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Préambule

Ce manuscrit présente les travaux réalisés au desn départements de Chimie
Thérapeutique et de Parasitologie et Mycologie kidide I'équipe EA1155 - lICiMed de la
Faculté des Sciences Pharmaceutiques et BiologapiBantes.

Le projet de these développé ici, porte sur la eption, la synthese et I'évaluation
biologique de benzofuro[3,@pyrimidines et dibenzdj,dfuranes, dérivés du cercosporamide
d’origine naturelle.

Chez C. albicans la protéine kinase CC@Pkcl), 'une des principales protéines
impliquées dans les voies MAPK, est décrite commeégulateur de l'intégrité de la paroi
cellulaire durant la croissance, la morphogenéda giponse au stress pariétal. Les résultats
antérieurs obtenus au laboratoire ont montré que iddibiteurs de la protéine Pkcl
rétablissent la sensibilité au fluconazole de sesaiésistantes si elles ne sont pas mutées au
niveau du gen&RG11codant pour la lanostérol Iddéméthylase.

Le (H)-cercosporamide est un produit naturel isolé dangbignon phytopathogéne
Cercosporidium henningsill a été identifi€ comme un agent antifongiquedéré contreC.
albicans et il a montré un effet inhibiteur d€aPkcl qui lui confére des propriétés de
restauration de la sensibilité au fluconazole (FLtddlécule antifongique azolée, de souches
résistantes quand il est testé en association au FL

Dans un contexte ou la synthése totale du cercaspde n’est pas décrite dans la
littérature, il est envisagé de synthétiser deslogoas hétérocycliques simplifies en
s'affranchissant de la présence d'un carbone asiuét Le but est d’obtenir une voie
d’acces plus aisée vers des composeés d’'intérahéaliarer I'activité biologique et de valider
les pharmacophores présents sur la molécule deenéi En outre, le cercosporamide a une
affinité pour reconnaitre le site de fixation d&TP de la kinase Mnk2 par la présence du 3-
OH et du 4-CONH de la partie phényle, justifiant la stratégie deaintenir le
dihydroxybenzofuran-carboxamide comme modeéle dayptaaturel pour la conception de
nouveaux composés tricycliques, a structures beng@2d]pyrimidine et
dibenzop,dfurane.

Dans un premier temps, les voies de synthése mm@dar aux molécules cibles ont
donc été mises au point, puis, dans un deuxiempstebactivité antifongique intrinseque et
les propriétés de restauration de la sensibilitéemonazole des molécules ont été évaluées
sur des souches @ albicans Par ailleurs, des évaluations biologiques compl#aires sur
les kinases PKC fongique et humaine et sur un pd@el0 autres kinases humaines, pour
déterminer le profil de sélectivité, nous ont perrdiidentifier de nouveaux inhibiteurs de
kinases.

D’autre part, ce travail de recherche a permisulalipation d’un article Bioorg. Med.
Chem. Lett2018 13, 2250-2255), une communication orale et quatrensonications par
affiches.



INTRODUCTION GENERALE
|. Biologie deCandida

1. Le genreCandida

D’un point de vue taxonomique, |€andidafont partie du PhylunAscomycotadu
sous-Phylum deSaccharomycetalest a la Famille deSaccharomycetaceae

R

| Phylum | Glomeromycota I Chytridiomycota

Basidiomycota I Zygomycota I *Deuteromycetes”

| Sub-Phylum | Pezizomycotina

14 additional families

[Forb | sy |

l Genus l Saccharomyces I

I Species | S. cerevisiae

S. paradoxus ~374 other Candida
S. bayanus species including
9 other species C. parapsilosis

—— C. lusitaniae &
C. guilliermondii

Figure 1 : Taxonomie du genr€andida
La figure est le résumé d'études phylogénétiquegidaes précédentég 3456
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Actuellement, le genr€andidacompte plus de 150 espéces. Cependant, seulement
une vingtaine de ces espéces sont isolées chepatents comme agents infectieux :
Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropisa Candida krusei, Candida
guilliermondii, Candida lusitaniae, Candida dubkmsis Candida auris, Candida
pelliculosg Candida kefyr Candida lipolytica Candida famata Candida inconspicua
Candida rugosat Candida norvegensi<:10

Les Candidasont des levures rondes ou ovoides non capsulées, non pigmentées a
bourgeonnement multilatéral, capables de former fdasments ou non . glabratg et
donnant des colonies blanches et crémeuses emeculas levures du gen@andidasont des
levures commensales, faisant partie intégrante dwrobiote des muqueuses digestives,
respiratoires et génitales que I'on détecte ches pke 50% de la population mondiale, en
bonne santé.

Figure 2 : Candida albicans aspect macroscopique (1) et microscopique (2uttare sur gélose Sabourdtid

Une des caractéristiques de certaines espec€andidaest de pouvoir former des
biofilms, structures complexes qui les protegemitrele systeme de défense immunitaire de
I'nbte et contre les traitements antifongiques faranation d’'un biofilm aCandidase fait en
trois étapes : adhérence des levures, initiatiobidfilm avec formation d’une couche basale
puis filamentation, maturation du biofilm ou desucbes complexes de cellules
polymorphiques sont ancrées dans la matrice eXubgee suivie d’'une dissémination vers
de nouveaux sites (Figure %3).

Early
Candida albicans Phase
Intermediate
YeastCell Candida albicans Phase
Hyphae
Pseudohyphae
BuddingDaughter Cell
ECM
caory il Maturation
Proteins T ‘ and
"8 Candida albicans D|5per5lon

Figure 3 : Différentes étapes de formation du biofilm clzlbican$?
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2. Les candidoses

Le terme candidose est un terme général qui dédmmenfections superficielles
(cutanées et des muqueuses) et invasives (desesrgarofonds) causées par des
champignons du geni@andida Elles peuvent survenir a tout age et de nombfaateurs
locaux et généraux favorisent la survenue de destions®

Les deux grands types de candidoses, les candidogerficielles et les candidoses
invasives ou systémiques, ont des manifestatiorisphes.

Les candidoses superficielles sont les affectiomsgifjues les plus fréquentes et
souvent bénignes, elles peuvent étre diviséeengroupes principaux.

- les candidoses digestives : Elles correspondeatgsaatteintes de I'appareil digestif
(bouche, cesophage, intestin...). Elles se caraaténm® I'apparition d’'un enduit crémeux
blanchatre. Sur la muqueuse buccale, cette prafifér porte le nom de muguet.

- les candidoses génito-urinaires : Elles peuvend @résentes aussi bien chez
I’'homme que chez la femme. Les atteintes vagirsdes les plus fréquentes, se traduisant par
I'apparition d’'un écoulement purulent et d'un pturitense. La Iésion inflammatoire peut
s'étendre au périnée. Ces candidoses sont sold@divantes.

- les candidoses cutanées : Elles apparaissenveaunde plis cutanés (plis du ventre,
sous la poitrine, entre les doigts ou les orteilly). parle alors d’intertrigo qui se caractérise
par I'apparition d’'une Iésion érythémateuse et d’tissure au niveau du pli cutané.

Les candidoses superficielles peuvent étre a limgig’'une infection systémique chez
les patients a haut risqdre.

Les candidémies qui sont des infection€andidaprouvées avec présence d’'une ou
plusieurs hémocultures positive€andidapeuvent étre classées éh :

- candidoses invasives, ou une levure est isolée site normalement stérile ;

- candidoses systémiques ou disséminées, ou unezlest isolée d’au moins deux
sites normalement stériles non contigus. Elles eeuvétre qualifiées de profondes
lorsqu’elles sont caractérisées histologiguemenhmuobiologiquement

Les candidémies représentent de 10% a 15% desémpes en milieu hospitaliét.
Elles sont préoccupantes du fait de leur morbidiit#talité importante.

3. Epidémiologie

Les candidoses existent dans toutes les régionandode mais dimportantes
variations existent entre les régions. Il est dili de donner une incidence moyenne des
candidémies. En effet, beaucoup d’études sontsgEai mais le type de population recrutée
est trés variable, et les résultats rendus sodiildifnent comparables. Il est cependant
absolument nécessaire de connaitre le profil ¢ged&miologie locale afin d’adapter au mieux
le traitement antifongique.

Des études américaines rapportent que l'incidenoeiele des infections @andida
est de 8 pour 100 000 habitattd’ En Europe, le€andida sppsont responsables de 2 & 3%
des septicémies se classant entre 98° @t 16™ rang parmi les pathogénes les plus
fréquents'®
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La répartition des especes @andidachez les patients atteints de candidose a évolué

durant les 20 derniéres années. L'incidenc€ dalbicansa diminué (de 70% a 50% quel que

soit le type d’étude) alors que I'incidence deseesgs CNA Candidanon-albicang, dontC.
glabrata, C. krusej C. tropicalis, C auriset C. parapsilosisa augment&!® Aujourd’hui C.
albicansreste majoritairement responsable de ces infeciiorasives, mais la répartition des
espéces CNA évolue et différe suivant les régiansidndet®17-2°

>
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B Candida glabrata £ 20 2
[ Candida parapsilosis 5 10 g 10
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Figure 4 : Répartition géographique des différentes espéeeaSatidida. C. albican®st I'espéce prévalente
associée aux candidoses invasives. La répartiggnedpéces CNA varie énormément et peut avoir depéis
I'établissement de cette figure (mars 2018), notanmtrau niveau de I'apparition de casG@leauris®
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ll. Traitements antifongiques

Les premiers antifongiques ont été disponibles dessannées 1950 mais l'arsenal
antifongique a longtemps été restreint a 'amphatée B et a la nystatine. Les années 1980,
ont vu le développement de molécules de la fardéke azolés. Entre les années 1990 et 2000,
le nombre de molécules antifongiques disponibldsublé, passant de moins de 10 a plus de
20 molécules. Ainsi I'arsenal thérapeutique antjigne n’a cessé de s’enrichir depuis 30 ans,
méme si le nombre de molécules reste encore liNédnmoins, des connaissances toujours
plus détaillées concernant la structure, la contiposet la biochimie des cellules fongiques,
ainsi que les diverses facettes des infectionsidoeg, contribuent encore a I'heure actuelle
au développement de nouveaux agents antifongiques.

Actuellement, 5 grandes familles chimiques d’'amifigues existent 2422 |es
polyénes, les fluoropyrimidines, les azolés, lédahines et les échinocandines. Parmi elles,
seulement 4 (les polyenes, les fluoropyrimidines &zolés et les échinocandines) sont
utilisées systématiqguemeritMéme si chaque antifongique posséde sa propre siil la
cellule fongique, il n'existe a I'heure actuelleeqd cibles fongiques différente$* les
polyénes et les azolés agissent sur Ilergostérol lalemembrane fongigué, les
fluoropyrimidines interférent avec la synthése ‘@®N et '’ARN des champignor?§ et les
échinocandines interviennent au niveau de la gangjique’ (Figure 572428

Echinocandines Azolés

Polyénes

Flucytosine

J.‘.;\‘Q%O S

O

Paroi eeRaaco: Memb.rane
plasmique
Glucane

synthase 6p Ergostérols

Figure 5 : Cibles principales des antifongiqéts
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1. Les polyénes
1.1. Historique

Les polyenes sont des macrolides. Plus de 200 molécules appartenant a la classe
chimique des polyénes ont une activité antifongidhiependant, seules trois molécules ont
une toxicité suffisamment limitée pour permettner latilisation en clinique : I'amphotéricine
B, la nystatine et la natamycife.

Les polyenes ont été extraits de culture de Streptomycesa partir des années 1950. La
nystatine a été extraite en 1950 a partir S. noursepar Hazen et Brow#:*! En 1959, Dutcher
et ses collaborateurs isolent 'amphotéricine Bydpite par une culture d8. nodosus
bactérie prélevée dans un échantillon de sol deviare Orinoco au Vénézuefd.La
natamycine est quant a elle produite par la bacgmatalensis?

On sait aujourd’hui que la synthese des polyenes Ipa bactéries du genre
Streptomycese fait par l'intermédiaire d'un cluster de gemektivement bien conservés
entre les différentes espéces de ce génre.

1.2. Structure

La structure des polyenes est constituée d’'un ayeerolactone de 20 a 40 atomes de
carbone sur lequel est branché un groupement dsayuioe (Figure 63

Amphotéricine B Nystatine

Natamycine

Figure 6 : Structure chimique des trois antifongiques polgéas majeurs

L'amphotéricine B est une molécule amphiphile guwmerend une chaine
polyhydroxylée hydrophile, associée a une chaimgepe lipophile.

12
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1.3. Mode d’action et résistance aux polyénes

Les polyénes ont pour cible I'ergostérol, le pnoati composant de la membrane
plasmique des champignons. Leur caractere ampHhetarpermet de s’associer a la bicouche
lipidique de la membrane fongique, en formant degeq La formation des pores provoque la
déstabilisation de la membrane plasmique tandisl@wanal permet la fuite de composants
intracellulaires, et notamment d’ions’,Ka l'origine de la lyse cellulairé:?> Deux autres
modeéles d’action de I'amphotéricine B ont été ps#soplus récemment (Figure’?).

A B C
(o] +) (v}
o (4] o
lon channel model Surface adsorption model Sterol sponge model

Amphotéricine B ' Ergostérol

A. Modéle classique des canaux ioniques pour latstreiet la fonction de I'amphotéricine B ;

B. Modele d’adsorption de surface ;

C. Un nouveau modéle d’éponge de stérol, dans ldguephotéricine B existe principalement sous laxferde
grands agrégats extramembraneux qui extraientdtégol des bicouches lipidiques.

Figure 7 : Modeles possibles d’action de I'amphotériciré B

La résistance aux polyenes reste un événementvestent rare chez les isolats
cliniques de champignons pathogenes. En effetdg®pes n’ont pas besoin d’agir au niveau
intracellulaire pour exercer leur activité lytiquauisqu’ils s’intégrent a la membrane
plasmique par sa face externe, ou alors resterguament en contact avec cette face
externe?® lls échappent ainsi & une éventuelle métabolisaiar les enzymes intracellulaires
ainsi qu'aux systemes d’efflux. Ainsi, la seule gibdité pour la cellule fongique de résister a
I'action des polyénes est de modifier leur citfle.

1.4. Pharmacologie

Les polyenes possedent une affinité non négligeadle le cholestérol, I'équivalent
chez I'homme de I'ergostérol fongique, ce qui leanfere une forte toxicité, a 'origine de
multiples effets secondairés.Seule 'amphotéricine B est utilisée par voie éystjue en
raison de sa moindre toxicité, la nystatine et ddamycine n’étant utilisées que par voie
locale ou orale. Par contre, 'amphotéricine B &taés peu hydrosoluble et donc tres peu
absorbée au niveau de la muqueuse gastro-intestisah action systémique nécessite une

13



Introduction générale

administration intraveineude qui s’accompagne d’effets indésirables parfois drtgmts,
surtout au niveau du foie et des reins. L'utilisatide formulations récentes, telles que les
complexes lipidiqgues d’amphotéricine B ou I'amphiziée B liposomale, permet de limiter
ces effets secondairds.

2. Les dérivés pyrimidiques
2.1. Historique

L’'un des agents antifongiques les plus anciensae#ticytosine (5-fluorocitosine, 5-
FC), un analogue fluoré de la cytosine. Elle asgtéhétisée pour la premiere fois en 1957 par
Duchinsky et ses collaborateurs, a des fins antitales®® Ce n’est qu’en 1963 que I'équipe
de Grunberg découvre son potentiel antifongiquedegrmodeles murins de candidose et de
cryptococcosé? et en 1968, la 5-FC est utilisée avec succeés Bhemme pour traiter une
candidose systémique et une méningite a cryptoctique

2.2. Structure

Les fluoropyrimidines sont des molécules de symhesalogues structuraux d’un
nucléotide entrant dans la composition des acideiigues, la cytosine (Figure 8).

H H H
N__O N__O N__O
Y Y g
Z Y F
NH, NH, o}

A B C

Figure 8 : Structure chimique de la cytosine (A), de la ®fhcytosine (B) et du 5-fluorouracile (C)
2.3. Mode d’action et résistance a la 5-FC

La 5-FC n’a pas d’activité antifongique intrinségqo&st sa conversion en 5-FU par
les cellules fongiques qui lui conféere son pouvomgistatique. En effet, la 5-FC pénétre
rapidement a lintérieur des cellules fongiques pmBes transporteurs plus ou moins
spécifiques, tels que la cytosine perméase ourdasporteurs des pyrimidines, puis elle est
métabolisée en 5-FU par la cytosine désamiffase 5-FU est ensuite converti en 5-
fluorouracile monophosphate par l'uridine phospbasil-transférase (UPRT). A partir de
cette étape, deux voies distinctes permettent di#@b@u blocage de la multiplication
cellulaire. Le 5-fluorouracile monophosphate peute éconverti en 5-fluorouracile
triphosphate qui s’incorpore dans les ARN a la@lde I'uracile triphosphate et bloque ainsi
la synthése protéique. Le 5-fluorouracile monophasp peut également étre converti par
'UPRT en 5-fluorodésoxyuridine monophosphate, cosgqui va inhiber la thymidylate
synthétase, une enzyme clé de la biosynthése deN|,Aet bloque ainsi la multiplication
cellulaire (Figure 9§2432°

14
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UDP
UMP Kinase
Cytosine || Cytosine Kinase 4 UDP ——>UTP —>~
permease || deaminase UPRT : /
Cytosine—'-»Cytosine-»Uracil—» (FUDF) >(FUTP) == 1 |nhibition
»nucleic acid
(5-FC) (5-FC) —>»(5-FU) > synthesis
(FAUMP) > -
Cell
membrane

Figure 9 : Métabolisation intracellulaire de la 5-fluorocyitwes (en rouge) et de la cytosine (en rfdir)

La résistance a la 5-FC peut étre intrinséque, meleoncerne que 1 a 2% des isolats
de Candida ou acquise, par sélection de mutants résistamés @&xposition a I'antifongique,
et cette derniere voie est tres rapide. En raisola domplexité du mode d’action de la 5-FC,
de nombreux événements peuvent expliquer la résista cet antifongique. Ils peuvent étre
regroupés en deux catégorfés.

- la résistance peut survenir par mutation d’'unegeadant une enzyme impliquée
dans le métabolisme de la 5-FC. Ainsi, le mécanisenelus fréquent a l'origine de la
résistance acquise a la 5-FC est une mutatioregérie FUR1, codant TUPRT.

- la résistance a la 5-FC peut également résulberednduction du métabolisme des
pyrimidines, qui entrent alors en compétition akaatifongique. Ce mécanisme de résistance
se traduit notamment par une surexpression du @eD€21, codant la thymidylate
synthétase.

Le probleme de résistance, associé a l'utilisatienia 5-FC en monothérapie, a été
mis en évidence dans plusieurs étues.

2.4. Pharmacologie

La 5-FC possede un spectre d’activité étendu. &bénsi démontré son efficacité sur
les genresCandida et Cryptococcus mais également chez les démati&salophora et
Cladosporiumainsi que chez les filamenteux appartenant avegespergillus*

Du fait d’'une apparition rapide de résistance &FC, celle-ci est rarement utilisée en

monothérapié’*® mais plutdt en association avec un autre antifpngil’amphotéricine B!
ou des antifongiques azol&s.
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3. Les dérivés azolés
3.1. Historique

Les dérivés azolés sont les antifongiques lesgtiudiés et utilisés depuis 70 &hse
premier antifongique azolé, le benzimidazole, as§téhétisé par Woolley en 1944, mais ce
n'est qu’en 1958 que la communauté scientifique roence a s’intéresser aux azolés pour
leurs propriétés antifongiques, avec le chlormite®bVers la fin des années 1960, le
clotrimazole, I'éconazole et le miconazole, traisidazolés, sont mis sur le marciéEn
1981, la Food and Drug Administration (FDA) appreuwun nouvel imidazolé, le
kétoconazole, développé par Heeres et ses coll@ioos || sera pendant prés de 10 ans le
seul antifongique disponible pour traiter les iti@ts fongiques systémiques. En 1990, le
fluconazole, premier triazolé, est utilisé poumptamiére fois en cliniqu& Dans le but de
trouver une molécule ayant un spectre plus étengule fluconazole, I'itraconazole est mis
au point et approuvé par la FDA en 199Repuis le début des années 2000, trois composés
triazolés dits de « seconde génération » ont éw sui le marché : le voriconazole, le
posaconazole, respectivement approuvés par la FD2082 et en 200%.Un autre triazolé,
I'isavuconazole a été approuvé par la FDA en 20a6r ge traitement des aspergilloses
invasives et des mucormycosés.

