensuite mis en reaction avec 1’amino-alcool difluoré 4 en
présence de DIPEA dans ’acétonitrile (méthode I). La molécule finale 122 est isolée avec un
rendement de 65%.

Pour obtenir la deuxiéme molécule cible, le 4-(bromométhyl)-N-(3-oxopropyl)
benzénesulfonamide doit étre préparé. En effet, ce composé nous permettra d’introduire d’une
part la quinazolinylméthyluree par amination réductrice, et d’autre part le pharmacophore par
substitution nucléophile. Cet intermédiaire est synthétisé en deux étapes a partir du chlorure
de 4-(bromométhyl)benzenesulfonyle (figure 121).
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Figure 121 : Synthése de I’intermédiaire 124

Lors de la premiere étape, le 4-(bromométhyl)-N-(3-hydroxypropyl)benzene
sulfonamide 123 est synthétisé avec un rendement de 73% selon la méthode H2 a partir du
3-amino-1-propanol. La deuxiéme étape d’oxydation de I’alcool primaire en aldéhyde a
demandé¢ une mise au point. Les différentes méthodes d’oxydation testées sont reportées dans
le tableau 26.

Essais Conditions opératoires Rendement
SOs.pyridine, Et3N, . .
1 DMSO. ta. 5h dégradation
P 3l H,CI . .
2 CC, celite, C. 2Llz, dégradation
ta, une nuit
Dess-Martin périodinane, 0
%
3 CH,Cl,, ta, 3h 80%

Tableau 26 : Oxydation du composé 123

Dans un premier temps, nous avons appliqué les conditions d’oxydation de Parikh-
Doering, en présence du complexe trioxyde de soufre-pyridine et de triéthylamine dans le
DMSO0.%# Cependant, I’application de ces conditions a notre composé ne permet pas la
formation du produit oxydé. Le deuxiéme essai est réalisé selon la méthode de Corey-
Suggs.”®® Dans ce cas, l'utilisation de chlorochromate de pyridinium (PCC) dans le
dichlorométhane en présence de célite conduit & de la dégradation.?®" Finalement I’oxydation
est réalisée avec le Dess-Martin périodinane®? dans le dichlorométhane et 1’aldéhyde 124 est
obtenu avec un rendement de 80%.

Le composé 124 est ensuite engagé dans 1’étape d’amination réductrice avec la
quinazolinylméthylurée 120 (figure 122).

9 parikh J.R. et al., J. Am. Chem. Soc., 1967, 89 (21), 5505-5507.
%0 Corey E.J. et al., Tetrahedron Lett., 1975, 16 (31), 2647-2650.
%1 Chang M.-Y. et al., Heterocycles, 2007, 71 (4), 933-940.

%2 Dess D.B. et al., J.Org. Chem., 1983, 48 (22), 4155-4156.
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Figure 122 : Amination réductrice a partir des produits 120 et 124

Cl

L’étape d’amination réductrice a été réalisée selon différentes conditions. Cependant,
’utilisation de cyanoborohydrure de sodium dans un mélange MeOH / AcOH, ou de
triacétoxyborohydrure de sodium dans le CH,Cl,, ne permet pas d’isoler le produit attendu.
En effet, on rencontre ici de gros problemes de solubilité, posant ainsi les limites pour la
synthése de tels composés.

L’étape d’amination réductrice n’ayant pas permis la formation de I’intermédiaire
souhaité, le deuxieme azolé multifonctionnel n’a pu étre préparé.
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11 — Evaluation pharmacologique et discussion

Le composé 122 ne démontre aucune activité sur les souches Candida albicans
CA98001 (souche sensible au fluconazole) et Aspergillus fumigatus AF98003.

L’objectif de ce travail était la synthese de molécules mixtes comprenant un triazolé
antifongique et un inhibiteur de pompes d’efflux reli¢ ou non par un linker. Le premier essai
ou les deux pharmacophores sont directement reliés entre eux est un échec probablement dd a
un paramétre stérique défavorable. L’allongement du linker par une chaine alkyle flexible
pouvait espérer une plus grande souplesse, cependant les premiers essais se sont révélés
infructueux.

Parmi les autres possibilités envisageables, I’introduction d’un linker clivable de type

peptidique susceptible d’étre hydrolysé intracellulairement pourrait également étre
expérimenté.
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IV — Partie expérimentale

TABLEAU DES METHODES

Type de réaction Méthode Conditions opératoires Pages

Formation de Al HOBt, EDC.HCI, NH;,OH, DMF, ta 281
liaison amidique A2 ROCI, DIPEA, DMF, ta 282
Synthése de la Bl PhOPh, MO, 300W, 200°C 283
quinazolinone B2 t-BuOK, t-BuOH, 80°C 283
Benzylation de la C NaH, BnBr, DMF, 284
quinazolinone MO, 40W, 80°C
Bromation D Br,, AcONa, AcOH, 50°C 286
Substitution du £ Na,COs, 2,4-diméthoxyaniline, 0g7
brome DMF, 80°C
Synthése de 1urée F RNCO, CH.ClI;, ta 288
, . : Na,S.9H,0, NaOH,

Réduction du nitro G H,0. EtOH. reflux 289
Formation du H1 RSO,CI, pyridine, CH,Cl,, 0°C 290
sulfonamide H2 RSO,CI, DIPEA, THF, ta 294
Substitution | RCH,Br, DIPEA, CHyCN, ta 292
nucléophile
Oxydation de J Dess-Martin périodinane, CH,ClI,, ta 295

1‘alcool
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2-Amino-5-nitrobenzamide (112)

Poudre orange

C7H7N303

M, = 181,15

Rf = 0,35 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C = 237-238 (Litt?*® : 236)

Rendement = 90%

Méthode Al :

Dissoudre sous azote 1 g (5,49 mmol) d’acide 2-amino-5-nitrobenzoique dans 27,5 mL de
N,N-diméthylformamide. Ajouter 816 mg (6,04 mmol, 1,1 éq) de 4-hydroxybenzotriazole,
1,16 g (6,04 mmol, 1,1 éq) de chlorhydrate de 1-éthyl-3-(3’-diméthylaminopropyl)
carbodiimide et agiter sous azote a température ambiante pendant 2 heures. Refroidir a 0°C a
I’aide d’un bain de glace et ajouter 1,25 mL (13,51 mmol, 2,5 éq) d’une solution d’ammoniac
aqueux a 20%. Agiter alors a température ambiante pendant 1 heure. Evaporer le solvant.
Reprendre a 1’eau, extraire le produit avec de D’acétate d’éthyle et sécher les phases
organiques sur sulfate de sodium anhydre. Filtrer et évaporer a sec. Triturer le résidu
d’évaporation dans de 1’éther dié¢thylique et filtrer.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :
6,83 (d, 1H, %) = 9,2 Hz, Hs) ; 7,45 (se, 1H, CONHy,) ; 7,94 (se, 2H, NH,) ; 8,05 (dd, 1H,
31=9,2 Hz, “J=2,8 Hz, H,) ; 8,25 (se, 1H, CONH,) ; 8,58 (d, 1H, “J = 2,8 Hz, Hg).

IR (KBr, cm™) :
1267 (v C-N) : 1324 (vs NO) : 1482, 1621 (v C=C) ; 1672 (v C=0) : 3298 (vs NHy) : 3452
(Vas NHZ)

28 Baker K. et al., J. Chem. Soc., 1948, 1713-1720.
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5-Nitro-2-(propanoylamino)benzamide (113)

Cristaux jaunes péales

C10H11N304

M, = 237,21

Rf = 0,30 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C = 206-207

Rendement = 86%

Méthode A2 :

Dissoudre sous azote 200 mg (1,10 mmol) de 2-amino-5-nitrobenzamide 112 dans 2 mL de
N,N-diméthylformamide. Ajouter 0,229 mL (1,32 mmol, 1,2 éq) de N,N-diisopropyl
éthylamine et 0,144 mL (1,66 mmol, 1,5 éq) de chlorure de propanoyle. Agiter sous azote a
température ambiante pendant 1 heure. Reprendre a ’eau et extraire le produit avec de
I’acétate d’éthyle. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et
évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant
avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 99/ 1.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,16 (t, 3H, %1 = 7,5 Hz, CH3) ; 2,48 (g, 2H, %1 = 7,5 Hz, CH,) ; 8,07 (se, 1H, CONH,) ; 8,40
(dd, 1H, ) = 9,2 Hz, “3= 2,8 Hz, H,) ; 8,73 (se, 1H, CONH,) ; 8,74 (d, 1H, *J = 2,8 Hz, H¢) ;
8,76 (d, 1H, ) = 9,2 Hz, H3) ; 12,11 (se, 1H, NH).

IR (KBr, cm™) :

1279 (v C-N) ; 1334 (vs NO,) ; 1502 (vas NO,) ; 1621, 1683 (v C=0) ; 3195 (vs NH,) ; 3452
(Vas NHZ)
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Partie C

2-Ethyl-6-nitroquinazolin-4(3H)-one (114)

Poudre jaune

C10HgN303

M, = 219,20

Rf = 0,20 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C = 276-277

Rendement = 100%

Méthode B1 :

Suspendre 200 mg (0,84 mmol) 5-nitro-2-(propanoylamino)benzamide 113 dans 4 mL de
diphényléther. Agiter sous irradiation micro-ondes (300W, 220°C) pendant 3 heures. Apres
refroidissement, purifier le milieu réactionnel par chromatographie sur gel de silice en éluant
au dichlorométhane puis avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 99/ 1.