3.2. Structure

Les molécules de la famille des azolés sont degculds synthétiques. Ces composés
sont répartis en deux groupes : les imidazolésteoamt deux atomes d’azote dans le cycle
azolé, et les triazolés, contenant trois atomesotkéa(Figure 105/
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Figure 10 : Structure chimique des principaux antifongiquesiés
3.3. Mécanisme d’action
Chez les champignons, I'ergostérol est le stérgoritaire de la membrane plasmique,
il remplace le cholestérol présent chez ’hommg@uk un réle dans le maintien de lintégrité

et de la fluidité membranaire. La synthése de tstérol nécessite un apport en oxygene et se
déroule en une vingtaine d’étapes, a partir dedifdecoenzyme A (Figure 11).
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Figure 11 : Biosynthese de I'ergostérol ch€z albicang’+°8

Le mode d'action des azolés consiste en [linhihitide la biosynthése de
I'ergostérol?® via linhibition spécifique de la lanostérol d4léméthylase (aussi appelée
Ergllp et Cyp51p), une enzyme a cytochrome P45@ecqdr le gén&RG11506! Cette
enzyme intervient dans la cascade qui convertitriestérol en ergostéréd L'inhibition de la
1l4o0-démeéthylase par les azolés entraine I'accumulai®ri4i-méthylstérols dont le 14
méthylergosta-8,24(28)-dierg®o-diol qui est toxique. L’accumulation de d4néthylstérols
désorganise, dans la membrane du champignon, tageant des chaines acyle des
phospholipides et géne ainsi les fonctions desesyss enzymatiques liés a la membrane
comme I'ATPase et les enzymes responsables dddrad&lectrons (Figure 1256465
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Figure 12 : Mécanisme d’action des azdids

3.4. Résistance aux azolés

La résistance aux azolés chez les espece€atalida est devenue un probleme
mondial depuis l'introduction puis l'utilisation géralisée des triazoles au début des années
1990. Le nombre d’especes @andidarésistantes aux azoles et multirésistantes, tglle€.
glabrataou, récemment. auris augmentent & une fréquence alarméhte.

Plusieurs mécanismes sont a l'origine de la résistaux azolés chezandida®’ Ils
peuvent se dérouler séparément mais ils sont sbagsaciés®

Le premier mécanisme de résistance aux azolésdguo®lune surproduction de la
lanostérol 14-déméthylase, due a la surexpression ou mutatiaqedaERG11% Dans cette
situation, les azolés ne sont plus en quantitéissuffe pour inhiber la conversion du
lanostérol en ldstérols déméthylés (Figure 13, R).

Le deuxiéme mécanisme associé a la résistance zlésaest la surexpression des
génesCDR de la super famille ATP-binding cassette et desegMDR’%%3 qui codent pour
les pompes a efflux che2andida L’induction de pompes MDR (multidrug resistance)
traduit par une réduction des concentrations deigagwnt au niveau de I'enzyme cible, la
lanostérol 14-déméthylase (Figure 13, B).

Le troisieme mécanisme de résistance aux azolésspond a des mutations du gene

ERG3qui empéchent la formation du d4néthyl-3,6-diol (stérol toxique) a partir du dt4
méthylfécostérol (Figure 13, 3.
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Figure 13 : Mécanismes de résistance aux azolés Chesbican§®

3.5. Pharmacologie

Le premier groupe azolé a avoir été mis sur le h@&rsont le clotrimazole,
I'éconazole, le bifonazole et le miconazole. Cependleur utilisation se limite a un usage
externe en raison de leur forte toxicité lors d’adeninistration orale.

Le fluconazole est trés hydrosoluble et donc fawdlet administré par voie
intraveineuse, son absorption aprés administratiale est quasi totale et il diffuse largement
dans tout I'organisme, y compris dans le liquidphedo-rachidieri>’* Il est indiqué pour le
traitement des candidoses superficielles (oroplggs, oesophagiennes ou vaginales), des

candidoses disséminées, des méningites a cryptespgles coccidioidomycoses et des
candidoses mucocutanées.

Cependant, son utilisation systématique aussi digtme curatif que prophylactique a
joué en sa défaveur; en effet on observe l'augatiemt des cas de résistance aux
antifongiqgues azolés ainsi qu’'un changement decitience des différentes especes
rencontrées en mycologie médicale.

L’itraconazole a un spectre est élargi aux chanmpigrfilamenteux. En raison de son
caractére liposoluble, l'itraconazole possede ux&ité plus forte que le fluconazole ainsi
gue des propriétés pharmacocinétiques moins irsEness. Il est indiqué pour le traitement
des onychomycoses et des infections fongiques ficiptles ainsi que dans certains cas
d’aspergilloses systémiqués.

Le voriconazole, le posaconazole, le ravuconadadayvuconazole et I'albaconazole
possedent un spectre d'activité plus étendu qtradbnazole, puisqu’ils sont actifs sur les
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genres Candidg Aspergillus Fusarium Penicillium Scedosporium Acremonium et
Trichosporon les champignons dimorphiques, les dermatophytesuet Cryptococcus
neoformang®3

Les triazolés font partie des agents les plusséslien clinique pour le traitement des
infections fongiques invasivés’®

4. Les échinocandines
4.1. Historique

Depuis ces 18 dernieres années, les échinocantipessentent la seule nouvelle
classe d'antifongiques mise a disposition des @eats pour lutter contre les infections
fongiques invasive$ A I'heure actuelle, trois échinocandines sont appées aux Etats-
Unis par la FDA et par 'EMEA : la caspofungine 2001 par la FDA et en 2002 par
I'EMEA, la micafungine en 2005 et enfin I'anidulafgine en 2006°

4.2. Structure

Les échinocandines sont des lipopeptides amphgpbk#enisynthétiques, comprenant
un noyau hexapeptide cyclique et une chaine latéipatiique (Figure 143%81
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Figure 14 : Structure chimique des trois échinocandines detueint utilisées en clinique

Anidulafungine
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4.3. Mode d’action

Les échinocandines ciblent la paroi fongique. Cettgniére est constituée de
composants qui n‘ont pas d’équivalents chez 'Honanheon intégrité est indispensable a la
survie du micro-organisme. Elle joue un rdle detgmtion physique vis-a-vis des cellules
immunitaires ou des autres micro-organismes, alleégalement responsable du maintien de
'osmolarité, de la forme et de la taille de lalalel fongique. Enfin elle est aussi le siege de
nombreuses réactions enzymatiques et a un rdle riamgodans la communication
intercellulaire®?

La paroi est composée d'une couche interne, cagstipar un enchevétrement de
polysaccharides, les3(1-3)-glucanes et la chitine, dans lequel sont rée® des
mannoprotéines, et d’une couche externe de mantéapes®® La B(1,3)-glucane est
responsable du maintien de l'intégrité et de lalii§ de la paroi fongique (Figure 15).

Echinocandines
Cible : paroi cellulaire

B (116)'

glucane\

Paroi
cellullaire

Bicouche phospholipidique e,
de la membrane cellullaire o

B (1,3)-glucane synthase Ergostérol

Figure 15 : Structure de la paroi cellulaire du champig‘ﬁ‘on

Les échinocandines inhibent de maniere non comyetiaction de la(1,3)-glucane
synthasé®8% La B(1-3)-glucane synthétase est composée d’'une satésamivatrice et d’'une
sous-unité catalytique, codée par les géfi€S8’ Chez la plupart des champignons, deux
géenesFKSsont présentd$;KS1serait exprimé lors de la phase végétative dessaoce tandis
que FKS2 serait exprimé lors de la sporulation. Le blocdgelap(1-3)-glucane synthétase
entraine une fragilisation de la paroi qui se titaduar une fuite des composants
intracellulaires, aboutissant a la lyse de la ¢eflangique®*

4.4. Mécanismes de résistance
Le phénomene de résistance aux échinocandinesrest plus de 97% des isolats
cliniues du genr&€andidasont sensibles aux échinocandines. Le principalamséme de

résistance d€andida sppaux échinocandines est l'altération de I'enzymiseci lap-1,3-
glucane synthase (Figure 16).
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Figure 16: Mode d’action des échinocandines et mécanismésistancy®

Deux types d’altération sont observées : soiennugstions ponctuelles sur les genes
FKS1ouFKS2soit une surexpression de la glucane syntfrase.

L'étude de Pfalleet al a mis en évidence I'existence de résistance ézoentre les
trois échinocandines.

4.5. Pharmacologie

En raison de leur haut poids moléculaire, ces nuddcsont tres peu absorbées par
voie orale et sont uniquement utilisées par voimugineuse. Ces molécules présentent une
faible toxicité (tres peu d’effets secondaires,rdawplupart mineurs, ayant été rapportes), une
vitesse d’élimination tres lente qui permet de fe'etiuer qu’'une administration par jour, ainsi
qu’une faible interaction avec d’autres médicaméhts

L’autre point d’'intérét des échinocandines est Ispectre d’activité. En effet, les
échinocandines ont des effets fongicides sur leseg&Candida et Aspergillus®® D’autres
especes semblent sont sensibles aux échinocandipas, exemple Scedosporium
apiospermumScedosporium prolificanst Cladophialophora bantian&’

5. Nouveaux antifongiques en cours de développement

Les cliniciens sont actuellement confrontés a plus défis émergents dans la
résistance aux antifongiques. En effet on obseones susceptibilités réduites voire
I'apparition de résistance franche aux antifonggquilisés en clinique suite a une exposition
clinique ou environnementale a ces agents.

Plusieurs antifongiques expérimentaux font actuedlet I'objet d’'une évaluation
préclinique et clinique. lls peuvent étre divisésdeux classes®:

- des composeés similaires aux classes antifongigqliagquement disponibles en
termes de mécanismes d’action, mais qui offrentad@stages du point de vue de la toxicité
ou de la biodisponibilité.
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- des composés avec des mécanismes d’action nougeati également en cours de
développement.

Quelgues exemples sont détaillés dans les paraggaph suivent :
5.1. Inhibiteurs spécifiques du Cyp51 fongique : VI1129, VT-1161, et VT-1598

L’'une des limites de la classe des antifongiquedéazréside dans les interactions
médicamenteuses cliniguement significatives qupmmluisent avec les membres de cette
classe. En effet les azolés, de par leurs mécanisiaetion, sont des inhibiteurs de certains
isoformes des cytochromes hépatiques humains manm@e le cytochrome P450 (CYP450
responsable, notamment métabolisme de nombreugsantédicaments. Le développement
d’inhibiteurs spécifiqgues du Cyp51 fongique estaane priorité.

Viamet Pharmaceuticals a remplacé le groupe teamwdtal-binding par un tétrazole
modifié sur la partie reconnue par les acides asnimhé site de liaison au substrat. Ces
modifications ont abouti a des composés avec uhiiiion plus spécifique du Cyp51
fongique.

Les résultats précliniques de trois composés antagiportés dans la littérature VT-
112992 VT-1161% et VT-1598* (Figure 17). Le VT-1161 est actuellement en essais
cliniques de phase II.
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VT-1161

VT-1598

Figure 17 : Composés VT-1129, VT-1161, et VT-1598
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5.2. Nouveaux inhibiteurs de la glucane synthaseCD101 et SCY-078

Les échinocandines doivent étre administrées p@ wiraveineuse sur une base
quotidienne, de sorte qu’une utilisation prolongde tant que traitement peut poser des
problemes. Le compogeD101 (Figure 18) est une échinocandine expérimentaleoars de
développement qui a été structurellement modif@a gonférer une longue demie-vie (> 80
h), afin de permettre une administration intravese moins fréquente (une fois par
semainey?

Des étudesn vitro ont rapporté une activité tres intéressante col#@seespeces
Candida(notammentC. aurig et Aspergillus®® confirmée par une efficaciié vivo dans les
modeéles murins de candidose invasiV€ette molécule était en Phase |l d’essais clirdcgre
septembre 201%.

Un autre inhibiteur de la glucane synthase actoelle mis au point pour
I'administration orale et intraveineuse est le cosgsCY-0780ou enfumafungin (Figure 18).
L’originalité du SCU-078 vient de sa structure §lagit d'un triterpéne) et de son
administration par voie orale. Le comp@&@€Y-078démontre une activité vitro importante
contre diverses especes @andida y compris certains isolats avec des mutationsices
dans les gendsKS1et FKS2 ainsi que des isolats résistants au fluconazolle® isolats de
C.auris%%° Cette molécule était en Phase Il d’essais clirigreseptembre 2047 .

SCY-078

CD101

Figure 18 : Composé€£D101etSCY-078

5.3. Nouvel inhibiteur de la biosynthése de la pymidine fongique : F901318

Le composéF901318 (Figure 19) inhibe I'enzyme oxydoréductase dihydobate
déshydrogénase, qui est importante pour la biosgetlue la pyrimidine. Des préparations
orales et intraveineuses sont en cours de développd® et des essais cliniques de phase I
sont en courg!
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Figure 19 : Composé&-901318

5.4. Inhibiteur de la biosynthese du glycosylphosgttidylinositol fongique : APX001

Le composéAPX001 (Figure 20) inhibe linositol acyltransférase, eupant la
maturation des protéines ancrées au GPI (glycosgfitatidylinositol) de se fixer a la paroi
cellulaire. Une activitén vitro importante a été rapportée pour le compd®B&EO001 contre un
large spectre de champignons : différents espée&€addida d’Aspergillus de Fusariumet
de ScedosporiumDe plus l'efficacitéin vivo a été montréalans des modeles animaux
d’'infections fongiques invasives diverses (candidosinvasives, aspergilloses et
fusarioses§?®%Ce composé était en essai clinique de Phaseskgiembre 201%.

7 \\_7 | o)
NH, N

Figure 20 : ComposéAPX001

Ainsi plusieurs nouveaux antifongiques sont actuedéint en cours de développement
permettant d’espérer pouvoir surmonter la résigtanx antifongiques classiques et d’éviter
les effets indésirables et les interactions médedauses associées aux agents actuellement
disponibles. Les travaux menés dans les prochaameges nous diront si ces agents
parviendront a atteindre ces objectifs.
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lll. Les proteines kinases C

Les protéines kinases C (PKC) sont des sérinefiiméokinases capables de
phosphoryler d’autres protéines sur les fonctidosats1%? Elle sont considérées comme des
médiateurs classiques de nombreux agonistes ttextracellulaire’$® et jouent un role dans
la cascade des MAP¥? Elles sont impliquées dans différentes fonctiongsjplogiques de
la cellule comme les phénomenes d’'apoptose, lafitia des plaquettes, la conformation de
I'actine dans la cytosquelette, la modulation @etivité des canaux ioniques, la sécrétion et
la prolifération cellulairé®

Les membres de la famille des PKCs sont présems lgls eucaryotes, de la levure a
I'hnommel% L’enzyme a été nommée d’aprés les premiéres ismehumaines décrites, qui
sont activeées par interaction avec les lipideg®idns calcium, d’ou le "C" (conventionnel ou
cPKCs)!Y” Plus tard, d’autres isoformes de PKC de mammifergsété identifiées, dont
certaines ne sont pas activées par le calcium (i3PKG les lipides (aPKCs). Il existe au
moins dix isoformes de PKC chez les mammiféresalae dans le regne fongique seulement
une ou deux isoformes ont été décrites (Figure 21).
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¢PKC (a, ﬂl, BII, Y) m S/T Kinase
Ca?", DAG, PS ' ' ! nase T
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DAG, PS s o~
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aPKC (§ VA) BT ™ | S/Tkinase [1]
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ps  [ATel ez [ STkinase ")

NFD

Figure 21 : Différents domaines des isozymes PKC humains egidmewS
1. Structures et fonctions des domaines PKC humains

Neuf génes codent pour des isozymes PKC chez I'Henlinexiste 10 isoformes de
PKC qui peuvent étre réparties en 3 groupes entitonale leurs cofacteurs et de leurs
structures : classique ou conventionnelle (cPKG)velle (nPKC) et atypique (aPKE&R

- Les PKC classiquesc, BI, Bll, y qui sont activées par le diacylglycérol (DAG), la
phosphatidylsérine (PS) et€a

- Les PKC nouvellesad, ¢, 1, 6 qui sont activées par le DAG et la phosphatidyteer
mais qui ne sont pas calcium-dépendantes,

- Les PKC atypiques &, VA, qui ont pour cofacteurs des céramides et le
phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3).
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Ces isoformes sont différenciées par leur exprassssulaire, leur localisation et les
facteurs capables de les activer (Tableau 1). il &egemarquer que les mécanismes
d’activation semblent similaires pour I'ensembles deoenzymes malgré des activateurs
différents.

Tableau 1 :Isoformes de la PKC dans les tissus humdfhs

Groupe Sous type Activateur Localisation
o C&*, DAG, PS Ubiquitaire
CPKC Bl Ce&*, DAG, PS Quelques tissus
Bl Ca?*, DAG, PS Nombreux tissu
Y C&*, DAG, PS Cerveau
) DAG, PS Ubiquitaire
APKC € DAG, PS Cerveau et autre
n DAG, PS Peau, poumons, coeur
o PS Muscles, cellules T
PIP3 Ubiquitaire
aPKC jk PIP3 Quequues tissus

2. Structures et fonctions des domaines PKC fongigs

Contrairement aux mammiferes, qui possedent au s@igenes codant la PKC, les
champignons n’en ont qu'uf® Les PKC fongiques semblent étre étroitement appées au
sous-type nPKC humain, puisqu’une délétiorpkel chezS. cerevisiageut étre palliée par
la présence de PKOmais pas par des membres des sous-types cPKOK@LI*4P

De plus, la structure des PKC fongiques ressemidella des nPKC, avec I'addition
d’'une extension N-terminale portant deux domain&l HEtant donné I'absence de résidus
d’acides aminés clés dans leurs domaines C2, |&fBkgiques ne sont pas activées pat* Ca
et, en dépit de la présence de deux domaines Ie&,red sont pas non plus activées par DAG
ou par les esters de phorBHl.Cependant, il a été montré récemment que la P sei
domaine C1 et favorise son interaction avec Rhog,GTPasé!!

ChezC. albicans la protéine kinase C, est I'une des protéinediguges dans les voies
MAPK, (Figure 22). Elle est décrite comme un rétpua de I'intégrité de la paroi cellulaire
durant la croissance, la morphogenése et la répnnséress pariétat?!31“Elle joue aussi
un réle dans la formation des biofilrhs.
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Figure 22 : La voie de signalisation des MAPK chézalbicans!®

La Fayetteet al''” ont montré un nouveau réle pour PKC dans les niguas de
tolérance aux antifongiques. En effet, une défm@epharmacologique ou génétique de Pkcl
entraine une restauration de la sensibilité aukéazd’activation de la voie de signalisation
MAPK dépendante de Pkcl est représentée sur leefRfil

De plus, des résultats antérieurs obtenus en ladd@ant montré que des inhibiteurs
de la protéine PKC (de la famille des bisindolylémalides) rétablissaient la sensibilité au
fluconazole de souches résistantes, non mutéelsyeaudu gen&RG11
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Figure 23 : Activation de la voie de signalisation impliquai€® suite a un stress a la surface des ceftfifes

Dans ce contexte, le ciblage de la voie de trangdudu signal médiée par PKC
représente une nouvelle stratégie intéressantelptiérapie antifongiqut?®
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I\VV. Cercosporamide

Le (-)-cercosporamide est un produit naturel isolé Adine en 1991 par extraction a
partir du champignon phytopathogé@ercosporidium henningsit® Ce composé est de
structure de type dibenznflffurane de nomenclature suivante : §98-acétyl-9,9a-dihydro-
1,3,7-trihyroxy-9a-méthyl-9-oxodibenznfl|furane-4-carboxamide.

Il possede donc une partie benzénique avec 2 tudr#s hydroxy en C-1 et C-3 et un
carboxamide en C-4. Le carbone asymétrique en @®aonfiguration absolu§ porte un
méthyle et la molécule est Iévogyre. Son énantienien’a pas encore été isolé et n'est pas
décrit dans la littérature. Enfin sur la partie remomatique, il posséde un oxo en C-9, un
acétyle en C-8 et un hydroxy de type énolique eéh Cet énol est conjugué avec la cétone en
C-9 pouvant entrainer un équilibre céto-énoliquésrtes données spectrales de la littérature
confirment la forme indiquée dans la figure 24.

Enfin, ce composé est apparenté a I'acide usniqueétabolite secondaire extrait de
lichens, qui existe sous 2 formes énantiomérigqaes ¢th nature et en mélange racémitgtie.

(—)-cercosporamide acide usnique

Figure 24 : Structure du (—)-cercosporamide et de I'acide usniq

Le cercosporamide a été identifié comme un agetifoagique a large spectre
présentant une CMh vitro allant de 8ug/mL*?°a 10pg/mL? contre différentes souches de
C. albicans

C. henningsiiest un agent pathogene important du marien{hot esculenfa Parmi
les souches d€. henningsiiétudiées, Sugawaet all!® se sont intéressés a deux souches,
une souche d’origine africaine et une souche dieeighailandaise. Celles-ci ont été mises en
culture agitée pendant 3 semaines a 23 °C sur lieuntiontenant un extrait de feuilles de
manioc. Les chercheurs ont montré que les deuxhssuproduisaient des phytotoxines
différentes, la citrinine pour la souche thailasdagt le cercosporamide pour la souche
africaine (Figure 25).

CHs CHg
o A _sCHs
e
HOO
OH

Figure 25 : Structure de la citrinine

L’amide de l'acide usnique, une phytotoxine appsrera I'acide(-)-usnique et au
(-)-cercosporamide, a également été isolé a partilagdent pathogene fongique du manioc,
C. henningsii L'amide de l'acide usnique présente également activité antifongique
modérée et une inhibition de la protéine kinasei@dine (Cdo= 0,8 uM) (Figure 263%°
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Figure 26 : Structure de I'amide d’acide usnique

Hoffmanet al'?2 ont isolé I'acide usnique et deux de ses dérieésercosporamide et
la phomodione, a partir d’'un milieu de culture @spece endophytéhoma

Figure 27 : Structure de la phomodione

En 2004, Sussmanet all?* ont montré que le cercosporamide était un puissant
inhibiteur ATP-compétitif de la kinase fongique @ealbicans(CaPkcl), avec une gdde 44
nM. La voie de signalisation de lintégrité de larp cellulaire médiée par Pkcl est
essentielle pour la croissance fongique. Ainsictiaté antifongiqgue du cercosporamide
pourrait étre attribuée a I'inhibition de la kinaBkcl1, constituant ainsi une piste a explorer
dans la conception de composés aux propriétéoagtifues potentielles.

Le cercosporamide inhibe aussi les RK& PK® humains (Go= 1 uM et 0,3uM,
respectivement§! ce qui s’explique par 'hnomologie élevée entredenaine catalytique de la
Pkcl fongique et les PKC de mammiféres. Il a ém@atéré plus tard qu’il inhibe d’autres
kinases humaines, y compris Mnk1/2, Jak3, GBKE.K4 et PIM1, dans des gammes allant
du nanomolaire au micromolait&24
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OBJECTIFS DE RECHERCHE
|. Description des objectifs

Le projet de recherche, a l'interface de la chieti@le la biologie, vise a développer
des composés hétérocycliques, inhibiteurs spéefigle Pkcl d€. albicans puis a évaluer
leur potentiel antifongique intrinseque ou leurgrété de contournement de la résistance aux
azolés, c'est-a-dire leur aptitude a restaurerelssibilité aux azolés de souches résistantes
lors d’une co-administration avec le fluconazoleut propriété d’'inhibition de biofilm sera
aussi évaluée.

La stratégie consistant a mimer un produit natyelir la conception d'agents
antifongiques pour lutter contre la résistance iqgug a été tres récemment validée par la
découverte de xanthones dérivées deriangosting?>12¢

A notre connaissance, aucun composé hétérocycligdsentant une activité
antifongique associée a I'inhibition @aPkcl n’'a été décrit dans la littérature, a I'exuept
du cercosporamid®! En conséquence, le cercosporamide constitue unélmadiétude
pertinent pour la conception de nouvelles moléchlekgiquement actives dans le domaine
des antifongiques.

Dans un contexte ou la synthése totale du cercaspde n’est pas décrite dans la
littérature, il est envisagé de synthétiser deslogonas hétérocycliques simplifies en
s'affranchissant de I'asymétrie. Le but est d’obtene voie d’accés plus aisée aux cCOmposes
d’intérét, d’améliorer 'activité biologique et dealider les pharmacophores présents sur la
molécule de référence.

ll. Outils informatiques (Modélisation moléculaire)

La connaissance d'une structure 3D de PKClalbicans(CaPkcl) permettrait de
modéliser les interactions du cercosporamide dansite ATP de I'enzyme (docking),
déterminer un pharmacophore, et proposer les pltammadulations idéales en vue
d’améliorer les profils affinité / sélectivite.

1. Construction d'un modéleCaPkc1

En I'absence d’'une cristallographie de cette enzymemodeéle 3D a été réalisé sur le
site de la SWISS-MODEL (https://swissmodel.expagy)opar homologie comparative, a
partir de la séquence primaire du domaine kinas€akkcl (code UniProtkKB : P43057,
positions 748-1097) et de la structure 3D connukla d&K Il humaine en complexe avec un
inhibiteur ATP-compétitif de type bis-indolylmaléide (code PDB : 2I0E.pdb, résolution =
2,6 A). Le choix de cette structure de référenaestsimposé suite & une recherche par
similarité (Blast) dans la base de données PDB (4lfélentité au niveau des séquences
primaires en acides aminés) mais également paaitlgde le cercosporamide possédait une
Clso expérimentale de 0,349 puM sur PKE?
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Figure 28 : Alignement « pairwise » de la séquence primair€alekcl (domaine kinase)
avec celle de la PKE(210E.pdb)

L’alignement des deux séquences (Figure 28) comestié point de départ d’'une
construction automatisée du modéle (assignation de®rdonnées des régions
structurellement conservées, reconstruction detieparon conservées (chaines latérales)), a
l'issue de laquelle une minimisation énergétiqueetiectuée par la méthode Powell dans le
but d’obtenir une conformation stable (méthodeagnt conjugué, champ de force : Tripos,
charges partielles atomiques: Gasteiger-Hickelnstemte diélectrique : 4, gradient
énergétique : 0,1 kcal.mbA™). Les paramétres géométriques (anglgs et |,
Ramachandrgn ainsi que le repliement 3D ont été évalués respmuent par les
programmes Procheck et Verify3D (http://servicesn.utla.edu) et permettent finalement de
valider le modele (Figures 29 et 30).
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Plot statistics
Residues in most favoured regions [A B.L] 244 82 4%
Residues in additional allowed regions [a,b,1p] 49 16.6%
Residues in generously allowed regions [~a,~b.~1.~p] 1 0.3%
Residues in disallowed regions 2 0.7%
Number of non-glycine and non-proline residues 296 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 4
Number of glycine residues (shown as triangles) 17
Number of proline residues 13
Total number of residues 330

Figure 29 : Diagramme de Ramachandran du mo@=Bkc1
(99% des acides aminés sont situés a l'intériesizdaes les plus favorables)
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81.71% of the residues have
averaged 3D-1D score >= 0.2
Pass

At least 80% of the amino acids have scored >= 0.2 in the 3D/1D profile.
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Figure 30 : Graphique obtenu par Verify3D pour le modéPkcl

2. Modélisation des interactions cercosporamide / odeleCaPkcl

Le docking du cercosporamide (logiciel Gold) daassite ATP du model€aPkcl
montre plusieurs possibilités d’ancrage. Parmiesetli, une 9° hypothése (Figure 31,
solution 1) consisterait en la principale implication du bamide par liaisons-H
fondamentales avec les acides aminés Glul04 e@6dlee la région de fixation du noyau
adénine de I'ATP « hinge region ». Cette solutierag alors conforme a celle obtenue par
une équipe australienne sur les kinases Mnk1/2igugés en cancérologié

Hélice aC

Met103
« gatekeeper »

Glul0o4

« Hinge region »

lle106

Poche du site ATP

Figure 31 : Hypothése de docking d&)¢cercosporamide dans le site ATP du mod@&Ekcl (solutionl)
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Une Z™hypothése envisage une toute autre conformatiomgt@urnement de 180°
de la molécule (Figure 32, soluti@h Dans ce cas précis, le groupe acétyle effednerage
fondamental par liaison-H avec le NH de [I'llel06in(fe region) alors que dautres
interactions par liaisons-H s’établissent d’unet patre le benzamide et les Asp166/Asn153,
et d’autre part entre le phénol (position 7) etspA52. En particulier, ce dernier acide aminé
(analogue Asp470 sur PKB) est particulierement intéressant puisque caresdans la zone
de reconnaissance du substrat chez tous les spes-tfPKC?’ Sur la structure
cristallographique de référence (PBIChumaine, 210E.pdb), cet Asp470 effectuait déjee u
interaction ionigue avec la chaine diméthylpropyiteerdu bis-indolylmaléimide (Figures 33),
ce qui pourrait moduler la sélectivité.

Hélice aC

Met103
« gatekeeper »

Glul04

« Hinge region »

lle106

Figure 32 : Hypothése de docking d§)¢cercosporamide dans le site ATP du modzEkcl (solutior?)
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Glu421

210E.pdb

« Hinge region »

Val423

Aspd70

Figure 33 : Interaction du bis-indolylmaléimide dans le sit€FAde la PK@II (2I0E.pdb)

3. Séries chimiques envisagées

Selon la $*hypothése de docking, le cercosporamide s’eséae@onnaitre le site de
liasison a I'ATP dans le modeleaPkcl par l'intermédiaire de plusieurs liaisons loggme
apportées le 4-CONHde la partie phényle et aussi par les groupem&i@$i sur Mnk2
humaine d’aprés les travaux de Hefual 1?4

D’autre part, les données de la littérature indiqugue les propriétés biologiques
associées au cercosporamide, comme linhibitiolCdekcl, ne se retrouvent pas pour son
analogue structural l'acide usnique, alors que 2esnolécules présentent une partie
structuralement similaire (Figure 2% p 30)1?8 Ainsi, les modes d’interaction proposés et les
remargues précédentes tendent a montrer que ldi& paest » du cercosporamide constitue
le pharmacophore de la molécule. Tous ces argumastient la stratégie de maintenir le
dihydroxybenzofurane-carboxamide (en couleur bledwe)produit naturel utilisé comme
modele pour la conception de nouveaux composégliqaes (Figure 34).

Pour la modulation de la « partie est » de la madéé(couleur verte), notre choix s’est
porté sur l'introduction d'un systeme de type pydime (pyrimidinone, pyrimidinedione ou
aminopyrimidine) susceptible d’apporter des grougets donneurs ou accepteurs de liaisons
hydrogéne et d’entrainer des interactions suppléaires avec les acides aminés du site actif
pour une meilleure activité inhibitrice de kinase ume sélectivité améliorée. En série
dibenzop,d]furane, il nous a semblé pertinent, d’introduiraspa pas les différents
substituants hydroxy et acétyle présents initialenser la « partie est » du cercosporamide
avec l'avantage de permettre a ces molécules sgldes’adapter au site ATP en proposant de
multiples conformations bioactives. Ces modulatipesnettront aussi de vérifier I'incidence
du chaque substituant sur I'activité biologique.
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HO Meibiu\
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(—)-cercosporamide

NH

Dérivés benzofuro[3,2d]pyrimidines Dérivés dibenzop,dfuranes

Figure 34 : Conception des composés cibles suivantfhypothése

Les séries chimiques pouvant émerger de {&° hypothése, bien que fort
intéressantes, ne feront pas I'objet de cette étlates un premier temps.
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PREMIER CHAPITRE
Partie A . Synthese des benzofuro[3,8}pyrimidines

|. Partie théorique : Apercu bibliographique
1. Les benzofuro[3,2d]pyrimidines

L’hétérocycle benzofuro[3,d}pyrimidine est largement retrouvé comme structiee
base dans une grande variété de substances quengandls des activités biologiques
importantes. La synthese de dérivées benzofuropgimogues a recu une attention
considérable en raison de leur présence dans umd grambre de produits naturels et de
produits pharmaceutiques synthétiqi@@s30131| existe deux isoméres dont la structure varie
en fonction de la position relative des azoted’sétérocycle (Figure 35).

N:\N -N>
Cry- o
(0] (6]
[1]benzofuro[3,2d]pyrimidine [1]benzofuro[2,3d]pyrimidine
Figure 35 : Structure des dérivés benzofuropyrimidiniques
Les sites privilégiés de fonctionnalisation du noyaenzofuro[3,A]pyrimidinique

dépendront du type de régioisomére travaillé. Lanemclature de ce noyau et sa
numerotation sont détaillées sur la figure 36.

b 1
GQ\)Z ............. d\— f — QS\\//N — 7 QS\\//N 3
7 ) e O 6 o 4
1 5

[1]benzofuro[3,2d]pyrimidine

Figure 36 : Nomenclature du cycle benzofuro[3jyrimidine

L'objectif de notre étude pharmacochimique consistea synthétiser et a
fonctionnaliser des dérives benzofuro[8]pyrimidiniques. Tout d’'abord, les cibles et les
applications thérapeutiques de ce type de compog§s,décrits dans la littérature, seront
présentées. Les voies d’'accés a cet hétérocyck qire sa réactivité seront également
rappelées.
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2. Applications en Chimie Thérapeutique des benzofa[3,2-d]pyrimidines

Grace a la facilité de la synthese de cet hétélecgcsa bonne stabilité ainsi qu’aux
récentes méthodes développées de fonctionnalis&®benzofuro[3,2]pyrimidines ont fait
I'objet de nombreuses publications, illustrant igedsité des propriétés pharmacologiques de
ces dérivés.

Différents benzofuranes trouvent également uneicgimn en tant que capteurs
fluorescents?? oxydantst*® antioxydantg?* une variété de médicaments et dans d’autres
domaines de la chimie et de I'agricultdféLes composés englobant la fraction pyrimidine se
sont avérés étre utiles comme agents bactéritifleantipaludéen$®’ analgésiques®
antihypertenseut® et agents antitumorat®. Les pyrimidines et leurs dérivés fusionnés par
cycle ont un large spectre d’activité biologiqus, Sont notamment présents dans certaines
bases d’acide nucléiqdé’

Les structures hétérocycliques fusionnées contend@s systemes cycliques
pyrimidinique et furanique sont bien connues poossgder diverses activités biologiques
telles qu'une activité antimicrobienf®, anti-inflammatoire'*? antivirale!*® anti-VIH et
antitumoralé*. De plus, les dérivés des benzofuropyrimidined same grande importance
car ils sont associes a des activites analgésiquasti-inflammatoires et
antimicrobiennes$?>14¢ Certains de ces dérivés présentent également deeboactivités
anticoccidiennes et hypoglycémiantés.

La benzofuro[3,A]pyrimidine est trés présente dans la structureel’grande variété
de substances qui présentent des activités bialegigmportantes. Par exemple, elle est
décrite  comme inhibiteur de tyrosine kind&.En outre, le dérivé benzofuro[3,2-
djpyrimidine est capable de potentialiser la voie signalisation CREB (AMPc response
element binding) qui est associée a I'amélioratin la mémoire a long term®. Les
membres d’'une série de dérivés de benzofuropynimaidiervent d’agonistes inverses du
récepteur de I'histamine H2% On a également observé que les benzofuropyrimsditaient
des inhibiteurs de Hsp9®' des antagonistes du récepteur de I'adénosing)fA et des
inhibiteurs deE. coli primase->3

2.1. Benzofuro[3,2d]pyrimidines comme inhibiteurs d’enzymes

Un inhibiteur enzymatique est une substance sé diame enzyme et qui en diminue
I'activité. Un inhibiteur peut empécher la fixatido substrat sur le site actif en se fixant a sa
place, ou provoquer une déformation de I'enzyme mnd celle-ci inactive (inhibiteur
allostérique)->*

L’inhibition des enzymes joue un role important slda controle des mécanismes
biologiques, et notamment dans la régulation daesvmétaboliques. Puisque l'inhibition
d’'une enzyme peut tuer un pathogéne ou corrigerdaséquilibre métabolique, des
applications existent dans de nombreux domainesudbup de médicaments, pesticides ou
insecticides sont des inhibiteurs enzymatigdg€n enzymologie, les inhibiteurs sont trés
utilisés pour déterminer le mécanisme d’action d’@nzyme>6-157

La liaison d’'un inhibiteur peut empécher un sulistta se fixer au site actif de
'enzyme et/ou I'enzyme de catalyser sa réactioetteCinhibition peut étre réversible ou
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irréversible. Les inhibiteurs irréversibles réagrds généralement avec l'enzyme et la
modifient chimiquement. lls se fixent de manierevatiente et modifient des résidus clés,
nécessaires a l'activité enzymatique. En revanesenhibiteurs réversibles se lient de facon
non covalente et différents types d'inhibition e¥sultent selon que ces inhibiteurs lient
I'enzyme, le complexe enzyme-substrat (ES) ou sx&P® Beaucoup de médicaments sont
des inhibiteurs enzymatiques, de sorte que lewwdésrte et leur amélioration est un domaine
de recherche actif en biochimie et en pharmacofSgie

Le glioblastome multiforme (GBM) est la tumeur pive du cerveau la plus
fréquente et la plus agressive. Le traitement peatprendre de la chimiothérapie, de la
radiothérapie et de la chirurdi®’.

O\/

Figure 37: Structure duMP470, un inhibiteur de tyrosine kinase

Le MP470 (Figure 37, G4 = 1 uM), un puissant inhibiteur de tyrosine kinase atpet
molécule de c-Met, a radiosensibilisé plusieursdis cellulaires GBM a la fois vitro etin
vivo, et peut aider a améliorer les résultats poumphbagents atteints de GBM. LEIP470
(5 uM) entraine une diminution de la phosphorylatiorcedet et aboutit & une diminution de
0,4 logs du nombre de cellules SF767 apres iriadig8 Gy). Les cellules prétraitées avec le
MP470 présentaient plus de dommages a '’ADNdb gsectllules irradiées sans ajout du
MP470. Mécaniquement, il a été démontré quiliR170 inhibait la réparation des cassures
de 'ADNdb et augmentait I'apoptose. MP470 influence diverses protéines liées a la survie
et a la réparation de I’'ADN, telles que pAKT, RAD&BLGSK3. In vivo, la combinaison de
MP470 et de la radiation entraine un retard dans lssanice tumorale et augmente le temps
de survie des souris traité¥8.

2.2. Benzofuro[3,2d]pyrimidine, potentialisateur de la voie de signabation CREB

La protéine CREB est une protéine ubiquitaire eyatar exprimée dans tous les types
de cellules. Elle agit comme un facteur de trapsom qui interagit directement avec I’ADN
par sa fixation aux éléments de réponse, induiattanscription de certains genes. Cette
protéine pour étre active a besoin d’étre phospéergar une protéine kinase A (PKA), elle-
méme activée par de 'AMPc. Elle joue un role impot dans I'apprentissage et la formation
de la mémoire a long terme en couplant l'activigunonale avec des changements dans
I'expression des géné&.:14°’inhibition de I'activité de la PKA par 'adminigation ciblée
d'un peptide inhibiteur de la PKA entraine une diation de la phosphorylation de la

protéine CREB et potentiellement des effets a lengel®?