Méthode B2 :

Mettre en solution 150 mg (0,63 mmol) de 5-nitro-2-(propanoylamino)benzamide 113 dans 3
mL de tert-butanol. Ajouter 142 mg (1,26 mmol, 2 éq) de tert-butanolate de potassium et
agiter a 80°C pendant 1 heure. Apres refroidissement, reprendre a 1’eau et extraire le produit
avec de I’acétate d’éthyle. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer
et évaporer a sec.

RMN H (400 MHz, DMSO d) :
1,30 (t, 3H, %) = 7,5 Hz, CHs) ; 2,71 (q, 2H, 3J = 7,5 Hz, CH,) ; 7,82 (d, 1H, 31 = 9,0 Hz, Hg) ;
8,55 (dd, 1H, %1 =9,0 Hz, 3 = 1,0 Hz, H;) ; 8,80 (d, 1H, *J = 1,0 Hz, Hs) ; 12,70 (se, 1H, NH).

IR (KBr,cm™) :

1235 (v C-N) ; 1341 (vs NOy) ; 1481, 1609 (v C=C) ; 1678 (v C=0) ; 3032 (v C-Hy) ; 3469
(v N-H).
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Partie C

3-Benzyl-2-éthyl-6-nitroquinazolin-4(3H)-one (115)

Poudre blanche

C17H15N303

M, = 309,33

Rf = 0,25 (éther de pétrole / acétate d’éthyle : 8/ 2)
F°C = 126-127

Rendement = 72%

Meéthode C :

Dissoudre 1,030 g (4,70 mmol) de 2-éthyl-6-nitroquinazolin-4(3H)-one 114 dans 15,5 mL de
N,N-diméthylformamide. Ajouter 226 mg (5,64 mmol, 1,2 éq) d’hydrure de sodium
(dispersion & 60% dans de I’huile minérale) et 0,559 mL (4,70 mmol, 1 éq) de bromure de
benzyle. Agiter sous argon sous irradiation micro-ondes (40W, 80°C) pendant 30 minutes.
Apres refroidissement, hydrolyser le milieu réactionnel avec de ’eau et extraire le produit a
I’acétate d’éthyle. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et
évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant
avec un mélange éther de pétrole / acétate d’éthyle : 9/ 1, puis 5/ 5.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,24 (t, 3H, %1 = 7,2 Hz, CHs) ; 2,87 (q, 2H, *J = 7,2 Hz, CH,CHj3) ; 5,46 (s, 2H, NCH,) ; 7,25-
7,41 (M, 5H, Hy o0 er) ; 7,88 (d, 1H, 3] = 8,8 Hz, Hg) ; 8,58 (dd, 1H, *J = 8,8 Hz, ‘1 =28
Hz, H;) ; 8,88 (d, 1H, “J = 2,8 Hz, Hs).

IR (KBr, cm™) :
1337 (vs NOy) ; 1520 (vas NOy) ; 1450, 1575 (v C=C) ; 1686 (v C=0).
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Partie C

4-Benzyloxy-2-éthyl-6-nitro-quinazoline (116)

Poudre beige
C17H15N303
r = 309,33
R = 0,55 (éther de pétrole / acétate d’ éthyle : 8/ 2)
F°C =69-70
Rendement = 19%

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,41 (t, 3H, 3 = 7,5 Hz, CHs) ; 3,01 (q, 2H, *J = 7,5 Hz, CH,CHj3) ; 5,73 (s, 2H, OCH,) ; 7,35-
7,65 (M, 5H, Hy o0 er) ; 8,06 (d, 1H, 3J = 8,4 Hz, Hg) ; 8,62 (dd, 1H, 3J =84 Hz, 4 =28
Hz, H-) ; 8,86 (d, 1H, “J = 2,8 Hz, Hs).

IR (KBr, cm™) :
1345 (vs NOy) : 1493, 1592 (v C=C) ; 1621 (v C=N) ; 2926 (vas CH).
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Partie C

3-Benzyl-2-(1-bromoéthyl)-6-nitroquinazolin-4(3H)-one (117)

Poudre beige

C17H14BrN3O3

M, = 388,22

R = 0,60 (éther de pétrole / acétate d’éthyle : 4/ 1)
F°C = 125-126

Rendement = 93%

Méthode D :

Dissoudre a 45-50°C 150 mg (0,48 mmol) de 3-benzyl-2-éthyl-6-nitroquinazolin-4(3H)-one
115 dans 2 mL d’acide acétique glacial. Ajouter 40 mg (0,48 mmol, 1 €q) d’acétate de sodium
anhydre puis 25 pl (0,48 mmol, 1 éq) de dibrome. Agiter & 50°C pendant 1 heure. Aprés
refroidissement, neutraliser avec une solution saturée d’hydrogénocarbonate de sodium.
Extraire le produit avec de I’acétate d’éthyle, sécher les phases organiques sur sulfate de
sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie
sur gel de silice en ¢luant avec un mélange éther de pétrole / acétate d’éthyle: 9/ 1.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,04 (d, 3H, %1 = 6,5 Hz, CH3) ; 5,37 (d, 1H, 2 = 16,4 Hz, CH,Ph) ; 5,40 (g, 1H, %] = 6,5 Hz,
CHBICHs) ; 5,73 (d, 1H, %J = 16,4 Hz, CH,Ph) ; 7,28-7,41 (m, 5H, Hyc.ac¢) ; 8,00 (d, 1H,
%)=8,8 Hz, Hg) ; 8,64 (dd, 1H, ) = 8,8 Hz, “J = 2,4 Hz, H;) ; 8,89 (d, 1H, *J = 2,4 Hz, Hs).

IR (KBr, cm™) :

695 (v C-Br) ; 1273 (v C-N) ; 1338 (vs NO,) ; 1440, 1569 (v C=C) ; 1523 (vas NO) ; 1619
(v C=N); 1687 (v C=0).
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Partie C

3-Benzyl-2-{1-[(2,4-diméthoxyphényl)amino]ethyl}-
6-nitroquinazolin-4(3H)-one (118)

Poudre rouge

C25H24N4O5

M, = 460,49

R¢ = 0,10 (dichlorométhane)
F°C =147-148

Rendement = 88%

Méthode E :

Dissoudre sous azote 773 mg (1,99 mmol) de 3-benzyl-2-(1-bromoéthyl)-6-nitroquinazolin-
4(3H)-one 117 dans 2 mL de N,N-diméthylformamide. Ajouter 211 mg (1,99 mmol, 1 éq) de
carbonate de sodium puis 315 mg (1,99 mmol, 1 éq) de 2,4-diméthoxyaniline. Agiter a 80°C
pendant 1 heure. Evaporer le solvant. Reprendre a I’eau et extraire le produit avec de I’acétate
d’éthyle. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec.
Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant au
dichlorométhane. Triturer le produit obtenu dans un mélange éther de pétrole / éthanol et
filtrer.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,43 (d, 3H, % = 6,5 Hz, CH3) ; 3,63 (s, 3H, OCH3) ; 3,80 (s, 3H, OCH3) ; 4,80 (g, 1H, *J =
6,5 Hz, CHCHs) ; 4,96 (se, 1H, NH) ; 5,36 (d, 1H, 2 = 16,4 Hz, CH,Ph) ; 5,76 (d, 1H, %) =
16,4 Hz, CH,Ph) ; 5,96 (d, 1H, % = 8,0 Hz, Hy) ; 6,08 (dd, 1H, 3] = 8,0 Hz, 3= 2,0 Hz, H;) ;
6,48 (d, 1H, “J = 2,0 Hz, Hy) ; 7,30-7,41 (m, 5H, Hy o0 r) ; 7,86 (d, 1H, %) = 8,8 Hz, Hg) ;
8,59 (dd, 1H, %) =8,8 Hz, *J = 2,4 Hz, H;) ; 8,89 (d, 1H, *J = 2,4 Hz, Hs).

IR (KBr, cm™) :

1159 (v C-0) ; 1210 (v C-N) ; 1339 (vs NO,) : 1454, 1575 (v C=C) ; 1517 (vss NO,) ; 1686
(v C=0) ; 2949 (v CHaiipn) ; 3388 (v N-H).
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Partie C

1-[1-(3-Benzyl-6-nitro-4-oxo-quinazolin-2-yl)ethyl]-3-
(3-chlorophényl)-1-(2,4-diméthoxyphéenyl)uree (119)

Poudre blanche

C32H28CINsO6 o' N ’

M, = 614,06 O,N \

R¢ = 0,50 (éther de pétrole / acétate d éthyle : A CH,

70/ 30) : N)\N( .

F°C = 196-197 /@i Nl \©/

Rendement = 77% Hsc\o NN, O o
N J

Méthode F :

Dissoudre sous azote 150 mg (0,33 mmol) de 3-benzyl-2-{1-[(2,4-diméthoxyphényl)
amino]éthyl}-6-nitroquinazolin-4(3H)-one 118 dans 2,5 mL de dichlorométhane sec. Ajouter
79uL (0,65 mmol, 2 éq) d’isocyanate de 3-chlorophényle et agiter a température ambiante
pendant une nuit. Reprendre a ’eau et extraire le produit avec du dichlorométhane. Sécher les
phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu
d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant au dichlorométhane. Triturer le
produit obtenu dans un mélange éther diisopropylique / méthanol et filtrer.