Parmi les 25 composés testés, le compd88GC00067819 un dérivé de

benzofuro[3,2d]pyrimidine, améliore la production de 'AMPc erimant une amélioration
de la mémoire a long ternvéa la phosphorylation de CREB par PKA (Figure 38).
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Figure 38: Structure d’'un potentialisateur de la voie de aligation CREB, [&NGC00067819Clso = 79 nM)
2.3. Benzofuro[3,2d]pyrimidines comme modulateurs du récepteur de I'nstamine Hs

Le récepteur de I'histaminesHHsR) a été identifie a partir de séquence avec le
récepteur de I'histamine Hcomme les autres récepteurs de lhistamine, ilsgas les
caractéristiques d’un récepteur couplé a la pret&i®® Le HiR est exprimé sur diverses
cellules du systeme immunitaire et il a été déndomgu’il influence la production de
cytokines. En conséquence, il a été démontré gquar@agonistes de I'histamine Jduent un
réle dans plusieurs modeles animaux de maladidamniatoires humaines telles que
I'asthme, le prurit et la colite, ainsi que la dewd*>°

® o

o N /:Nk
N N
N/kNHz N™ "NH,
cl
hH,K, = 56 M hH,K, = 4,7 nM
1 2

Figure 39: Structure des antagonistes diRH

Le criblage initial a haut débit du réceptew @dpermis d’identifier plusieurs séries
prometteuses, parmi elles, les aminopyrimidineydtiques (Figure 39, composgé®t2) ont
été identifiées comme antagonistes diRHoien qu’ils étaient instables pour les microseme
hépatiques humainsif < 5 min), ils représentaient néanmoins une sérisspnte méritant
une étude supplémentafr®:164

2.4. Benzofuro[3,2d]pyrimidines comme inhibiteurs de Hsp90

Hsp90 est I'un des chaperons moléculaires les phmndants dans les cellules
eucaryotes, jouant un role important dans le repi®, la stabilisation, I'activation et
I'assemblage des protéines “clienté®¥’Hsp90 fait partie des protéines chaperons impéiqué
dans les cancers et la prolifération de cellulesmonales®® En effet, Hsp90 permet
I'activation d’oncoprotéines, comme par exempleptatéine kinase v-Srié’ De ce fait,
Hsp90 est une cible importante pour le traitementahcers®®
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Figure 40 : Structure de I'acide 2-([1]benzofuro[3¢pyrimidin-4-ylamino)-3-phénylpropanoique

Park et al!®! a montré la stratégie globale de calcul et d’exp&mtation pour la
découverte de nouveaux inhibiteurs de Hsp90. P88ni00 composés, 300 composés ont été
sélectionnés apres criblage virtuel dont 285 obtt&ités pour I'activité inhibitrice de Hsp90.
41 composés présentaient plus de 70% d’inhibitianéconcentration de 0. Parmi eux,
I'acide 2-([1]benzofuro[3,2fpyrimidin-4-ylamino)-3-phenylpropanoic a été idiéstcomme
inhibiteur de Hsp90.

2.5. Benzofuro[3,2d]pyrimidines comme antagonistes des récepteurs dadénosine

Les récepteurs A de I'adénosine sont abondants dans le putamerécéuducleus
accumbens et le tubercule andolfulaire chez plusiegpéeces. Dans le putamen caudé, les
récepteurs A de l'adénosine sont localisés dans plusieurs mesroet modulent la
neurotransmission du GABA, de l'acétylcholine etglutamate. Ces actions du récepteur de
'adénosine Aa pourraient contribuer au comportement moteur. Bamgle, il a été
démontré que les agonistesaAnhibent I'activité locomotrice et induisent latakepsie chez
les rongeurs. En revanche, les antagonistes dénkesine Aa préviennent les troubles
moteurs chez les souris n’expriment pas le récepiela dopamine pHée:152

L’évaluation de [I'antagoniste des récepteurssa Aa montré une activité
antiparkinsonienne chez le singe sans produirepgtactivité et de dyskinésie, suggérant que
les antagonistes des récepteuss pourraient constituer une nouvelle classe de raéwknts
antisymptomatiques pour la maladie de Parkirf$dt'!

1 4-phenyl[1]benzofuro[3,2pyrimidin-2-amine
Figure 41: Structure d’antagonistes des récepteurs de I'aliémo

Les études de Matasit al'®? pour découvrir les antagonistes du réceptein; fe
criblage des composeés de fichier a identifié unavalte structure non purink (Figure 41)
comme un puissant antagonisteaAKi = 1,7 nM). lls ont montré que la réduction e
cétone et le remplacement par la liaison éther amposé 4-phenyl[1l]benzofuro[3,2-
d]pyrimidin-2-amine produit un composé avec unendtfi Aoa similaire al.
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2.6. Benzofuro[3,2d]pyrimidines comme inhibiteurs de primasede E. coli

Les efforts récents dans la recherche antibact&iempliquent l'identification de
nouvelles cibles afin de relever le défi de lagtsice aux antibiotiqué?

La primase ou ADN primase est une enzyme intervenams le processus de
réplication de I’ADN. C’est une ARN polymérase gugirmet la synthese de courts segments
d’ARN qui sont ensuite utilisés comme amorces pADN polymérase réplicative. La
majorité des ADN polymérases connues ont en eéfepin d'une amorce et ne sont capables
que d’allonger une région déja partiellement douiri@, en ajoutant un nucléotide a une
extrémité 3’ hydroxyle déja présente. La primasetexanche, est capable de synthétiser une
amorce d’ARN denovqg a partir d'une matrice d’ADN. Les primases saawent chez
toutes les especes, dans les trois domaines dot\aechées, eucaryotes et bactéries), c’'est
une enzyme essentielle a la réplication celluldans la cellule, la primase fait partie du
complexe multiprotéique de réplication de I'ADN afp réplisomé’? La primase
bactérienne est une cible bactérienne nouvelleoas-explorée qui est essentielle a la
réplication de 'ADN chez les bactéries Gram-posii et Gram-négativeés®

< |
N
/K© Cl,= 8,9 uM

Figure 42 : Structure diN,N-diméthyl-2-[(2-phényl[1]benzofuro[3,d}pyrimidin-4-yl)oxy]éthanamine

Les travaux dAgarwal et al’®® ont montré que laN,N-dimethyl-2-[(2-
phenyl[1]benzofuro[3,2pyrimidin-4-yl)oxy]ethanamine est un inhibiteur geimasede E.
coli (Figures 42)

3. Voies d’accés aux dérivés benzofuro[3d@pyrimidiniques

Compte tenu de l'importance des benzofuropyrimislineertaines méthodologies de
synthese de ces hétérocycles fusionnés ont ét@rtapp. Pour réaliser la synthése de ce
scaffold, plusieurs approches peuvent étre envisagé

La premiére voie d'accés présente plusieurs avastage procédé de synthése
classique utilisé pour la construction du squelettezofuropyrimidine (Schéma 1) met en jeu
les 2-carbonyl-3-aminobenzofuranes et leurs égeita) sous forme d’acidés d’estersi’

d’amides!’” qui servent des précurseurs des pyrimidines fiopyes.

N=\ NH»
NH
X 1
R \ — R wCOR
Z~0 O Z =0

R : OH, OR', NH

Schéma 1 Premiere voie d’acces possible
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Poursuivant l'investigation des dérivés benzofgy@f]pyrimidiniques, une seconde
voie d’accés met en avant une synthese a partdédeé de type cyanoénamine (Schéma
2).176

N= NH,

N
AN 1 X
R N —_———> R Cf\ngN
Z~0  NHy Z =0

Schéma 2 :Seconde voie d’accés envisagée

Une nouvelle voie de synthése a été décrite, ganeelle le couplage de Suzuki entre la
halogenopyrimidine et I'acide 2-méthoxyphénylboru est suivi d’'une déméthylation de la
formation et d’'une liaison C-O intramoléculaire (iBma 3).'7

R Ro R,
3 X X
= z JN\ N
1 TN N\ /N 1 TN \N R3 1 BN \N)\R
R— —_——> R : _— gL N Kl —
Z~0 R, Son N ome

M

Schéma 3 :Troisiéme voie d'accés envisagée

Les travaux de Chaet al*®' ont montré une nouvelle réaction en cascade a été
développée pour la synthese de divers membres dsénie de dérivés benzofuro[3,2-
d]pyrimidine (Schéma 4).

R
N= *

N Cl
1A/ 1 NH
R—— p— R— |
8% AJ A

Schéma 4 :Synthése de benzofuro[3¢pyrimidines a partir de chromones halogénés

Le procedé utilise des 3-chlorochromenones facitgmpeéparées et diverses amidines
disponibles dans le commerce et leurs analoguesneomatieres de départ. Cette réactan
tandemest favorisée en utilisant un simple réactif devr@fl) et implique une séquence
chimiosélective d’addition de Michael-hétérocydiisa-cyclisation intramoléculairé’!

3.1. La construction du noyau pyrimidinique

On note que la construction du noyau pyrimidinigsé importante pour la synthese
des dérivés benzofuropyrimidinique. Une recherchidgraphique montre que certaines
méthodes d’acces directement au noyau pyrimidindiezites dans la littérature peuvent étre
appliguées a notre synthese.

3.1.1. Sous forme d’'acides

Zhu et al ont décrit en 2011 la synthese des dérivés beminoidinediones. Dans
leurs travauy, ils sont synthétisé, a partir deitla 5-nitro-2-aminobenzoique ou de I'acide
2-aminobenzoiquéb, on obtient respectivement les compdagst 2b désirés (rendemega
: 8192@, rendemen®b : 65%) par traitement a I'urée sous irradiatiorcnaiondes (Schéma
5).
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o] o]
la: R = NO 2a: R'= NO
1b: R =H 2b:R'=H

Schéma 5 (i) Urée, reflux, MO

Nous proposons pour cette synthése, dont le ménamé& pas encore été clairement
défini, deux hypothéses envisageables pour ohenromposéga et2b (Schéma 6).

Hypothese 1 :
/\ NHZ )
L -
R NH, HoN___NH, ) N O
\©;TOH + (\g/u \©;T\$

(0] O

Hypothése 2 :
1 - 1
R NﬁNTNHZ NQ
\@TOH + o NH NH2 \@T
oM

Schéma 6 Mécanisme proposé par notre équipe

3.1.2. Sous forme d’esters

D’aprés les travaux réalisés par Hayakawt al pour la synthese de la
pyrido[3',2":4,5]furo[3,2d]pyrimidin-4(3H)-one 3. Le traitement du 2-chloronicotinonitrite
avec de I'hnydroxyacetate d’ethyl en présence de BRIdnné un ester aromatique bicyclique
2, qui a été traité avec du formamide pour donnerpytimidone3 (Schéma 7378

. NH - N—
CN o) @ N 2 (ii) ~\H
| + o M — | Mot — [ N
~ OEt ~ ~
N cl N~ O N“TO O
1 2 3

Schéma 7 (i) DBU, EtOH, reflux, 76% ; (ii) Formamide, re#u97%.
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Le mécanisme réactionnel est le suivant (Schéma 8).

<\N “HO HN_ _H NH, S s CO,Et
OEt < 2 OEt >
mJ T O 2
N/ O 4O N/ o o “

-
N
-

Schéma 8 Mécanisme proposé par notre équipe

3.1.3. Sous forme d'amides

La synthese de 3-quinazolin-4-oke& partir de la réaction du 2-aminobenzanfict
des orthoesters a déja été rapportée dans lesixrdesHeraveet al (Schéma 9)7°

NH; Reflux N
+  CH(OR) - = N
NH, NH
0

R =CH, CH,

1 2

Schéma 9 :Synthése de 3-quinazolin-4-one
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Nous proposons un mécanisme réactionnel (Schéma 10)

?oR iR
O. (0] 0O v
" R Y Ny -or
NH, Ne NH N,
NH, O)\O ; NHy —= NH,
kLR

o) 0 o
ol H
~

N -H,0 NTD
\ LK)
@(NH - ©;TNH2
0

Schéma 10 Mécanisme proposé par notre équipe

3.2. La construction du noyau benzofuro[3,]pyrimidinique
3.2.1. Synthese de la 8-chloro[1]benzofuro[3@pyrimidine-2,4(1H,3H)-dione

Savallet al'®® ont rapporté la synthése de la 8-chloro[1]benzj8y2-d]pyrimidine-
2,4(1H,3H)-dione 3. Cette synthese est préparée en 4 étapes a partib-chloro-2-
hydroxybenzonitrilel. L’alkylation d’'un cyanophénol correspondant avic bromoacétate
d’éthyle suivie d’'une fermeture de cycle en préseddune base a donné I'aminoester
bicyclique 2. Une acylation suivie d’une condensation avec’lijtazine et une réduction
ultérieuse ont donné la pyrimidinedione tricycliddschéma 11).

. NH,
cl CN () cl CN (i) cl
LS QUL b & G I e S
OH OCH,CO,Et o
1 2
NHCO,Et Ho /P
(|||) Clm © (|V) cl N—‘Z{NH
\ \
—_— CO,Et — m
o o o
3

Schéma 11 :(i) KoCOs, bromoacétate d’éthyle, acétone ; (iiydQOs, DMF, 100 °C, 10 min, 92% ; (iii)
chloroformiate d’éthyle, benzene, reflux; (iv) IHPNH,, EtOH, reflux ; 2) NaN@ AcOH, reflux, 89%.
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Le mécanisme réactionnel est le suivant (Schéma 12)

g)Et
- H (0]
f\ (3) NH o \N—‘Z< _
\ + T~ — » N__(_# \
v, N \N —_— = A
o o 0 0 (O o o

2
1) NaNQ, + CH,COOH = HNQ, + CH,COONa
2) HNO, + CH,COOH = HO + CHCOO + NO'
Cl
—
H
v oo T
NAL MR Ho 2
: 4
CH,COOH (H a NN - H,0 A
3 (H) _ \@g\/\(o\j cl (M
° -N, 0 o

Schéma 12 Mécanisme proposé par notre équipe

3.2.2. Synthése du 7-méthoxybenzofuro[3dpyrimidin-4-amine

Loidreauet al'’® ont décrit la série pour I'obtention de 7-méthd{penzofuro[3,2-
d]pyrimidin-4-amine. LaO-alkylation du 2-hydroxy-4-méthoxybenzonitrilecommercial et
la cyclisante de l'intermédiaire cyanométhylétherrespondant (non isolé) ont été réalisées
en présence de carbonate de potassium comme basesymthése du dérive 4-
aminopyrimidine3 non substitué a été mise en ceuvre avec un boremamd de 84% par
chauffage élevé (170 °C pendant 30 min) de la foviokmide intermédiaire en présence de
formamide qui a joué le double réle de solvantestahctif (Schéma 13).

N (i) N (i N2
Lo — |l — oo
Me OH Me OCH,Cl Me o

1 2

(iv)

(i) { N /N
3 E—
Me o) N Me O NH;

Schéma 13 (i) Bromoacétonitrile, KCOs, DMF, t.a., 2 h; (ii) 80 °C, 16 h, 79% ; (iii) DMDMA, 90 °C, MO,
30 min, 99% ; (iv) Formamide, 170 °C, MO, 30 mid%8.
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3.2.3. Synthese de benzofuro[3@pyrimidines fonctionnalisées

Bo Chaoet al®®! ont présenté en 2012 une nouvelle réaction enadasa été
développée pour la synthese de divers membres dsénie de dérivés benzofuro[3,2-
d]pyrimidines.

Le processus utilise des chromones 3-halogdnéacilement préparées et diverses
amidines disponibles dans le commerce et leurognas comme matieres de départ. Cette
réactionen tandemest favorisée en utilisant un simple réactif devrel) et implique une
séquence chimiosélective d’addition de Michaeldfu&tgclisation-cyclisation
intramoléculaire (Schéma 14).

o} Ro
y -y
X NH CuBr, DBU, DMF N
L " RZLJ\NH > R
o 2 90°C, 10 h 2]
1 2 4

Schéma 14 Synthése des benzofuro[3Ryrimidines a partir des chromones halogénées

Le mécanisme est décrit par Bo Clea@l (Schéma 15).

S , G on
RS _NH ;
X 2 Accepteur de Michael X
Ri— 7| + \ﬂ/ P -

' NH > R ] £
o \_/ NN
x)

- |

Ro Couplage
NA plag

N Cc-O
N\ ) —
Ri— S -HX
4 3

Schéma 15 Mécanisme propogzé1

lls ont envisagé que des chromones 3-halogémasticiperaient avec des amidirgs
dans des séquences d’addition-élimination-doubttisation intramoléculaire de Michael qui
aboutissent a la formation de biarylphén®lsSi elle est utilisable, cette séquence produirait
des phénols qui devraient subir une cyclisatioméort des liaisons C-O pour produire des
dérivés de benzofuro[3@-pyrimidine 4.
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3.2.4. Synthese de 2,4,8-trichloro[1]benzofuro[3,dlpyrimidine

Les travaux de Liet all’’” sur la synthése de benzo[4,5]furo hétérocyclesligaien
2008, présentent une voie d’acces au 2,4,8-triofil¢ivenzofuro[3,2d]pyrimidine 5.

Tout d’'abord, le couplage régiosélectif Suzuki eritret 2 a été réalisé dans les
conditions optimisées (Pd(OAcPPh et KsPQy dans CHCN/H20), la réaction donne de la
phénylpyrimidine3 avec un rendement de 87%. Le produ# ensuite été déméthylé (BBr
CH2Cl2) pour donner du biarylphéndl Ce composéd a été cyclisé en utilisant le thiophéne-
2-carboxylate de cuivre (CuTC) dans le DMA pourrfou le produit5 avec un bon

rendement de 83% (Schéma 16).
Cl

CI\@B(OH)Z le\N ) cl |N¢I\CI
+ | E—
OMe Cl N)\CI OMe
1 2 3
Cl
Cl N i) —‘<CI
i N=
(”) cl | /)\ Cl N
- = N™ °Cl R \ 7
OH (0} Cl
4 5

Schéma 16 (i) Pd(OAc), PPh, KsPQs, CHCN. H;0, 60 °C, 87% ; (i) BB, CH.Cl,, t.a., 98% ; (i) CuTC,
DMA, 120-140 °C, 83%.
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Il. Partie théorique : Travaux réalisés

La premiére démarche de notre travail a consisiétarminer les différentes voies
d’acces envisageables pour la synthese des madétibles analogues du cercosporamide.

Compte tenu de I'expertise du laboratoire dansyldh&se des dérivés pyrimidines
fusionnés, des méthodes décrites dans la littéatat dans le but d’introduire une
fonctionnalité susceptible d’engendrer des liaisbydrogenes donneur/accepteur au niveau
de la cible protéique, notre choix s’est portélsutesign de 3 composeés en séries a partir du
phloroglucinol commercial (Schéma 17).

A

VR A S ————

.

(-)-cercosporamide

OH
N
7\
HO N
o)
H,N 5 NH;
"pyrimidin-4-one" "pyrimidine-2,4-dione" "pyrimidin-4-amine”

OH

HO OH

phloroglucinol

Schéma 17 Dérivés de benzofuro[3,dpyrimidine

L’'analyse structurale de ces derniers conduit aiseger 3 étapes clés dans la
conception des molécules cibles (Figure 43).

- Le choix des groupements protecteurs au niveau gieupes hydroxyles pour
I'obtention du tricycle.

- La méthode et I'étape d’introduction de la foootcarboxamide.
- Le choix du benzofurane précurseur pour la cangbn du noyau pyrimidique.
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Figure 43 : Conception des molécules cibles

Plusieurs voies de synthése sont proposées pdutelition de ces trois composés.
Dans un premier temps, le 3,5-dibenzyloxyphéndégeeparé pour deux raisons :

1) La présence des benzyles facilement déprotégésuhe étape finale.

2) OH libre pour permettre la formation du noyanzigurane.

1. Synthése du 3,5-dibenzyloxyphénol
1.1. Approche rétrosynthétique

La synthése du 3,5-dibenzyloxyphénol comporte Pestaa partir du phloroglucinol
commercialV . Le schéma rétrosynthétique proposé est présedessous (Schéma 18) :

OBn

OBn OAcC OH
ﬁ — Q — @ — ﬁl
Bn OH Bn OBn Ac OAc HO OH

I Il i v

Schéma 18 Rétrosynthése envisagée pour la synthese de Fhajiloxyphénol

L'accés au dérivé phénoliqule est envisagé par monodéprotection du précurseur
tribenzyléll . La O-benzylation du phloroglucindV difficile a cause de |&£-benzylation
compétitive, a été réalisée avec succés par unehonet utilisant le triacétate de
phloroglucinol 1l comme intermédiaire permettant ainsi la désactmatdu noyau
aromatique vis-a-vis d’une attaque électrophile.

1.2. Travaux réalisés

Le groupement benzylique est un groupe protectdassique de [I'’hydroxyle
phénolique en synthése organique, car I'éther spomdant est stable dans des conditions
basiques ou légérement acides, mais il est faciteolieé par hydrogénolysé® Ainsi, le 3,5-
dibenzyloxyphénol4), est obtenu en trois étapes a partir du phlomgl (1) (Schéma 19).

La premiere étape consiste a dissoudre le phlocogil (1) dans la pyridine et d’y
ajouter de l'anhydride acétique (&®), puis de chauffer au reflux pendant 528! Le
phloroglucinol triacétate2] est obtenu avec un rendement satisfaisant de'&7%5.

Lors de la deuxiéme étape, un melange de composie chlorure de benzyle et
d’hydrure de sodium dans le DMF a été refroidi &0et une faible quantité d’eau a été
ajoutéet?® La présence d’eau dans le milieu réactionnel pedhgdrolyser le NaH en excés
qui va générér du NaOH permettant de libémesitu la protection acétate du phloroglucinol
avant I'étape de benzylation. Le mélange réactibaseagité pendant 10 h a la température
ambiante pour donner I'éther phloroglucinol dedribyle 8) avec un rendement de 96%.
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Une monodéprotection par un meécanisme de transofgdation et réalisée en
présence de cyclohexene et de palladium sur chafBdrC) a 10% dans une solution
d’acétate d’éthyle/éthanol (3/1) au reflux penda@nth!?® permet dobtenir le dérivé
phénolique4 avec un rendement de 439%.Le faible rendement s’explique par le fait qu'il
convient de stopper la réaction avant la conversitaie du produit de départ pour éviter la
formation d’'une quantité importante de double d@pldrdébenzylation. Le produit de départ
est recupéré facilement par colonne chromatographsgr gel de silice.

OH OAc OBn OBn
0) i (ii-a) (iii)
HO OH Ac OAc Bn OBn Bn OH

1 2 3 4

l (ii-b)
OBn
L
Bn OBn
Schéma 19 (i) Pyridine, A¢O, 120 °C, 5 h, 87% ; (ii-a) BnCl, NaH, DMF,@, 0 °C, 10 h, 96% ; (ii-b) BnClI,

NaH, DMF, 0 °C, 10 h ; (iii) €H1o, Pd-C 10%, AcOEt/EtOH (3/1), 110 °C, 2 h, 45%.

Le composé! est est obtenu en 3 étapes avec un rendement deC8%omposé est
un intermédiaire clé de la séquence réactionnetlpgsée puisqu’il va permettre de
synthétiser les précurseurs benzofuranes des ca@sfinaux.
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2. Synthese du 7,9-dihydroxy-4-oxo-3,4-dihydro[l]bezofuro[3,2-d]pyrimidine-6-
carboxamide

Comme précédemment présenté, les voies d’acces,®dihgydroxy-4-0xo-3,4-
dihydro[1]benzofuro[3,2]pyrimidine-6-carboxamidel Y sont d’abord envisagées ci-dessous
(Schéma 20) :

HO o ©
CONH,

I
Voiel Voie2 Voie3 Voie 4

OBn N— OBn nN— 0Bn N— OBn
NH NH NH
\ \ N\
Bn o o Bn o o Bn o o Bn OH
CN i CONH,
\ - /
BnO/©\OH

Schéma 20 Voies d’accés a la 4-oxobenzofuro[3{pyrimidine

Plusieurs voies de synthése sont proposées pdutetiton de ce composé cible,
possédant une partie dihydroxyphénylcarboxamidar@ér gu précurseur dibenzyfe

L’introduction de la fonction carboxamide sera s apres cyclisation finale, ou
pourra étre conduite avant cyclisation initialebemzofurane.

2.1. Introduction directe de la fonction carboxamia apres cyclisation (Voie 1)
2.1.1. Stratégie de synthése

Afin d’accéder au compose cibllela rétrosynthése envisageée est la suivante (Schém
21):
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NH NH
\ Q _ \
Bn 0 o Bn 0 o
CONH,

OBn OBn
OBn NH2 N Br
_ QA /O _ —— o
)
Bn O  OEt Bn oY Bn o
OEt OEt

v \% \

OBnN OBn
Br

Bn OH Bn OH

VI 4

Schéma 21 Rétrosynthése envisagée

La déprotection des benzyles du complbspermet d’accéder au composé attehdu
Le groupe carboxamide en position 6 du composécligque Il pourra étre incorporé
directement par substitution électrophile aromatigwec l'isocyanate de chlorosulfonyle a
partir du composeé attend .

L’acces au dérivé tricyclique benzofuro[3jRyrimidin-4-onelll , sera donc envisagé
a partir du précurseur benzofurdieapres la cyclisation du compogé

L’introduction du groupement cyano du compdéséourra étre obtenue a partir du
précurseur bromg| .

La O-alkylation sera envisagé avec une base et le moétate d'éthyle a partir du
dérivé bromophénoliqueVll synthétisé par une bromation régiosélective du védéri
phénoliques.

2.1.2. Travaux réalisés
La premiére étape consiste a effectuer une monairomdu 3,5-dibenzyloxyphénol
(4). L'introduction régiosélective d’'un atome de bmen position 2 sur le compoé@ourra

permettre par la suite d’accéder a une fonctionleniau moyen de réaction de substitution
nucléophile.
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La position la plus réactive pour I'attaque élephite est la position 2, suivie de la
position 6. Différents essais de monobromation &ddbenzyloxyphénol4) ont été réalisés
pour donner le dérivé bromophénoliduéSchéma 22; Tableau 2):

OBn OBn
Br
—_—
Bn OH Bn OH

4 5

Schéma 22 Réaction de bromation sur le compdsé

Tableau 2 :Mise au point de la réaction de bromation sur leposé4

Essai Réactifs Solvant Température  Temps Résultats
1 NaCOs (3 €q), Bs(3 éq) HO t.a. 24 h Produit de départ
2 HBr, H.O, - t.a. 24 h Produit de départ
3 NBS (1 éq) CHCI; 0°C 10 min 3 produits mono-, di-, tribromés
4  NBS(1éq) CHCl, -78 °C 2 min 95%

La substitution éléctrophile aromatique (essaidr)lp dibrome dans I'eau en présence
de carbonate de sodium s’est soldée par un éahildesproduit de départ est récupéré.

La bromation par I'acide bromhydrique dans I'eaygeénée (essai 2) ne conduit pas a
la formation du 3,5-bis(benzyloxy)-2-bromophérg)l ¢

En présence deN-bromosuccinimide en quantité stoechiométrique daas
dichlorométhane a 0 °C (essai 3), la formation d'nélange de produits mono, di et tri-
bromés est observée par suivi UPLC/MS. La présdasecomposeés mono-, di- et tri-bromeés
est confirmée par spectrométrie de masse et par BWNroton. Cependant, des soucis de
purification et de séparation du meélange ont cdnduil'abandon de ces conditions
réactionnelled®6.187

Seul l'essai 4 en présence ddé-bromosuccinimide (1 équivalent) dans le
dichlorométhane a basse température a permis daeebr@giosélectivement le compo4é
avec un bon rendement de 95%.

C’est donc cette derniere méthode qui sera retenue.

Lors de la deuxieme étape, @alkylation a été envisagée avec une base et le
bromoacétate d'éthyle a la température ambigiitea méthode utilise du carbonate de
potassium ou de I'hydrure de sodium, jouant le di#gebase, comme agent de déprotonation
dans le DMF. Divers essais @ealkylation par le bromoacétate d'éthyle sur le posé5
sont réalisés de maniere classique (Schéma 23) debomodes opératoires décrits et résumes
dans le tableau suivant :

OBn OBn
O/@iBr Bromoacétate d'éthyle {@isr
Bn OH Base Bn oy OF!
o)
5 6

Schéma 23 Réaction deé-alkylation
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Tableau 3 :Conditions opératoires et résultats pour la réad®O-alkylation

Essai Base Solvant Température Temps Résultats
1 K2CGs (1,5 €q) DMF 0°C-ta. 24 h Produit de départ
2 K2CQ:s (3 éq) DMF t.a. 24 h Produit de départ
3 K2CGOs (3 éq) DMF 80 °C 24 h 15% de conversion
4 NaH (1,5 éq) DMF 0°C-ta. 24 h 83%

Les essais 1 et 2 a partir du dérivé bromophénelfgluse sont soldés par des échecs,
seul le produit de départ est récupéré en présdmaarbonate de potassium a 0 °C ou a la
température ambianté® Lorsqu’on chauffe le milieu réactionnel a 80 °Gga 3), on note
I'apparition du produit attendu, mais la conversieste tres faible apres 24 h de réaction.

Finalement, en présence d’hydrure de sodium (égdai composé est obtenu avec
un rendement de 83% a la température ambidhte.

Lors de la troisieme étape, nous avons realisé&cyamation sur le compogéet deux
méthodes de cyanation ont été tentées.

- Par la réaction de Rosenmund-Von BraunDifférentes méthodes de cyanation a
partir d'un dérivé halogénoaryle peuvent étre effées par la réaction de Rosenmund-Von
Brauni®! Cette cyanation est réalisée en présence de sagide au reflux de la pyridine.
Elle peut aussi étre effectuée en utilisant le DddFmme solvant.

Un mélange de compo$éet de cyanure de cuivre(l) dans le DMF a été cléaaff 60
°C pendant 1 h pour donner I'estérLe composé cyané est isolé avec un rendement de
19% (Schéma 24). Le faible rendement obtenu podélwé cyand est lié a une purification
difficile.

OBn OBn
—_—
Bn O/\H/OEt Bn O/\H/OE
O O

6 7
Schéma 24 CuCN, DMF, 160 °C, 1 h, 19%.

Lorsque le temps de réaction est augmenté a 4fbgrtation de produits secondaires
est observée sans amélioration du rendement.

Un essai de chauffage a 200 °C est resté sansssucce

- Par des reactions pallado-catalyséedJn acces aux dérivés cyanés consiste a
effectuer des réactions pallado-catalysées enmésde Pg(dba} utilisé comme catalyseur
de la réaction, de cyanure de zinc eBdehos comme ligantf?

Cette voie consiste en un échange halogene/rstilde noyau aryle. La réaction est
conduite dans le DMF en présence de cyanure de dirtune quantité catalytique de
Pd(dbay.t®31% Le mécanisme de la réaction déchange halogérilgniést le suivant
(Schéma 25) :
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Pd(IL ,
Ar-CN Ar-Br
\ //——’> Pd (O)L2 [
Ar-PdL,-CN Ar-PdL,-Br
Zn(CN)Br Zn(CN),

Schéma 25 Cycle catalytique de la réaction d’échange Bromteilit*3

Le catalyseur subit tout d’abord deux éliminatioos réductrices afin de libérer deux
sites de coordination.

Le palladium subit ensuite une addition oxydante lpadérivé arylé, suivie d’'une
modification de ligand, I'halogéne étant remplaaé lp groupement cyano.

Le complexe palladié subit enfin une éliminatioduétrice permettant de régénérer le
catalyseur actif et d’obtenir le dérivé nitrile.

Cette méthode démontre la réactivité de I'échangieele brome et le cyano,
cependant le taux de conversion obtenu est fagibgma 26).

OBn (I) OBn
Br CN
—
Bn0/©io/\ﬂ/OEt Bn0/©io/\ﬂ/OE1
O O
6 7

Schéma 26 (i) Zn(CN), Pa(dba}, SPhos, DMF/HO (19/1), 12 h, 140 °C, 24% de conversion.

A cause du faible taux de conversion, nous avonglééle réaliser la réaction e
alkylation apres la cyanation. La réaction de ctianasur le composB (Schéma 27&st mise
en ceuvre suivant deux méthodes répertoriées daaisliéau 4.

OBn OBn
Br CN
—_—
Bn OH Bn OH
5 8

Schéma 27 Réaction de cyanation sur le compbsé
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Tableau 4 :Conditions opératoires et résultats pour la réadi® cyanation

Essai Réactifs Solvants Conditions Résultats
1 CuCN DMF 140 °C, 14 h 14% de conversion
2 Zn(CN), Pd(dbak, S-Phos DMF/H20 (19/1) MO, 2 h, 140 °C Echec

Le taux de conversion faible issu de la réactionRdsenmund-Von Braun, di en
partie a des difficultés de purification (essaid)engendré des essais de cyanation pallado-
catalysés afin d’'améliorer le rendement.

Un essai non optimisé d'irradiation micro-ondeswitisant le cyanure de zinc, le
catalyseur Pgdba}, et le ligandS-Phos s’est soldé par un échec (essai 2).

Le groupe hydroxyle pourrait étre une explicationeh échec de cyanation pallado-
catalysé et au faible rendement obtenu pour lgictade Rosenmund-Von Braun.

Pour améliorer cette étape de cyanation, il essage de remplacer 'atome de brome
par atome d’iode qui est un meilleur groupe partant

Lors de la premiere étape, différents essais deoiadation du 3,5-dibenzyloxyphénol
(4) ont été réalisés pour donner le compgagBchéma 28; Tableau 5).

OBn OBn
|
—_—
Bn OH Bn OH
4 9

Schéma 28 Réaction d'iodation sur le compo4é

Tableau 5 :Mise au point de la réaction d’'iodation sur le cosg4

Essai Base Solvant  Température Temps Résultats
1 NaCOs (3 éq), +(3 éq) H-0 t.a. 24 h Produit de départ
2 HO: (3 éq), (3 éq) - t.a. 24 h Produit de départ
3 NIS (1 éq) CHCI2 -78 °C 2 min 76%

La substitution électrophile aromatique (essaidr)lp diiode dans I'eau en présence
de carbonate de sodium s’est soldée par un éahildesproduit de départ est récupéré.

Dans l'essai 2, liodation par le diiode dans lI'eaxygénée ne conduit pas a la
formation du 3,5-bis(benzyloxy)-2-iodophend®).( Le produit de départ est a nouveau
récupéré?s

L'essai 3 en présence dd-iodosuccinimide dans le dichlorométhane a basse
température a permis d’isoler le compd&sévec un rendement acceptalifele résultat
obtenu de cette iodation aboutit a un mélange degpposés mono ou diiodés sur le cycle

benzénique qui sont cependant difficilement sépasatur la colonne de gel de silice.
Lors de la deuxiéme étape, (@-alkylation a été réalisée avec une base et le

bromoacétate d’'éthyle a la température ambianter pobtenir le (2-iodo-3,5-
dibenzyloxyphénoxy)acétate d’éthytE)f avec un trés bon rendement de 96% (Schéma 29).
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OBnI (I) OBnI

Qr, — X
Bn OH Bn o%o
OEt

9 10
Schéma 29 (i) NaH, DMF, bromoacétate d’éthyle, t.a., 12 h%96

Lors de la troisieme étape, un mélange de compOse¢ de cyanure de cuivre(l) dans
le DMF a été chauffé a 160 °C pendant 1 h pour dolencompos& avec un bon rendement
de 92%:%° contrairement a I'utilisation du précurseur brodn&chéma 30).

OBn . OBn
| 0 CN
>
o) o)
Bn o/\f Bn o/\f
OEt OEt
10 7

Schéma 30 (i) CUCN, DMF, 160 °C, 2 h, 92%.

La cyclisation du composg a été effectuée en utilisant une base dans le DMiF p
donner le dérivé benzofurane portant un groupe @mimposition 3 et une fonction ester en
position 2 (Schéma 31). Plusieurs bases ont éietepour optimiser la réaction. Cette étape
a nécessité quelques mises au point (Tableau 6).

OBn OBn
Base NHo
CN /O
o \
BnO i :O/\H/OEt Bn o OE!
(e}
7 11

Schéma 31 Cyclisation du composeé

Tableau 6 :Mise au point de la cyclisation du compadsé

Essai Base Solvant Température  Temps Résultats
1 KOH (1,5 éq) EtOH 0°C 15 min 16% de conversion
2 K2COs (1,5 éq) DMF 0°C-ta. 24 h Produit de départ
3 K2COs(3 éq) DMF t.a. 24 h Produit de départ
4 KoCOs (3 Q) DMF 50 °C 24 h 16% de conversion
5 t-BuOK (3 éq) THF 0°C-ta. 2h 28% de conversion
6 NaH (1,5 éq) DMF 0°C 30 min 66%

La mise au point a consisté a étudier le nombrguiM@lents de base nécessaire, la
température et le temps réactionnel pour I'obtentio composé souhaité avec un rendement
optimal.

Un premier essai en présence de 1,5 équivalenigdibkyde de potassium dans

I'éthanol n'entraine que 16% de conversi&hA cause de la présence de la fonction ester, le
chauffage du milieu réactionnel est limité par vis@’hydrolyse.
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Les essais 2 et 3 en présence de 1,5 et 3 équwalercarbonate de potassium dans le
DMF a température ambiante ne donnent que le prddudépart’®

En utilisant 3 équivalents de ce dernier, a 50 €€5di 4), le produit voulu est formé
avec un faible taux de conversitii.

L'essai 5 a été effectué en utilisant 3 équivalatggert-butylate de potassiunt-(
BuOK) dans le THF, le taux de conversion est mailleais reste faible (28%32

Enfin, les meilleures conditions mettent en jeu dghiivalents d’hydrure de sodium
dans le DMF, a 0 °C (essai 6), le compbg&tant obtenu avec un rendement de 66%.

L’'accés au composé tricycligue, a été envisagé dans un premier temps a partir du
précurseur benzofuranell. Un mélange de 3-amino-4,6-dibenzyloxybenzofurane-
carboxylate d’éthyld1 dans de I'orthoformiate de triéthyle a été irrasiitis micro-ondes a
200 °C pendant 15 min. La solution jaune résultantté évaporée a sec et I'intermédiaire
formamide brut a été dissous dans une solution @f@anic dans le méthanol. Le mélange est
irradié sous micro-ondes a 140 °C pendant 15 mur gdonner le composE2. Le composé
12 a alors été isolé avec un rendement global sutdax étapes de 31% a partir du composé
11 (Schéma 32300:201.202

Le faible rendement est essentiellement di a deblgmes d’extraction lors du
traitement et de la purification malgré une coniagrsotale des produits de départ.

OEt NH,
OBn N, : oBn =/ . oBn -/
o0 o | W 0
\ _— \__7 _— N4
Bn O OEt -2 EtOH Bn O OEt| -EtOH Bn O  OEt
11
OBn N:\
N NH
—
'EtOH Bn ) 0
12

Schéma 32 (i) HC(OEt), MO, 200 °C, 15 min, (ii) NelMeOH 7N, MO, 140 °C, 15 min, 31%.

Afin de mener a bien la nouvelle stratégie enviesadé groupe carboxamide en
position 6 de I'hétérocycle benzofuropyrimidinE2 a été incorporé directement par
substitution électrophile aromatique avec l'iso@tande chlorosulfonyle (CS18 Aprés 24
h, le produit souhaité n'a pas été observé malgjéut de réactifs en exceés a température
ambiante. Par chauffage du milieu réactionnel &50e produit a été dégradé (Schéma 33).

OBn () OBn  N— . OBn  N—

N\
L L (i) \
+ ...................... »
Bn (@] @) Bn o o Bn 0 o
CONHSO,CI CONH,
12

Schéma 33 (i) CSI, CHCN, t.a., 24 h ; (i) HCI 1 N, t.a., 24 h.

Ces résultats négatifs nous ont conduits a envisage nouvelle stratégie pour la
fonctionnalisation (Schéma 34). Malheureusemengrteipe carboxamide en position 7 du
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précurseur benzofurangl n'‘a pas pu étre incorporé directement selon lesditions
précédemment décrites car le produit de dépaé dégradé dans le milieu réactionnel.

OBn NH2 (|) OBn NH2 (") OBn NH2
(0] (0] (0]
AN/ —— N s N
Bn (0] OEt Bn (0] OEt Bn (0] OE!
CONHSO,CI CONH,
11

Schéma 34 (i) CSI, CHCN, t.a., 24 h ; (i) HCI 1 N, t.a., 24 h.

Il semble que la réaction d’introduction de la fome amide n’a pas fonctionné a
cause du groupement amine libre en position 3 daposéll, cette fonction a donc été
protégée.

Des groupements tels que l'acétyle, le trifluordglecou bien leert-butoxycarbonyle
(Boc) pourront étre utilisés comme protectelf$®

La protection par un groupement Boc est effectue@résence de BgO et de 4-
diméthylaminopyridine (DMAP) catalytique dans le Fld 80 °C. Le composE3 est obtenu
avec un rendement de 91% (Schéma?%5if’

OB NH, . OBn  NHBoc
0 ) 0
N4 —_— N4
Bn O  OEt Bn O  OE
11 13

Schéma 35 Boc,O, DMAP, THF, 80 °C, 2 h, 91%.