RMN *H (400 MHz, DMSO dp) :

0,87 et 1,42 (d chacun, 3H, *J = 6,4 Hz, CH3) ; 3,17, 3,77, 3,81 et 3,83 (s chacun, 6H, OCHs) ;
5,34 et 5,46 (d chacun, 1H, 2 = 16,4 Hz, CH,Ph) ; 5,62 et 6,08 (q chacun, 1H, %] = 6,4 Hz,
CHCHg) ; 5,98 (d, 1H, 2 = 16,4 Hz, CH,Ph) ; 6,30-7,83 (M, 13H, Hy 0o rmikn.opr.
NH) ; 7,84 et 7,90 (d chacun, 1H, 3J = 8,8 Hz, Hg) ; 8,53 et 8,60 (dd chacun, 1H, %) = 8,8 Hz,
%) =2,4 Hz, Hy) ; 8,90 et 8,93 (d chacun, 1H, *J = 2,4 Hz, Hs).

IR (KBr, cm™) :

1162 (v C-0) ; 1341 (vs NOy) ; 1457, 1574 (v C=C) ; 1511 (vas NOy) ;1677 (v C=0) ; 3353
(v N-H).
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Partie C

1-[1-(6-Amino-3-benzyl-4-oxo-quinazolin-2-yl)ethyl]-3-
(3-chlorophényl)-1-(2,4-diméthoxyphenyl)uree (120)

Poudre rose pale

C32H30CINsOg

M, = 584,08

R¢ = 0,10 (dichlorométhane / éthanol : 99/ 1)
F°C =118-119

Rendement = 90%

N 2
? . H .
_ N N cl
H3C\O ,-- ~o 0 "N
K I o
Méthode G :

3

Dissoudre 550 mg (0,90 mmol) de 1-[1-(3-benzyl-6-nitro-4-oxo-quinazolin-2-yl)éthyl]-3-(3-
chlorophényl)-1-(2,4-diméthoxyphényl)urée 119 dans 8,5 mL d’éthanol. Ajouter 860 mg
(3,58 mmol, 4 éq) de sulfure de sodium nonahydraté et 358 mg (8,95 mmol, 10 éq)
d’hydroxyde de sodium dissous dans 12,5 mL d’eau. Agiter au reflux pendant 1 heure.
Reprendre a I’eau et extraire le produit avec de 1’acétate d’éthyle. Sécher les phases
organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu
d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant au dichlorométhane puis avec
un mélange dichlorométhane / éthanol : 99/ 1.

RMN *H (400 MHz, DMSO dp) :

1,00 et 1,37 (d chacun, 3H, %) = 6,4 Hz, CHs) ; 3,19, et 3,76 (s chacun, 6H, OCHj3) ; 5,20 et
5,70 (m chacun, 2H, CHCHj;, CH,Ph) ; 5,93 et 5,97 (d chacun, 1H, 2 = 16,4 Hz, CH,Ph) ;
6,31-7,81 (M, 18H, Hs 781 ¢ a'.c'.p. i ko, NH, NH).

IR (KBr,cm™) :
1210 (v C-0) ; 1298 (v C-N) ; 1508, 1589 (v C=C) ; 1663 (v C=0) ; 3414 (v N-H).
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Partie C

1-[1-(3-Benzyl-6-{[4-(bromométhyl)phényl]sulfonylamino}-4-oxo-
quinazolin-2-yl)éthyl]-3-(3-chlorophényl)-1-(2,4-diméthoxyphényl)urée
(121)

Poudre blanche
C39H3sBrCINsOgS
r= 817,16
Rf = 0,15 (dichlorométhane / éthanol : 99 / 1)
F°C =192-193
Rendement = 67%

Méthode H1 :

Dissoudre sous azote 150 mg (0,26 mmol) de 1-[1-(6-amino-3-benzyl-4-0x0-quinazolin-2-
yl)éthyl]-3-(3-chlorophényl)-1-(2,4-diméthoxyphényl)urée 120 dans 2 mL de
dichlorométhane sec. Ajouter 23 pL (0,28 mmol, 1,1 éq) de pyridine et refroidir a 0°C a I’aide
d’un bain de glace. Ajouter alors goutte a goutte 76 mg (0,28 mmol, 1,1 éq) de chlorure 4-
(bromométhyl)benzénesulfonyle dissous dans 1,2 mL de dichlorométhane sec. Agiter a 0°C
pendant 2 heures. Reprendre a 1’eau et extraire le produit avec du dichlorométhane. Sécher les
phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu
d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en éluant au dichlorométhane. Triturer le
produit obtenu dans un mélange dichlorométhane / éther diisopropylique et filtrer.
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Partie C

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

0,88 et 1,34 (d chacun, 3H, %1 = 6,4 Hz, CHs) ; 2,91, 3,76, 3,77 et 3,79 (s chacun, 6H, OCHs) ;
4,75 (s, 2H, CH,Br) ; 5,22 et 5,31 (d chacun, 1H, 2) = 16,4 Hz, CH,Ph) ; 5,60 et 5,98 (q
chacun, 1H, ) = 6,4 Hz, CHCH,) ; 5,89 (d, 1H, 2J = 16,4 Hz, CH,Ph) ; 6,18-7,89 (m, 18H,
Hs 780 0 d .00 ik pr23.5.6 2NH).