Malheureusement, la protection du groupement aremeposition 3 sur le dérive
benzofurand 3 ne permet pas, une nouvelle fois, lI'introductiencarboxamide (Schéma 36).

OBn
OBn NHBoc (|) OBn NHBoc (”) NHBoc
A\ /o X—> A\ /O \ /o

......................>
O Bn (0] OE!
Bn o) OEt Bn OEt
CONHSQ,CI CONH,
13

Schéma 36 (i) CSI, CHCN, t.a., 24 h ; (i) HCI 1 N, t.a., 24 h.
Face aux difficultés rencontrées lors des tentatigféntroduction du groupement

carboxamide sur le noyau benzofuro[8]@yrimidine et sur le précurseur benzofurane, nous
avons décidé d’exploiter une autre voie pour obtentomposé cible.
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2.2. Accés au dérivé 4-oxobenzofuro[3@pyrimidine-6-carboxamide a partir du
précurseur 2,6-diiodophénol et hydratation d’'une faction nitrile (Voie 2)
2.2.1. Stratégie de synthese

L’autre stratégie consiste a introduire le groupeimzyano avant la cyclisation en
benzofurane par I'intermédiaire d’'un précurseuodt a partir du 3,5-dibenzyloxyphénd).(
La rétrosynthese envisagée est la suivante (ScBéa

_ \ L _ \ QIH
Bn o © Bn o ©O
CONH, CN
I I 1]
OBn NH2 OBn OBn
CN I
_ N o —— — =
Bn O  OEt Bn o/\léo Bn o/\fo
CN CN OEt [ OEt
v \Y Vi
OBn OBn
—— I ——
Bn OH Bn OH
I
Vii 4

Schéma 37 Rétrosynthése envisagée a partir du 2,6-diiodoghéno

Le composé ciblé sera obtenu aprés la déprotection des benzylesmposdl . Le
groupe amide en position 6 du compose tricycliqugera obtenu avec une hydratation de la
fonction nitrile de I'azahétérocycld .

L’'acces au dérivé tricyclique benzofuro[3jRyrimidin-4-onelll , sera donc envisagé
a partir du précurseur benzofurdie Celui-ci sera engagé dans la cyclisation du c@@go
La cyanation a partir du précurseur diidléconduira a I'obtention du compogé

La O-alkylation sera effectuée avec une base et le bacétate d’éthyle a partir du
deérivé diiodophénoliqu¥ll synthétisé par une diiodation du 3,5-dibenzyloxyyhé4).
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2.2.2. Travaux mis en ceuvre
La premiere étape consiste a effectuer une diiodaties rapide (2 min) du 3,5-

dibenzyloxyphénol4) par I'ajout deN-iodosuccinimide a -78 °C pour obtenir le 2,6-doed
3,5-dibenzyloxyphénoll@) avec un rendement de 83% (Schéma'$B).

Bn OH Bn OH Bn O/\n/
| | (0]

4 14 15
OBn ) OB
(i) CN (iv) "
OEt N
Bn o/\[r Bn O  OEt
CN 0 eN
16 17

Schéma 38 (i) NIS (2 éq), CHCI,, -78 °C, 2 min, 83% ; (i) NaH, DMF, bromoacétatéthyle, t.a., 12 h,
91% ; (iii) CuCN, DMF, 160 °C, 2 h, 87% ; (iv) NaBMF, 0 °C, 30 min, 71%.

Lors de la deuxiéeme étape, a une solution du coéipbdans le DMF ont été ajoutés
de I'hydrure de sodium et du bromoacétate d’éthylempérature ambiamt®: 1% Aprés 12 h
de réaction, le 2,6-diiodo-3,5-dibenzyloxyphénoxgtate d’éthyle 15) est obtenu avec un
tres bon rendement de 91%.

Un mélange de composé diiod® et de cyanure de cuivre(l) dans le DMF a éte
ensuite chauffé a 160 °C pendant 2 h pour donaealbgue dicyan&6 avec un rendement
de 87%%%

Enfin, lors de I'étape de cyclisation, a une solutdu composé6 dans le DMFRa été
ajouté de I'hydrure de sodium a 0 °C. Le mélang#eaagité pendant 30 min pour donner le
3-amino-4,6-dibenzyloxy-7-cyanobenzofurane-2-caytate d’éthyle {7) avec un rendement
de 71%:'%°

Ensuite, I'hydratation du groupement cyano en pwsit/ du composél7 a été
envisagée. Afin de mettre au point les conditiolig/dfatation du groupement cyano pour
obtenir la fonction carboxamide, différents réactint été testés a partir du composé cyané
(Schéma 39; Tableau 7).

OBn NH2 OBn NH2
o] 0
N4 e N4
Bn 0 OEt Bn (0] OE!
CN CONH,
17 18

Schéma 39 Réaction d’hydratation du groupement cyano

65



Partie A : Synthese des benzofuro[3,d}pyrimidines

Tableau 7 :Mise au point de I'hydratation du groupement cyano

Essai Réactifs Solvant Température Temps Résultats
1 H.O, 35%, KCOs DMSO t.a. 24 h 12% de conversion
2 H,O, 35%, NaOH EtOH t.a. 24 h dégradation
3 H.SOscc - t.a. 2h dégradation
4 Urée-peroxyde d’hydrogene,8O;  Acétone/eau t.a. 24 h Produit de départ
5 BR.2CHCOOH - 120 °C 30 min dégradation

Seul I'essai 1 en présence de peroxyde d’hydrogigmearbonate de potassium dans
le DMSO a permis une hydratation partielle du gesupnt cyano apres 24 h de réaction mais
ensuite la réaction n’évolue plus malgré la prodimn du temps réactionnel. On note
I'apparition du produit vould®®

Malheureusement, en présence de peroxyde d’hydeoghknsoude concentrée dans
I'éthanol (essai 2)?° lorsqu’il y a disparition du produit de départ,sderoduits de
dégradation non identifiés se forment.

En présence d'acide sulfurique concentré (essaiaB),bout de 15 min, une
débenzylation est observée sans hydratation dypgment cyano. En augmentant le temps
réactionnel, la dégradation du milieu réactionrstlabservéé®®

La présence d'urée-peroxyde d’hydrogene et de oatkade potassium (essai 4), ne
permet pas d’obtenir le composé voulu, seul le pitate départ est récupér.

Enfin, une tentative d’hydratation du cyano en ammlimaire, par traitement avec
BF3.2CH;COOH a 120 °C pendant 30 nfit;?2ne permet pas de donner le composé voulu.
Dans ce cas, la dégradation réactionnelle est obser

L’échec de la réaction d’hydratation peut étre dia @résence de la fonction ester
potentiellement non compatible avec les conditmséaction.

Ainsi, l'accés au composé tricycliquEd a été envisagé a partir du précurseur
benzofuranel7 (Schéma 40), suivant les conditions précédemmesriteg (pour obtenir le
composél?) avec un rendement de 549%.

JOEt JNHz
OB ) . 0B
N NH, 5 0 OBn N 5 (ii) n N= 5
N4 — > \ — \
Bn O OEt -2EtOH Bn O  OEt - EtOH Bn O  OEt
CN CN CN
17
OBn N:\
N MH
—_— \
- EtOH Bn o ©
CN
19

Schéma 40 {(i) HC(OEt), MO, 200 °C, 15 min ; (ii) NeIMeOH 7N, MO, 140 °C, 15 min, 54%.
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A partir de I'azahétérocyld9, les mémes conditions précédentes d’hydratation du
cyano ont été mises en ceuvre (Schéma 41 ; Tabjeau 8

OBn OBn

N_:\NH N—\
NH
N\ > N\
Bn 0 O Bn ©) 0
CN CONH,
19 20

Schéma 41 Réaction d’hydratation du groupement cyano

Tableau 8 :Mise au point des essais complémentaires d’hydoatdu groupement cyano

Essai Réactifs Solvant Température Temps Résultats
1 HO2 35%, KCO; DMSO t.a. 24 h Produit de départ
2 HO, 35%, NaOH EtOH t.a. 24 h dégradation
3 H.SOycc - t.a. 2h dégradation
4 Urée-peroxyde d’hydrogene,8O; Acétone/eau t.a. 24 h Produit de départ
5 BR.2CHCOOH - 120 °C 30 min dégradation

L'essai 1 en présence de peroxyde d’hydrogéne adsonate de potassium dans le
DMSO n’a pas permis I'hydratation du groupemeninoy®®

En présence de peroxyde d’hydrogene, de soude minéeedans I'éthanol (essai 2),
lorsque le temps est allongé, la dégradation diemitactionnel est observ&e.

L’apparition de débenzylation (UPLC/MS) est observén présence d'acide
sulfuriqgue concentré aprés 15 min (essaf’B)la réactivité du groupement cyano est
inexistante. Aprés 2 h, la dégradation du milieactidnnel est observée.

En présence d’'urée-peroxyde d’hydrogene, de catbaepotassium (essai 4), aprés
24 h seul le produit de départ est récupété.

En présence de BRCHCOOH a 120 °C, il y a disparition du produit de aépmais
des produits de dégradation se forment aprés 36hin

Il ne nous a pas été possible pour l'instant desfamer la fonction nitrile en
carboxamide. Cependant, en présence d'acide sylfirconcentré, nous observons une
déprotection des benzyles au lieu de I'hydratatiortyano. Cette réactivité a été mise a profit
afin d’isoler les composés dihydroxyl@d et 22 issus des dérives benzofuraniglié et
benzofuro[3,2d]pyrimidique 19, respectivement (Schéma 42).
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OBn NH2 OBn N:\
(0] N NH
\ B
Bn o) OEt Bn o) o
CN CN
17 19
l 0] l 0]
OH NH, OH N=\
[e) NH
AN/ N\
HO (©) OEt HO (0] o
CN CN
21 22

Schéma 421i) HoSOy, t.a., 15 min, 73% pour le compaaEet 61% pour le compoR.

Les composés, bien que ne présentant pas la faredithoxamique mais une fonction
cyano précurseur a la place, pourront faire auslsjet d’'une évaluation biologique afin de
vérifier 'importance de la présence du carboxanmderapport au modéle de départ.

2.3. Accés au dérivée 4-oxobenzofuro[3@pyrimidine-6-carboxamide a partir de
I'analogue iodé (Voie 3)

2.3.1. Rétrosynthese envisagée

Une autre stratégie consiste a garder un atomded$ar le cycle benzénique avant la
cyclisation en benzofurane grace au précurseuddiid. Le schéma rétrosynthétique ci-
dessous est envisagé (Schéma 43).

OBn OBn

N=\ N=\
NH NH
Bn o o Bn o O
CONH, |
| Il 1
oB OBn OBn
" NH; CN |
—— /O —— ——
) B O © B (0] ©
Bn O  OEt n /\f n /\f

| | OEt | OEt

v V 15

Schéma 43 Rétrosynthése envisagée

La synthése du composé ciblex été envisagé a partir du précurseur diibsléLa
déprotection des benzyles du complbsgermet I'obtention du composeé final
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hY

L'acces a la fonction carboxamide du compdkséa partir du précurseur d’iodo
tricyclique benzofuro[3,2f]pyrimidine-4-onelll sera effectué.

La tricycle pyrimidinelll sera obtenue a partir du dérivé benzofurBheapres la
cyclisation du composé.

Une monocyanation du précurseur diidédéermet de donner le compoge
2.3.2. Travaux réalisés
La premiére étape, qui consiste a effectuer uneogy@mation sur le dérivé diiodéb

en présence d’'un équivalent de cyanure cuivreus tlWMF a 160 °C, a donné I'est2B
avec un rendement satisfaisant de 86% (Schémd44).

(|) OBn (") OBn NH2
| CN o
o - \\__/
Bn o/\fo Bn o/\fo Bn O  OEt
| | OEt

15 23 24
OEt NH,
(i) oBn N (iv) oBn =/ 0B N
\ /o —_— N\ /O - N\ N
—_—
O o)
2 EOH | P79 OFtl _EtoH |Bn | O OEt|_pgoy BN | o

25

Schéma 44 (i) CuCN (1 éq), DMF, 160 °C, 2 h, 86% ; (ii) NaBBMF, 0 °C, 30 min, 76% ; (iii) HC(OE})
MO, 200 °C, 10 min ; (iv) Ne/MeOH 7N, MO, 140 °C, 10 min, 33%.

La cyclisation a été ensuite effectuée comme pefnétent en utilisant I'hydrure de
sodium pour donner le dérivé benzofur@devec un rendement de 7698.

Dans les conditions opératoires déja utilisées mdréir du dérivé benzofurari, le
composé tricyclique iod25 est isolé avec un rendement moyen de 3%9!

Selon Barréet al.2%”un protocole efficace de carbonylation catalysé@deaalladium
est décrit pour le couplage d’'un grand panel dp@hures d’aryle, d’hétéroaryle, de benzyle,
de vinyle et d’allyle avec le formate #ehydroxysuccinimidyle (NHS) en tant que substitut
au CO pour obtenir les esters de NHS corresponddnts conversion élevée des produits de
couplage a été obtenue avec un rendement allagt’'gu®8% au moyen d'un systeme de
catalyseur/ligand Pd(OAgXantphos.

Dans un premier temps, le formate NBsa été préparé avec un rendement de 99% a

partir d’hydroxysuccinimide et d’acide formique @&amanhydride acétique de 0 °C a
température ambiante pendant 12 h (Schéma 45).

69



Partie A : Synthese des benzofuro[3,d}pyrimidines

0 0 o)
I
< ;N’OH + HCOOH ___ o { :N’O77,H
o N ©
26

Schéma 45 (i) Ac20, 0 °C-t.a., 12 h, 99%.

A partir du précurseur iodg5, la réaction a été effectuée en utilisant NI26),(du
Pd(OAc), du Xantphos et de la triéthylamine (MEx 60 °C dans divers solvants comme le
THF, le DMF, l'acétonitrile. Malheureusement, liiatluction du carboxamide est restée
infructueuse (Schéma 46).

OBn N=\ (0] (l) OBn N=\ (") OBn =N
M o L NH L NH
L+ NN % [T [ >
Bn o © \\O o} Bn o O Bn o ©
>0 CONH,
N

Schéma 46 (i) Pd(OAc), xantphos, NEt THF, 60 °C, 20 h ; (ii) Nkl

Face a I'échec de carbonylation sur le com@iisees mémes conditions, a partir du
précurseur24, ont été testées (Schéma 47). Seul le produitrdésa retrouvé en fin de
réaction.

QBN NH, 0 (i) OB NH, (ii) OB NH,
0 o) 0
AN/ + N’O\n/H — | TN | - > N
Bn O  OEt e Bn OEt Bn O OE

A\
0
oo
N
24 26 L XA

Schéma 47 (i) Pd(OAc), xantphos, NEt THF, 60 °C, 20 h ; (ii) Nkl

Une protection du groupe amino en position 3 dupusé24 est envisagée car le NH
libre peut géner la réaction palado-catalysée. lcdeption de I'azote est réalisée avec le
dicarbonate de dert-butyle et en présence de 4-diméthylaminopyridio@irpobtenir le
compos&7 avec un rendement de 93%chéma 48j%

OBn NH2 OBn NHBoc
24 27

Schéma 48 {i) Boc,0, DMAP, THF, 80 °C, 2 h, 92%.
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Encore une fois, a partir du précurseur i@déles mémes conditions de carbonylation
se sont révélées sans succes (Schéma 49). Le fpdedigpart est retrouvé en fin de réaction.

OBN  NHBoc
o]
\
Bn (6] OEt
27

o
+ (fEP/Qﬁ/H X >

Qb o]

26

(i)

Bn

OBN  NHBoc
o)
\
O  OEt
&
o

(ii)

OBN  NHBoc
0
\
Bn (0] OE!
CONH,

Schéma 49 (i) Pd(OAc), xantphos, NEt THF, 60 °C, 20 h ; (i) Nk

En conclusion, les molécules cibles n'ont pas élierues et legssais qui ont été
tentés pour introduire le groupement carboxamide rpaction pallado-catalysée se sont
soldés par des échecs. Face aux difficultés rer@mmiors des tentatives d’introduction du
groupement carboxamide sur le noyau benzofuraffgrimidine-4-one, nous avons décidé
d’exploiter une autre voie pour obtenir le compoibée.

2.4. Introduction de la fonction carboxamide sur ledérivé phénol de départ puis
cyclisation (Voie 4)

2.4.1. Rétrosynthése envisagée

Pour contourner le probléme de fonctionnalisatiooys avons décidé d’'une autre
stratégie qui consiste a introduire le groupemanbaxamide au début de la synthése a partir
du 3,5-dibenzyloxyphénoll] selon le schéma rétrosynthétique suivant (ScHgja

OBn N=\ OBn NH,
\ NH 0)
_ _ \
Bn (e} o Bn ¢} OEt
CONH, CONH,
I Il 1]
OBn OBn OBn
CN I I
_ o _— o _
Bn o) Bn Bn OH
CONH, OEt CONH, OEt CONH,
\Y Y, \
OBn OBn
Bn OH Bn OH
CONH,
VI 4

Schéma 50 Rétrosynthése envisagée
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Le clivage benzylique sera accompli avec de I'asidiéurique concentré pour fournir
le composé ciblé.

Ensuite, la méme séquence réactionnelle, commeiteléprécédemment, sera
appliqguée pour obtenir le dérivé benzofuro[8]@yrimidine-4-onell portant I'appendice
carbamoyle en position C-6 de I'azahétérocycle.

Dans cette stratégie, le groupe carboxamide dwédhénoliqueVIil pourra étre
incorporé directement par substitution électrophdeomatique avec lisocyanate de
chlorosulfonyle a partir du compodé

2.4.2. Travaux réalisés

Une aminocarbonylation directe de 3,5-dibenzyloxypit @), en utilisant
l'isocyanate de chlorosulfonyle en tant que réaglgictrophile, donne le compo&8 apres
hydrolyse acide duN-chlorosulfonylcarboxamide intermédiaire correspamtd avec un
rendement de 53% (Schéma %%)Les tentatives de fonctionnalisation, dans les a®m
conditions, mais apres monoiodati@alkylation ou cyanation ont conduit a un échec.

OBn . OBn . OBn
0) (i)
—_— —_—
Bn OH Bn OH Bn OH
CONHSQ,CI CONH,
4 28

Schéma 51 (i) CSI, CHCN, 0 °C, 10 min ; (i) HCI 1M, t.a., 10 h, 53%.

Ensuite, une mono-iodation a été réalisée trésdeapent en présence de
iodosuccinimide et I'attaque électrophile se fagtrben position 3 du dérivé benzamii:Le
compos&9 est isolé avec un rendement de 80% (Schém&#%PRy. seule différence de cette
réaction était la possibilité d’effectuer la momalation a 0 °C au lieu de I'effectuer & -78 °C
par rapport a la réaction de monoiodation du déshe&noliquet (Schéma 2&f. p 60).

OBn (I) OBn |
_—
Bn OH Bn OH
CONH, CONH,
28 29

Schéma 52 {i) NIS, CHCly, 0 °C, 10 min, 80%.
La O-alkylation a été réalisée avec une base et le dmogtate d'éthyle a la

température ambiante pour obtenir le composé B@lévec un bon rendement de 86%
(Schéma 53j%
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OBn . OBn
| (i) |
(o]
Bn OH Bn o)
CONH, CONH, OEt
29 30

Schéma 53 (i) NaH, bromoacétate d’éthyle, DMF, t.a., 24 6%8

Lors de l'étape de cyanation, dans les mémes dongditque précédemment, un
mélange de compos#0 et de cyanure de cuivre(l) dans le DMF a été dbaaf160 °C
pendant 6 h pour I'obtention &4 avec rendement de 20% (Schéma®%).

OBn OBn
| () CN
O >
Bn (@) Bn O ©
CONH, OEt CONH, OEt
30 31

Schéma 54 (i) CuCN, DMF, 160 °C, 6 h, 20%.

Le rendement n’étant pas satisfaisant, nous aveéecgl@ dans un premier temps
d’augmenter la température jusqu’a 200 °C. Cepdndatite modification n’a pas produit
I'effet escompté (& savoir 'augmentation du taexadnversion du compo$€ en composé
31).