IR (KBr, cm™) :

723 (v C-Br) ; 837 (v C-Cl) ; 1163 (vs SO,) ; 1214 (v C-N) ; 1290 (vas SO») ; 1511, 1592
(v C=C) ; 1665 (v C=0) ; 3412 (v N-H).

Masse :
816,1-818,1-820,1 (M+H)".
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Partie C

1-[1-(3-Benzyl-6-{[4-({[2-(2,4-difluorophényl)-2-hydroxy-3-(1H-1,2,4-
triazol-1-yl]propyl}méthylamino)methyl]phenyl}sulfonylamino)-4-oxo-
quinazolin-2-yl)éthyl]-3-(3-chlorophényl)-1-(2,4-diméthoxyphényl)urée
(122)

Poudre blanche

Cs1H4sCIF,NgO;S

M; = 1004,52

Rt = 0,20 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
F°C =123-124

Rendement = 65%

Méthode I :

Dissoudre sous argon 49 mg (0,18 mmol) de 2-(2,4-difluorophényl)-3-méthylamino-1-
(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propan-2-ol 4 dans 4 mL d’acétonitrile. Ajouter 35 pL (0,20 mmol, 1,1
éq) de N-N-diisopropyléthylamine puis 150 mg (0,18 mmol, 1 éq) de 1-[1-(3-benzyl-6-{[4-
(bromométhyl)phényl]sulfonylamino}-4-oxo-quinazolin-2-yl)éthyl]-3-(3-chlorophényl)-1-
(2,4-diméthoxyphenyl)uree 121. Agiter sous argon a température ambiante pendant 24 heures.
Evaporer le solvant. Reprendre a 1’eau et extraire le produit avec du dichlorométhane. Sécher
les phases organiques sur sulfate de sodium anhydre, filtrer et evaporer a sec. Purifier le
résidu d’évaporation par chromatographie sur gel de silice en ¢luant au dichlorométhane puis
avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 99/ 1.
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Partie C

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

0,89 et 1,33 (d chacun, 3H, 3J = 6,4 Hz, CH3) ; 2,04 et 2,06 (s chacun, 3H, Hn) ; 2,75 (d, 1H,
2J = 14,0 Hz, H.) ; 2,94, 3,75, 3,77 et 3,79 (s chacun, 6H, OCHj3) ; 3,02 (d, 1H, % = 14,0 Hz,
Ho) ; 3,63 (d, 1H, %) = 14,4 Hz, H)) ; 3,73 (d, 1H, 2 = 14,4 Hz, H)) ; 4,48-4,59 (m, 2H, He) ;
5,21 et 5,29 (d chacun, 1H, 2 = 16,0 Hz, CH,Ph) ; 5,62 et 5,97 (q chacun, 1H, %] = 6,4 Hz,
CHCH3) ; 5,79 (s, 1H, OH) ; 5,86 et 5,88 (d chacun, 1H, 2 = 16,0 Hz, CH,Ph) ; 6,16-7,85 (m,
25H, Hphjks 780 .c.de.rhiknopr2sys.es 2NH) ;8,30 (s, 1H, Hy).

IR (KBr, cm™) :
842 (v C-Cl) ; 1093 (v C-F) ; 1161 (vs SOy) ; 1210 (v C-N) ; 1283 (vas SO») ; 1510, 1593
(v C=C) ; 1670 (v C=0) ; 3413 (v O-H et v N-H).

Masse :
1003,0-1005,0 (M-H)*.
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Partie C

4-(Bromométhyl)-N-(3-hydroxypropyl)benzenesulfonamide (123)

Cristaux beiges

C10H14BrNO3S

M, = 308,20

Rf = 0,30 (dichlorométhane / éthanol : 95/ 5)
F°C =59-60

Rendement = 73%

Méthode H2 :

Mettre en solution sous azote 0,169 mL (2,22 mmol, 2 éq) de 3-amino-1-propanol dans 4,5
mL de tétrahydrofurane sec. Ajouter 0,231 mL (1,33 mmol, 1,2 éq) N-N-
diisopropyléthylamine et refroidir a 0°C a ’aide d’un bain de glace. Ajouter alors goutte a
goutte pendant 20 minutes 300 mg (1,11 mmol) de chlorure de 4-(bromométhyl)
benzénesulfonyle dissous dans 6 mL de tétrahydrofurane sec. Agiter en laissant revenir a
température ambiante pendant 1 heure. Ajouter de 1’eau au milieu réactionnel et extraire le
produit avec du dichlorométhane. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium
anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel
de silice en éluant avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 98 / 2.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

1,55 (quint, 2H, %) = 6,5 Hz, NHCH,CH,CH,0H) ; 2,82 (m, 2H, NHCH,CH,CH,0H) ; 3,39
(t, 2H, 3] = 6,5 Hz, NHCH,CH,CH,0H) ; 4,40 (se, 1H, OH) ; 4,81 (s, 2H, CH,Br) ; 7,61 (t,
1H, % =5,8 Hz, NH) ; 7,69 (d, 2H, %) = 8,3 Hz, H,-¢) ; 7,80 (d, 2H, J = 8,3 Hz, H3.5).

IR (KBr, cm™) :

671 (v C-Br) ; 1085 (v C-0) ; 1152 (vs SO2) ; 1319 (vas SOy) ; 2865 (vs CH2) ; 2929 (vas CHy) ;
3265 (v O-H et v N-H).
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Partie C

4-(Bromométhyl)-N-(3-oxopropyl)benzenesulfonamide (124)

Huile incolore

C10H12BrNO3S

M, = 306,18

Rf = 0,25 (dichlorométhane / éthanol : 98 / 2)
Rendement = 80%

Méthode J :

Dissoudre sous azote 635 mg (2,06 mmol) de 4-(bromométhyl)-N-(3-hydroxypropyl)
benzénesulfonamide 123 dans 32 mL de dichlorométhane sec. Ajouter 1,31 g (3,09 mmol, 1,5
éq) de Dess-Martin périodinane et agiter a température ambiante pendant 3 heures.
Hydrolyser le milieu réactionnel avec une solution de bicarbonate de sodium et extraire le
produit avec du dichlorométhane. Sécher les phases organiques sur sulfate de sodium
anhydre, filtrer et évaporer a sec. Purifier le résidu d’évaporation par chromatographie sur gel
de silice en éluant avec un mélange dichlorométhane / éthanol : 99/ 1.

RMN *H (400 MHz, DMSO d) :

2,60 (m, 2H, NHCH,CH,CH,0H) ; 3,06 (t, 2H, *J = 6,6 Hz, NHCH,CH,CHO) ; 4,81 (s, 2H,
CH3Br) ; 7,70 (d, 2H, 31 = 8,4 Hz, Hy¢) ; 7,77 (t, 1H, % = 5,6 Hz, NH) ; 7,81 (d, 2H, %) = 8,4
Hz, Hs-s5).

IR (KBr,cm™) :

671 (v C-Br) ; 1158 (vs SOy) ; 1435, 1569, 1620 (v C=C) ; 1326 (vas SO») ; 1717 (v C=0) ;
2844 (vs CHy) ; 2916 (vas CH2) ; 3287 (v N-H).
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Conclusion générale

L’objectif de ces travaux consistait a synthétiser de nouveaux triazolés possédant un
large spectre d’activité (Candida, Aspergillus) et actifs sur des souches sensibles et résistantes
aux traitements actuels (fluconazole, voriconazole). Les différentes approches menées lors de
ces travaux ont permis la synthese et I’évaluation pharmacologique de 49 molécules finales.

Parmi ces composés, quatre ont été sélectionnés pour une évaluation in vivo sur un
modele murin de candidose disséminée (figure 123). En effet, les dériveés 56, 58 en série
biaryle et 110, 111 analogues stricts de I’albaconazole possedent le meilleur profil
pharmacologique avec un large spectre d’activité aussi bien sur les souches de Candida
albicans de sensibilité réduite ou résistantes au fluconazole ainsi que sur les autres espéces de

Candida (glabrata, krusei et parapsilosis).
, O
908
R
AL~

F
56 R=CN 110 R'= CONH,
58 R =NO, 111 R'=H

R

Figure 123 : Structures des composés évalués in vivo

D’aprés les résultats obtenus et contrairement aux hypotheses pharmacophoriques de
Sheng™ la présence d’un groupement accepteur de liaison hydrogéne directement lié en
position para de la benzylamine, ne semble pas étre un élément fondamental pour une activité
optimale sur Candida albicans. Cependant, une conformation « linéaire » de 1’inhibiteur
semble étre un paramétre important permettant 1’¢largissement du spectre antifongique
(Aspergillus fumigatus).

Dans le cadre des dérivés de 1’albaconazole, la synthése d’analogues stricts augmente
le potentiel antifongique de ces composés. 1l serait donc intéressant d’adapter cette chimie aux
molécules 56 et 58 afin de synthétiser les analogues de configuration (R, R) (figure 124).