Augmenter la température n’est donc pas la soluponr améliorer le taux de
conversion et le rendement de la réaction. Nousi\@wonc modifié un autre parametre
opératoire : le temps de réaction jusqu’a 24 h.hdateusement, cette modification a conduit
a plusieurs produits secondaires.

Ainsi, nous avons décidé de réaliser d’abord lanatian sur le dérivé iod29 pour
donner le compos82 avec le rendement satisfaisant de 73% (Schém&%$5).

OBn OBn
| 0] CN
S
Bn OH Bn OH
CONH, CONH,
29 32

Schéma 55 (i) CuCN, DMF, 160 °C, 6 h, 73%.

Par la suite, l1@-alkylation a été réalisée avec une base et le tmoatate d’éthyle a
la température ambiante pour conduire au comg@isa@vec un bon rendement de 90%
(Schéma 563% Pour obtenir le compos&l avec un meilleur rendement, il était préférable
d’effectuer d’abord la cyanatiguuis laO-alkylation.
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OBn OBn
CN 0] CN
E—— o]
Bn OH Bn (0)
CONH, CONH, OEt
32 31

Schéma 56 (i) NaH, bromoacétate d’éthyle, DMF, t.a., 24 86%@

La cyclisation a été effectuée en utilisant I'hydrale sodium pour donner le dérivé
benzofuranel(8) avec un rendement satisfaisant de 67% (Schémd%7)

OBn . OBn  NH,
CN @ o
—_— N
Bn o} © Bn O OFE
CONH, OEt CONH,
31 18

Schéma 57 (i) NaH, DMF, 0 °C, 10 min, 67%.

Le compose tricycliqu@0 a été synthétisé a partir du précurseur benzofur@ilans
les mémes conditions que précédemment. Le comp0Osést isolé avec un rendement
satisfaisant de 62% (Schéma 58).

OEt NH,

OBn i, 0 oBn (ii) oen =/ OBn N\
o o o NH
\ —_— N7 E— N\ —_ = \
O OE o )
Bn 2 EtoH  [B" OEl  _EtoH [Bn O OFY groH BN ©
CONH, CONH, CONH, CONH,
18 20

Schéma 58 (i) HC(OEtk, MO, 200 °C, 15 min ; (i) NeIMeOH 7N, MO, 140 °C, 15 min, 62%.

Enfin, la déprotection des benzyles a été effecavée de 'acide sulfurique concentré
et donne le composé cib83 avec un rendement de 53% (Schéma §8),fera I'objet de
I’évaluation biologique.

BN N @) OH  N=
N\ NH N NH
_—
Bn o o HO (0] 9
CONH, CONH,
20 33

Schéma 59 (i) H.SOscc, t.a., 15 min, 53%.
Une autre méthode de débenzylation a été testée @smayer d'améliorer le

rendement en présence de cyclohexéne et de patlagliu charbon (Pd-C) a 10% dans une
solution d’acétate d’éthyle/éthanol (3/1) au refhendant 24 h (Schéma 663128
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0Bn  N— 0] OH N—\
\ NH \' NH
N\ Y e
Bn o O HO 0] o
CONH, CONH,
20 33

Schéma 60 CeHio, Pd-C 10%, ACOEY/EtOH (3/1), 110 °C, 24 h.

La réaction de débenzylation par trans-hydrogénatiest soldée par un échec, seul le
produit de départ est récupéré.

En conclusion, le produit find@d3 a été synthétisé en 8 étapes a partir du confjosé
avec un rendement global de 6%. Cette voie s’eétéav efficace, il conviendrait, en
perspective, de transposer ce schéma réactionnelgienir des autres composés finaux a
partir du dérivé de benzami®2. Le compos&2 est un intermédiaire clé pour accéder aux
dérivés de benzofuro[3@pyrimidine. Le compos&2 est obtenu en 7 étapes a partir du
phloroglucinol commercidl avec un rendement global faible de 11%.

3. Synthese du 7,9-dihydroxy-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetnydro[1]benzofuro[3,2-
d]pyrimidine-6-carboxamide

La seconde modulation a consisté a introduire anetion carbonylée supplémentaire
sur la partie pyrimidique du tricycle pour conduaeun composé de type benzofuro[3,2-
d]pyrimidine-2,4-dione. La structure du composeé eibst présentée ci-dessous (Figure 45) :

HO o ©
CONH,

Figure 45 :7,9-dihydroxy-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro[1]befinm[3,2-d]pyrimidine-6-carboxamide

3.1. Rétrosynthése envisagée
Le 7,9-dihydroxy-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro[1]lzefuro[3,2d]pyrimidine-6-

carboxamide sera préparé a partir du précuid2ure schéma rétrosynthétique ci-dessous est
envisagé (Schéma 61) :
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H (O]
oBn N4 OBN NH,
N NH
_ _ \ CONH,
Bn o O Bn o)
CONH, CONH,
I Il 1]
OBn OBn
CN CN
— —
Bn OCH,CONH, Bn OH
CONH, CONH,
v 32

Schéma 61 Rétrosynthése envisagée

Le composé cibld sera formé par traitement avec de I'acide sulfgigoncentré
comme procédé de débenzylation.

Le dérivé de benzofuropyrimidinediorle sera obtenu a partir du précurseur de
benzofurandll synthétisé par une cyclisation en utilisant unelgapartir du compod¥ .

La O-alkylation du dérivé de benzami@g sera realisée avec le 2-iodoacétamide pour
fournir le composéV .

3.2. Travaux réalisés

Dans un premier temps, l'alkylation du dérivé denzesmide32 a été réalisée par
formation du sel de sodium en présence d’hydruresatium comme base suivie de sa
réaction avec le 2-iodoacétamide a 60 °C pour doliéther correspondan84 avec un
rendement de 69% (Schéma 6%).

OBn : OBn
CN ® CN
.
Bn OH Bn OCH,CONH,
CONH, CONH,
32 34

Schéma 62 {i) 2-iodoacétamide, NaH, DMF, 60 °C, 12 h, 69%.
La cyclisation a ensuite été effectuée en utiliseret base pour donner le dérivé

benzofurane portant un groupe aminé en positionl8 ®nction carboxamide en position 2.
Plusieurs bases ont été testées pour optimiséatdion (Schéma 63 ; Tableau 9).
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OBn OBn
cN Base N2
— \N)—CONH,
Bn OCH,CONH, Bn 0
CONH, CONH,
34 35

Schéma 63 Réaction de cyclisation

Tableau 9 :Mise au point de la cyclisation du comp@&e

Essai Base Solvant Température Temps Résultats
1 K2COs (1,5 éq) DMF t.a. 24 h Produit de départ
2 K2COs(3 éq) DMF t.a. 24 h Produit de départ
3 KoCOs (3 Q) DMF 60 °C 24 h 32% de conversion
4 KOH (1,5 éq) EtOH 60 °C 30 min 56%
5 NaH (1,5 éq) DMF 0°C 30 min 51%

Les essais 1 et 2, en présence de 1,5 et 3 éqitvale carbonate de potassium dans le
DMF a température ambiante ne donnent que le prddudépart®

L'utilisation de 3 équivalents deKOs; a 60 °C (essai 3) ne permet une conversion
que de 32% apres 24 h de réactith.

L'essai 4 en présence de 1,5 équivalents d’hydrexiglpotassium dans I'éthanol a 60
°C pendant 30 min conduit rapidement au composkastuavec 56% de rendemét.

Enfin, en présence de 1,5 équivalents d’hydrursadum dans le DMF a 0 °C (essai
5), le rendement obtenu est de 51% en 30'fin.

Ainsi, nous avons observé que les conditions basign présence d’hydroxyde de
potassium dans I'éthanol étaient plus efficaceslgwembinaison NaH/DMF.

Le dérivé pyrimidine tricycligue36 a été synthétisé a partir du précurseur de
benzofurang5 via un intermédiaire urée avec un rendement de 56%é(Ba 64).

H O
N NH
M—CONH, 5 \»—CONH, -
Bn o Bn o] Bn o O
CONH, CONH, CONH,
35 36

Schéma 64 (i) KOCN, CHCOOH, 100 °C, 1 h ; (ii) KOH/EtOH, 90 °C, 1 h, 56%.
Finalement, le produit cible7, a été obtenu en utilisant de l'acide sulfurique

concentré comme réactif de débenzylation a panticamposé&6 avec un rendement de 48%
(Schéma 65).
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H (o] H (0]
NH ' NH
\Y N\
—_— \
Bn o ©O HO o O
CONH, CONH,

36 37
Schéma 65 (i) H,SOscc, t.a., 5 min, 48%.
Une autre méthode a été testée pour la débenzykatiprésence de cyclohexene et de

palladium sur charbon a 10% dans une solution théedd'éthyle/éthanol (3/1) au reflux
pendant 24 h (Schéma 66%:128

H (6] H (0]
oBn W4 OH W4
NH NH
\ \
Bn o © X HO o ©
CONH, CONH,

36 37
Schéma 66 CeHig, Pd-C 10%, ACOEV/EtOH (3/1), 110 °C, 24 h.

Contrairement a ce que nous pouvions espérer,aetio@ de débenzylation s’est
soldée par un échec, seul le produit de déparéespéré.

Les travaux réalisés lors de cette voie nous omhiged’obtenir le produit finaB7 a
partir du dérivé de benzami@@ en 5 étapes, avec le rendement global de 10%.

4. Synthese du 4-amino-7,9-dihydroxy[1]benzofuro[2;d]pyrimidine-6-carboxamide

Le troisieme composé envisagé dans cette serieohgnpyrimidine est substitué en
position 4 pour un groupement amino selon la stirectéprésentée ci-dessous (Figure 44) :

OH N

\
HO 0 NH
CONH,
Figure 44 : Structure envisagée

4.1. Rétrosynthése envisagée

Afin d’accéder a ce composé, la rétrosynthése atévest préconisée (Schéma 67):
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OBN N OBN  NH,
Wi
_ \\_cN
Bn O NH; Bn o
CONH, CONH,
I Il 11
OBn OBn
CN CN
— ——
Bn OCH,CN Bn OH
CONH, CONH,
\Y 32

Schéma 67 Rétrosynthése envisagée

Le composé cibld sera formé par traitement avec de l'acide sulfwigoncentré
comme procédeé de débenzylation.

Le dérivé de benzofuropyrimidinediorie sera obtenu a partir du précurseur de
benzofuranéll synthétisé par une cyclisation en utilisant unelzapartir du compod¥ .

La O-alkylation du dérivé de benzami®? sera réalisée avec le bromoacétonitrile
pour donner le compos¥ .

4.2. Travaux réalisés

Dans un premier temps, l'alkylation du dérivé dezaemide32 a été obtenue par
formation du sel de potassium, en utilisant du @aabe de potassium suivie de sa réaction
avec le bromoacétonitrile a 80 °C pour donner €étbhénoliqued8 avec un rendement de
72% (Schéma 68Y?°

OBn . OBn
CN 0) CN
—_—
Bn OH Bn OCH,CN
CONH, CONH,
32 38

Schéma 68 (i) Bromoacétonitrile, KCOs, DMF, 80 °C, 24 h, 72%.

Une hétérocyclisation du compo88 en utilisant une base permet I'obtention du 3-
amino-2-cyano-4,6-dibenzyloxy-I-benzofuran-7-carmide 89) (Schéma 69).
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OBn OBn NH
2
CN Base
E—— Ny—cN
Bn OCH,CN Bn o
CONH, CONH,
38 39

Schéma 69 Cyclisation du composés

Etant donné gu’il semble difficile d'induire la digation du produit38, plusieurs
essais ont été mis en ceuvre afin de rendre comiplatenversion du dérivd8 en produit
cyclisé 39. La température, le temps de réaction, le modehaaffage, la quantité de base
sont autant de parametres qui ont été modifiés pndre totale la conversion. Le tableau 10
récapitule 'ensemble des conditions opératoirstess.

Tableau 10 :Conditions de cyclisation du compd3@

Essai Base Solvant Température  Temps Résultats
1 KOH (1,5 €q) EtOH 0°C-ta. 30 min 6% de cosiar
2 KoCOs (1,5 éq) DMF 0°C-ta. 24 h 5% de conversion
3 KoCOs(3 €q) DMF t.a. 24 h 13% de conversion
4 KoCOs (3 Q) DMF 50 °C 24 h 24% de conversion
5 t-BuOK (3 éq) THF 0°C-ta. 2h 38% de conversion
6 NaH (1,5 éq) DMF 0°C 30 min 64%

Les paramétres de temps et de température deomacint importants pour le bon
déroulement de la réaction.

En effet, en ne chauffant pas assez ou pas suffieatlongtemps, l'intégralité du
produit39 n’est pas consommeée. Au contraire, en forcantritage les conditions (chauffage
plus long ou température plus élevée) le produdi®g est majoritaire mais une partie du
milieu réactionnel est dégradée.

Le compos&9 a été préparé avec une conversion tres faibleésepce d’hydroxyde
de potassium (essai 1), de carbonate de potastegmegsais 2, 3, et 4) et wat-butylate de
potassium (essai 5319

Cette méme réaction a été effectuée avec de I'mydde sodium (essai 6). Le
composé9 a été obtenu avec un rendement de 6%%.

Par la suite, le dérivé de pyrimidine tricycligd® a été synthétisé a partir du
précurseur 3-aminobenzofuraB@via un intermédiaire formamide (Schéma 70).

Un mélange de compo$® dans de I'orthoformiate de triéthyle a été irradiéds un
four micro-ondes a 200 °C pendant 15 min. La sotujaune résultante a été évaporée a sec
et le résidu a été dissous dans une solution d'araoalans le méthanol. Le mélange a été
irradié dans un four micro-ondes a 140 °C pendaniin pour donner le compog@ avec
un rendement de 4583°202
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OBn np, 0 oBn Nt (i oBn =/
M»——CN —— N——CnN | /> M—CN
Bn © -2 EtOH Bn o - EtOH Bn o
CONH, CONH, CONH,
39
OBn N:\
R W
- EtOH Bn o NH;
CONH,
40

Schéma 70 (i) CH(OEt), MO, 200 °C, 15 min ; (i) NgMeOH 7N, MO, 140 °C, 15 min, 45%.

Enfin, la déprotection des benzyles a été effecavée de I'acide sulfurique concentré
et donne le composé dihydroxylé avec un rendement acceptable (Schéma 71).

OH

OBn N=—\ (|) N=—\
\ \ N
Bn O NH; HO O  NH;
CONH, CONH,
40 41

Schéma 71{i) H.SOQy cc, t.a., 5 min, 66%.

Comme dans la série précédente, la réaction de-fngrogénation est restée sans
succeés pour débenzyler le compd8éSchéma 72384128

OH

OBnN N:\ N:\
N
\ /N —— Y/
Bn O NH HO O  NH;
CONH, CONH,
40 41

Schéma 72 CeHig, Pd-C 10%, ACOEV/EtOH (3/1), 110 °C, 24 h.

En conclusion, le composé cibdd est obtenu. Cependant, les rendements obtenus
pour cette synthése a partir du compd2é&ont faibles (21%). L'étape de déprotection des
benzyles du compos€0 pour obtenir le compos#l provoque une baisse de la masse du
composé. On passe d’'une masse molaire de 440 glowlle composé&0 a une masse
molaire de 260 g/mol pour le composE Dans le but de les améliorer, nous avons déadé d
développer un autre schéma réactionnel pour obtienicomposé4l a partir du 3,5-
diméthoxyphénol commercidR (Schéma 73).

La méme séquence réactionnelle, comme décrite gedu@ent, a été appliquée pour
cette synthése. La seule différence était dans elmiete étape, la déméthylation du
groupement méthoxy a été réalisée par chauffage darchlorhydrate de pyrimidine pure
dans le but d’obtenir le composé atteddif**
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OMe OMe OMe
0] (i)
—_— — >
Me OH Me OH Me OH
CONHSO,CI CONH,
42 43
OMe OMe
("l) (|v) CN (v) CN
—_—
Me OH Me OCH,CN
CONH2 CONH, CONH,
44 45 46
OEt NH,
. e oMe N ome N
(vi) N2 (vii) N= (i) N
— > MW—CN — » MW—CN | H—cN
Me Me o Me 0
Lonn, -2 EtOH Lonn, - EtOH Loty
47
OMe ( )
iX
m 9y
- EtOH
CONH, CONH2
48 41
Schéma 73 :(i) CSI, CHCN, 0 °C, 10 min ; (i) HCI 5M, t.a., 10 h, 45%iii)(NIS, CHzClz, 0 °C, 10 min,

60% ; (iv) CuCN, DMF, 160 °C, 6 h, 38% ; (v) Broneé#onitrile, KkCOs, DMF, 80 °C, 24 h, 62% ; (vi) NaH,
DMF, 0 °C, 5 min, 52% ; (vii) CH(OE;;) MO, 200 °C, 15 min ; (viii) NGIMeOH 7N, MO, 140 °C, 15 min,
41% : (ix) Pyridine.HCI, 200 °C, MO, 15 min, 43%.

Les rendements obtenus pour cette synthése stedal.e composé ciblél a été
obtenu en 9 étapes a partir du 3,5-diméthoxyphéawimercial42 au lieu de 12 étapes a
partir du phloroglucinol commercidl comme précédemment. Cependant, 'approche a été
réalisée avec des rendements globalement faibles.
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Partie B : Evaluation des benzofuro[3,2d]pyrimidines
|. Evaluation de l'activité antifongique

Une fois les molécules cibles obtenues, un panétsts biologiques a été effectiné
vitro afin de déterminer leur efficacité au niveau de :

- I'activité antifongique contr€. albicans

- la restauration de la sensibilité aux azolésalelses résistantes (e albicans,

- I'inhibition de la formation de biofilm,

- 'inhibition de l'activité PKCin vitro.

Des tests de cytotoxicité sur cellules HeLa onsiaét faits afin de vérifier que ces
molécules étaient moins toxiques pour I'homme qué e pathogéne.

L’objectif de cette these étant d’obtenir des agaés du cercosporamide ayant une
activité biologique plus importante et/ou plus sfigage, tous les résultats obtenus pour les
molécules cibles ont été analysés par comparaisemaobtenus pour le cercosporamide.

Le cercosporamide que nous avons utilisé commeaulel@e référence dans tous les
tests biologiques effectués a été obtenu par éiiraa partir d’'une culture de 4 semaines de
Mycosphaerella henningsiiite par le laboratoire MMS de I'Université derties.

1. Choix des souches utilisées pour les testsvitro

L’ensemble des souches utilisées proviennent deolachothéque du laboratoire
[ICiMed. Ces souches proviennent d’isolats clingussus de prélévements biologiques
provenant du laboratoire de Parasitologie et dedibgie Médicale du CHU de Nantes, de
I'Institut Pasteur, de I'Institut de microbiologike Lausanne et de I'Université de Georgetown
(USA).

Pour effectuer 'ensemble du travail, 10 souchdsété sélectionnées en fonction de
leur sensibilité ou de leur résistance au flucoleapo de leur capacité a former du biofilm.
Pour les souches résistantes aux azolés, les mpmside résistance ont été précédemment
caractérisés au laboratoff&:216:217
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Tableau 11 :Origine et caractéristiques des souches séle@enpour les tests biologiques effectués au cours

de cette these.
Nom de la

Sensibilité au

Mécanisme de

Testin vitro effectué

souche Origine fluconazole résistance sur la souche
Activité antifongique
CAAL93 CHU Nantes Sensible - et inhibition de
I'activité PKCin vitro
CAAL97 Institut Pasteur Sensible - Activité antifongique
Activité antifongique,
- . restauration de la
CAAL2 CHU Nantes Résistante Mutation gug3 sensibilité et inhibition
activité PKCin vitro
. Activité antifongique
CAAL28 CHU Nantes Résistante Mutation surerg11 et restauration de la
et efflux N
sensibilité
Institut de Efflux Activité antifongique
CAAL111 microbiologie de Résistante (Surexpression et restauration de la
Lausanne CDR1/CDR2) sensibilité
Institut de Mutation surergll  Activité antifongique
CAAL117 microbiologie de Résistante et mutation sur et restauration de la
Lausanne MDR1 sensibilité
CAAL121 CHU Nantes Sensible - Biofilm
CAAL123 CHU Nantes Sensible - Biofilm
CAAL124 CHU Nantes Sensible - Biofilm
CAAL146 Universite Sensible . Biofilm

Georgetown (USA)
* La sélection a été faite en fonction de leur gali® ou de leur résistance au fluconazole olede capacité a
former du biofilm

Les souches sont conservées a long terme dansel’Bgoide et a -80 °C. Avant tout
test (activité antifongique, restauration de lasgatité, biofilm), les souches sont mises en
culture sur une gélose Sabouraud pendant 24 f@.37

2. Test de I'activité antifongique contreC. albicans
2.1. Principe de la mesure de l'activité antifongige

La mesure de l'activité antifongique est faite abdratoire [ICiMed selon une
méthode EUCAS#® modifiée sur plusieurs points :

- Pour un screening plus rapide, une gamme de raeale3 concentrations de
molécules est testée (3 uM, 30 uM et 300 uM ou 1 LVUM et 100 uM) (Figure 45).