Figure 124 : Nouvelles molécules cibles envisagées
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Conclusion générale

Cependant 1I’augmentation toujours croissante du parametre de lipophilie peut étre un
frein au développement de molécules de grande taille dans le cadre d’une double
administration (VO et 1V). Ainsi, il serait également judicieux de synthétiser des molécules
possédant des valeurs de logP proches de celles observées pour le fluconazole (clogP = -0,44),
le voriconazole (clogP = 0,52) ou I’albaconazole (clogP = 2,15). Les molécules sélectionnées
sur modeles murins possédant des valeurs hétérogenes (56, clogP = 3,77 ; 58, clogP = 4,08 ;
110, clogP = 0,94 ; 111, clogP = 1,44), le retour de I’évaluation in vivo laisse présager un
comportement différent.

De plus, comme nous I’avons vu précédemment, ces composés sont inhibiteurs de la
14a-déméthylase codée par le gene ERG11. Mais certains semblent aussi inhiber ERG3
(composé 110), voie alternative uniquement mise en jeu apres inhibition de la 1l4a-
démeéthylase. L’intérét d’un tel double mécanisme d’action doit étre plus amplement
investigué.

En outre, une évaluation complémentaire des meilleures molécules sur des souches de
Cryptococcus neoformans ou sur des souches plus rares mais importantes médicalement
comme Fusarium, Mucor ou Scedosporium pourrait permettre un élargissement du spectre
d’action de ces composés.

Enfin, dans le cadre de la conception de nouveaux azolés, seuls des tests sur enzymes

isolées permettraient une bonne utilisation actuelle des modéles par homologie et une
rationalisation pertinente des relations structure-activité.
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Conception, synthése et évaluation pharmacologique de nouveaux
azolés a activité antifongique

Résumeé :

Les infections fongiques invasives constituent une menace croissante
pour la santé humaine. Ces infections se produisent principalement
dans le contexte des thérapies immunosuppressives de plus en plus
agressives. Malgré I'avenement de nouvelles stratégies de diagnostic et
de traitements, la mortalité globale pour les maladies invasives causées
par des especes de Candida et d’Aspergillus est de 30-50 %. La
recherche de nouveaux agents antifongiques est principalement axee
sur l'amélioration du spectre antifongique, le contournement de la
résistance, la réduction de la toxicité et I'amélioration de la
biodisponibilité. Parmi les traitements existants, les azolés agissent sur
la biosynthese de l'ergostérol (composant essentiel de la membrane
plasmique) en inhibant la 14alpha-déméthylase, une enzyme a
cytochrome P450 (CYP51), codée par le gene ERG11. Les recherches
effectuées précédemment au laboratoire sur des inhibiteurs possédant
le motif [|-hétéroaryl-2-phényl-3-(IH- 1,2,4-triazol-l-yl)propan-2-ol ont
permis d'isoler des composés avec de fortes activités sur Candida
albicans et avec une émergence d'activité sur Aspergillus fumigatus.
Dans le prolongement de ces travaux, et afin de préciser les relations
structure-activité, de nouveaux composés azolés (de structure
indolique, benzenesulfonamide ou biaryle) ont été synthétisés et
évalués. En parallele, nous nous sommes intéressés a la synthese
d'analogues de [l'albaconazole actuellement en phase Il d'essais
cliniques, par introduction de thiazoloquinazolinones via la chimie du sel
d'Appel.

Mots clés :

Candida albicans, Aspergillus fumigatus, 14alpha-déméthylase,
résistance, triazole, indole, sel d'Appel, thiazoloquinazolinone,
quinazolin-4(3H-one



Design, synthesis and evaluation of new azoles with antifungal activity

Abstract :

Invasive fungal infections are an increasing threat to human health.
These infections predominantly occur in the context of increasingly
aggressive immunosuppressive therapies. The overall mortality for
invasive diseases caused by Candida spp. and Aspergillus spp. is about
30-50, despite the advent of new diagnostic and therapeutic strategies.
The search on new antifungal agents is mainly focused on the
improvement of the antifungal spectrum, counteraction of resistance,
reduction of toxicity and enhancement of bioavailability. Among the
treatments, azoles act on the biosynthesis ofergosterol (major
component of fungal membrane) by inhibiting P450-dependent
lanosterol 14alpha-demethylase (CYP51),encoded by theeRG 11 gene.
Previous researches in our laboratory have focused on inhibitors with |-
heteroaryl-2-phenyl-I-(17H-1,2,4-triazol-I-yl)propan-2-ol moiety. Those
studies have resulted in isolation of compounds with potent activities
against Candida albicans and an emergence of activity on Aspergillus
fumigatus. On the basis of this study new azoles compounds (with
indole, benzenesulfonamide or biaryle structure) were synthesized
andevaluated in order to specify structure- activity relationships. In
parallel, we synthesized analogues of albaconazole which is currently in
phase Il clinical trials, by introducing thiazoloquinazolinones via the
Appel's salt chemistry.

Keywords : Candida albicans, Aspergillus fumigatus, 14a-demethylase,
resistance, triazole, indole, Appel's salt, thiazoloquinazolinone,
quinazolin-4(3/-/)-one
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