- L’'ajout de résazurine pendant 3 h, apres 24 hcdbation, permet une mesure
d’intensité de fluorescence et donc une quantiboaprécise du nombre de cellules vivantes
dans chaque puit$?22°

La gamme de concentration utilisée pour le screedés molécules (3 pM, 30 uM et
300 uM) ne correspond pas a la gamme habituellenatéisee au laboratoire (1 uM, 10 uM
et 100 uM). Ce choix a été orienté par les résultditenus par Lafayettet al'l’ ou
'ensemble des expériences menées avec le cerempidsr a lieu jusqu’a une dose maximale
de 100 pg/mL (c’'est-a-dire 300 uM). C’est pour cglee nous avons adapté la gamme de
concentration utilisée pour les composeés cibles.

Comme préconisé par 'TEUCAST, les tests sont f#aiss des plaques 96 puits a fond
plat (Figure 45). Le milieu de culture est du RPMKO (a 2% de glucose et & pH 7, ajout
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d’'un tampon MOPS a 0,0165 M final). Les dilutionssdmolécules se font a partir d’'une
solution stock dans le DMSO a 30 mM (ou 10 mM). Uwremiere série de dilutions

successives au 1/10° sont faites dans le DMSO (3ain®)3 mM ou 1 mM et 0,1 mM). Puis

une série de dilution au 1/50° est faite dans IMR@00 uM, 60 uM et 6 uM ou 200 uM, 20

UM et 2 uM). 100 pL de chacune de ces solutions t&aRPMI sont dispensés en triplicate
dans la plaque 96 puits. Une fois préparée legupkasont conservées a -80 °C.

Une suspension d€. albicansest préparée a partir d’'une culture de 24 h siliemi
Sabouraud, dans un mélange sérum physiologiqueit@@€0,01%). Le dénombrement de la
suspension se fait sur une cellule de Malasseziicgegmet de réaliser ensuite une dilution a
10% levures/mL 100 pL de cette suspension sont dispensés dansrctias puits de la plaque
qui est alors incubée a 37 °C pendant 24 h.

Au bout de 24 h d’incubation, la résazurine (10100 pM) est ajoutée a chaque
puits pour une incubation a 37 °C allant de 2 hia Bendant cette incubation la résazurine
(bleue) est réduite de maniére irréversible enrvdis® (rose) par les cellules viables (Schéma
74). La résorufine est une molécule fluorescertagiieur d’onde d’excitation 550 nm et
d’émission 590 nm). Une mesure de la fluorescestalers faite au spectrofluorimetre.

1 2 3 4 5 6 I 8 9 10 11 2

3uM 30puM | 300uM 3uM 30puM | 300puM
3uM 30puM | 300uM 3uM 30puM | 300puM
3uM 30uM | 300uM
3uM 30uM | 300uM 3uM 30uM | 300uM T
3uM 30uM | 300uM 3uM 30uM | 300uM T
3uM 30uM | 300uM 3uM 30uM | 300uM T

IOTMMOO®m>

Molécules testées
FLU
Témoin positif (souche sans traitement)

T Témoin négatif (RPMI)

Figure 45 : Plan d'une plaque pour les tests de I'activitéfangique des molécules

(.)_
N
/@ ];j\\ résazurine
HO O (o]

NADH / H*

NAD*, H,0

O/@b;l résorufine
H (6]

Schéma 74 Réduction de la résazurine en résorufine danseides vivantes (en présence de NADH).
Les CMIs ont été déterminées et exprimées comnm ktaoncentration de molécule

testée qui entraine 50% d’inhibition de la croisgades cellules en comparaison au témoin
positif (cellules non traitées).
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2.2. Analyse des résultats

L’activité antifongique sur six isolats cliniques @. albicansa été évaluée pour trois
composes de la série benzofuro[@]@yrimidine : les composél’3, 37, 41 L'ensemble des
résultats obtenus sont résumeés dans le tableabdE2sous :

Tableau 12 :Activité des composé33, 37, 41, ducercosporamide(CERCO) et dufluconazole(FLU) sur 6
isolats cliniques d€. albicans

CMI (uM) *
CAAL93 CAAL97 CAAL2 CAAL28 CAAL111 CAAL117

=
NH
33 Ho@fog\'% >300 >300 >300 >300 >300 >300

Composé Structure

OH H-N,Z(
37 WH >300 >300 >300 >300 >300 >300
(o} (¢]
) CONH,
OH =
41 LSO, >300 >300 >300 >300 >300 >300
OH Q °
CERCO O™ 10321232 933+185 9014113 >300 >300 >300
(0]
HO CONH,
O
FLU i { - 0141007  0,19:011  >100 >100 >100 >100

" Les valeurs représentent la moyenne + écart-tgseedpériences réalisées au moins deux fois. Lels Gt
été déterminées comme étant les concentrationsmpasés qui produisent 50% d’inhibition de la csaigce
par rapport a celle du témoin non traité.

Les valeurs de CMI obtenues pour le fluconazolet sem adéquation avec le
comportement des souches vis-a-vis d’'un traiteraenfluconazole : environ 0,2 uM (0,06
mg/mL) pour les souches sensibles et >100 uM (>§0) pour les souches résistantes.

Sur les deux souches sensibles et une des souébissamtes, le cercosporamide
présente une valeur de CMI d’environ 100 uM (envi8@ pg/mL) ce qui est en accord avec
les résultats de la littérature qui vont de 30 M tg/mL}?® & 270 uM (90pg/mLife. Par
contre pour trois des souches résistantes aucuear e CMI n’a pu étre calculée aux doses
testees.

En ce qui concerne les compo88s37 et41, aucun effet d’inhibition de la croissance
n'est observé quelle que soit la souche, sensiblégistante.
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3. Etude de la restauration de la sensibilité audlconazole sur des souches résistantes de
C. albicans

Une des hypotheses de départ de ce travail de éageque I'inhibition deCaPkcl
pouvait entrainer une restauration de la sengbdil fluconazole de souches résistantes,
comme publié par La Fayetat al'’ Afin de vérifier cette hypothése, nous avons nmis e
place un test qui permet de mesurer les effetad®Jadministration du fluconazole et des
molécules cibles sur la croissance des souchesta®tds au fluconazole sélectionnées pour
cette étude. Ce test de co-administration estriéshi test en damfét???et de la méthode
EUCAST pour déterminer la restauration de la sdlitéilo’'une souche.

3.1. Principe de la co-administration

Le test de co-administration mis en place a leaataristiques suivantes :

- Conditions de milieu (RPMI), de dilutions des #mlles (dans le DMSO puis dans
le milieu RPMI) et de culture cellulaire préconisgmar TEUCAST.

- Ajout de la résazurine afin de pouvoir quantifipar fluorimétrie, le nombre de
cellules viables dans chaque puits.

La préparation des plaques se fait en deux tempboB les puits sont remplis avec
le fluconazole aux différentes doses choisies18,5 - 25 - 5QuM final dans le RPMI) puis
congelées. Les molécules cibles sont ajoutéeg fysnt les cellules, aux doses choisies (0 -
3 - 30 - 300uM final dans le RMPI) afin de limiter au maximurns leteractions possibles
entre le fluconazole et les molécules cibles. Ladliles sont ensuite ajoutées a partir d’'une
suspension a f@ellules/mL obtenue & partir d’'une culture de Zuhgélose Sabouraud. La
résazurine est ajoutée dans les mémes conditioesdgus le test de mesure de l'activité
antifongique, c’est-a-dire aprés 24 h d’incubati@n37°C des cellules en présence de
fluconazole et des molécules cibles dans les ptag@euits (Figure 46).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
ouM 3uM 30uM | 300puM| OpM 3uM 30 uM | 300 uM
A T+
B T+
C T+
D T+
E T-
F T-
G T-
H T-

I Concentrations en FLU

Concentration en molécules
FLU + Molécule

T Témoin positif

T Témoin négatif

Figure 46 : Conception d’une plague pour les tests en co-adtration
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3.2. Détermination de FICI

Afin de quantifier les effets de la co-adminsitvatidu fluconazole et des molécules
cibles sur la croissance des différentes souctstéet® un index FIC ou FICI (Fractional
Inhibitory Concentration Index) a été calculé conugéerit dans la littérature?

Afin de déterminer l'index FIC, il faut d’abord caller le FIC (Fractional Inhibitory
Concentration) de chacun des composés. Pour unas@mgonné, le FIC est défini comme la
CMI du composé déterminée lors du test en co-adtnation divisée par la CMI du composé
lorsqu’il est administré seul. Le FIC est calcut@ipchacune des molécules co-administrées.
L'index FIC (FICI) correspond a la somme des FIG déférents composés testés en co-
administration.

Autrement dit si I'on teste en co-administratioreunolécule A et le fluconazole, on
utilise les formules ci-dessous :

FICI = FIC, + FICgy en sachant qUEIC, = —CMCI:/;FLU et FICpy = —C?I\I,[FILUM
A FLU

Nous avons utilisé le calcul du FIC index pour stades interactions entre 2 molécules
co-administrées comme recommandé par Odds : “siie(gICI < 0,5), “antagonisme”
(FICI > 4,0) et “pas d’interaction” (0,5 FICI < 4,0). Dans la littérature I'index FIC compris
entre 0,5 et 4,0 est souvent utilisé pour défimreffet additif mais il a été montré que la
plupart du temps il ne s’agissait pas d’'un effalitiid‘réel” des deux molécules mais plutot
de I'addition de deux effets sans interaction eatne/elles?*

3.3. Analyse des résultats

La détermination des FICIs des compo38s37 et 41 et ducercosporamideen co-
administration avec Idluconazole sur 4 isolats cliniques d€. albicans résistants au
fluconazole est présentée dans les tableaux 13514t 16.

Pour chaque compos83, 37, 41 et pour le cercosporamide les CMIs ont été
déterminésen combinaison avec le fluconazole. Deux valeutst#obtenues : la Civbhpose
(notée [composé] dans le tableau) déterminée coétard la concentration en composé qui
permet d’obtenir 50% d’inhibition de croissancepeésence de fluconazole et la GMdnazole
(notée [FLU] dans le tableau) déterminée commet dtanoncentration en fluconazole qui
permet d’obtenir 50% d’inhibition de croissancepasence de composeé. A partir des CMI
qui avaient été déterminées pour chaque compos® sesl, lors des tests de mesure de
I'activité antifongique, des CMI du fluconazole pochaque souche et a partir des CMI
obtenues en co-administration, nous avons calesé-IC pour chaque composé et pour le
fluconazole pour chaque souche. L’addition du FiCcdmposé et du FIC du fluconazole a
permis de calculer le FICI de chaque molécule adbldu cercosporamide pour chacune des
souches résistantes.
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Tableau 13 : Détermination des FICisles composé33, 37 et41 et duCERCO en co-administration avec le
FLU sur CAAL2
CAAL2

Composé Structure y
P CMI (pM) [FLUJ/[composé]®  FICI [FLu) fcomposél®
"\
N/OH N
FLU . f O >100 - -
oH N
N\ NH
33 B0 > 300 4/300 1,04
CONH,
(o)
OH ~N__/(
37 v > 300 > 100/> 300 2,00
0 (e}
i CONH,
OH  N—
N
41 . O\’NHZ > 300 > 100/> 300 2,00
CONH,
o —O
OH
CERCO ® { o 100 0,5/50 0,50
0

HO'
CONH,

Tableau 14 :Détermination des FICisles composé33, 37 et41 et duCERCO en co-administration avec le
FLU sur CAAL28

Composé Structure CAAL28
P CMI (pM) [FLUJ/[composé]®  FICI (FLu) fcomposél®

FLU ] f 0 >100 - -

OH  N—\
NH
33 . m > 300 > 100/> 300 2,00

OH H'N,/(o
37 L > 300 > 100/> 300 2,00
i com—z °
OH N—\
41 A, > 300 > 100/> 300 2,00
CERCO > O o > 300 > 100/> 300 2,00
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Tableau 15 : Détermination des FICisles composé33, 37 et41 et duCERCO en co-administration avec le
FLU sur CAAL111

Composé Structure CAAL111 . >
CMI (pM) [FLU)/[composé]? FICI [FLu] /fcomposeé]
8
FLU D >100 - -
oH N
N\ NH
33 ) > > 300 > 100/> 300 2,0
CONH,
OH H-NJ(O
37 W > 300 25/30 0,35
o} (0]
i CONH,
OH  N—
N
41 - >, > 300 > 100/> 300 2,00
CONH,
o (0]
OH
CERCO > Sa > 300 > 100/> 300 2,00
HO' o

CONH,

Tableau 16 : Détermination des FICigsles composé33, 37 et41 et duCERCO en co-administration avec le
FLU sur CAAL117

Composé Structure CAALL17 . >
CMI (pM) [FLU)/[composé]? FICI [FLu] /fcomposeé]
8
FLU D >100 - -
L
33 BERLN > 300 50/300 15
CONH,
on ' G
37 > L > 300 > 100/> 300 2,00
0 (¢]
i CONH,
OH N:\N
41 SO, > 300 > 100/> 300 2,00
CERCO > S > 300 100/> 300 2,00

HO
CONH,

2 FICI est la somme des FICs de chacun des compgsiés, son tour est définie comme la CMI de chaque
composeé lorsqu'il est utilisé en combinaison digigpéar la CMI du composé lorsqu'il est utilisé seud.valeur
FICI la plus élevée ne peut pas étre supérieur® &r2 raison des concentrations les plus élevétsete pour
chaque composé.

b CMI en combinaison exprimée en [FLU]/[composé]

Tout d’abord le cercosporamide montre un effet gyigee avec le fluconazole
uniqguement dans le cas de la souche CAAL2. On pkus parler de restauration de la
sensibilité au fluconazole de cette souche en peésd’un traitement au cercosporamide. Par
contre les trois molécules cibles ne montrent peffed synergique sur cette méme souche et
ne permettent donc pas la restauration de la skgsibl faut de plus noter une addition des
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effets du fluconazole et du compo88, sans interaction, sur cette souche. Aucune des
molécules testées (cercosporamide inclus) ne pedmeestauration de la sensibilité sur la
souche CAALZ28 ou sur la souche CAAL117 (méme sirpmite derniére on observe une
addition des effets du fluconazole et du comp88¢ sans interaction). Pour la souche
CAAL111, le fluconazole et la molécuB¥ ont un effet synergique avec un FICI égal a 0,35.
Une restauration de la sensibilité de cette soach#uconazole est donc possible grace a la
co-administration du compo8& avec le fluconazole.

4. Test d’'inhibition de biofilm

Il a été montré que les MAPK étaient impliquéessdinformation du biofilm. La
CaPkc faisant parti des MAPK, il est possible queHibition de cette protéine ait un effet sur
le biofilm. C’est pourquoi nous avons testé leetsfid’'un des composeés sur l'inhibition de la
croissance de biofilm déja formé.

4.1. Principe du test

Nous avons choisi de tester les effets du com@3@sét du cercosporamide sur du
biofilm déja formé. Trois souches @e albicans(CAAL121, CAAL124 et CAAL146) ont été
choisies pour leur capacité a former du biofilmneiieu EUCAST (RPMI-MOPS) et dans
des plagues 96 puits apres 24 h d’incubation a@7Aprés 24 h de culture, un biofilm
mature est formé dans chacun des puits de la pR@paits. Le milieu est alors enlevé avec
soin pour étre remplacé par du milieu “frais” coraet le cercosporamide ou le comp88é
pour atteindre les concentrations finales suivanfes 3 - 30 - 300 uM. Les dilutions des
molécules dans le RPMI sont faites comme précqras¢ EUCAST et comme décrit dans la
partie “test de I'activité antifongique”. Ainsi un@emiére dilution est faite dans le DMSO a
partir d'une solution stock a 30 mM puis des ddas intermédiaires sont faites dans le
RPMI. Chaque concentration de molécule est tesiéeimicate. Aprés 24 h d’incubation a
37 °C, 10 pL de résazurine a 700 uM sont ajoutés dhaque puits. Apres 2 h d’incubation
supplémentaire a 37 °C, la fluorescence de la uéserest mesurée suivant le principe décrit
dans la partie “test de I'activité antifongique”’amphotéricine B est utilisée comme témoin
d’inhibition de la croissance du biofilm aux contrations finales suivantes: 0 - 0,1 - 1 - 10
HM. On a ensuite déterminé une CMI qui correspoma éncentration d’antifongique qui
entraine 50% d’inhibition de la croissance du lhofpar rapport a la croissance du biofilm
sans traitement antifongique.

4.2. Résultats biologiques et discussion

Le cercosporamide montre une inhibition du biofitmature des souches CAAL124 et
CAAL146 avec des CMI d’environ 120 uM. Par contagicun effet sur la croissance du
biofilm de CAAL121 n’a été observé méme a 300 uMs Césultats laissent a penser que
I'inhibition de CaPkcl pourrait étre une bonne stratégie pour lubertre la croissance du
biofilm dans certaines souches. Par contre, autfen ur la croissance du biofilm n'a été
observé pour le compo88, sur aucune des souches.

Les pharmacomodulations proposées sur la séribeleofuro[3,2d]pyrimidines ne
permet pas de conserver la capacité du cercospigamiinhiber le biofiim. D’autres
pharmacomodulations sont donc a envisager si l'ounhaite conserver cette propriété
d’inhibition du biofilm.
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Il. Cytotoxicité

Dans la mesure ou des effets de restauration dgbdeé et d’'inhibition de croissance
de biofilm mature ont été observés sur des soudee€. albicans il est absolument
nécessaire de veérifier la cytotoxicité des compaskles. En effet, il faut vérifier que ces
molécules sont moins toxiques pour I'hdte que pleurpathogéne. Nous avons choisi
d’effectuer ces tests sur des cellules Hela.

1. Principe du test

Le test de cytotoxicité sur cellules HeLa mis ainpau laboratoire se fait sur des
cellules mises en culture en milieu RPMI 1640 (18B§) pendant 3 jours dans des flasques
T250. Apres trypsination, les cellules sont traré&#é dans une plaque 96 puits a une
concentration de Par mL. Aprés 24 h d’'incubation & 37 °C (& 5% @ )Cles molécules a
des concentrations finales de 0, 3, 30 et 300 uM ajoutées en triplicate dans la plaque 96
puits. Le choix des concentrations a été fait emction de celles utilisées pour le test
d’activité antifongique et pour le test de restéiorade la sensibilité au fluconazole. Comme
dans la plupart des testsvitro faits au laboratoire, de la résazurine est ajoaptes 4 jours
d’'incubation. La fluorescence est mesurée aprés 2 la dincubation, comme décrit
précédemment. La CMI est calculée comme étantriaesdration d’antifongique qui entraine
50% d’inhibition de la croissance des cellules agrgours d’incubation a 37 °C.

2. Analyse des résultats

La cytotoxicité sur la lignée cellulaire HeLa a éealuée pour les 3 composés
benzofuro[3,2d]pyrimidines33, 37 et 41 et lecercosporamide Les résultats de cytotoxicité
obtenus sont réesumés dans le tableau ci-dessobledlal 7).

Tableau 17 :Valeurs de la CMI des composeés cibles sur lesleslideLa

, CMI (M)
Compose Structure Hela
OH  N—\
\ NH
33 . m 227,53+27,97
CONH,
on "\ 8
37 > " > 300
0 (0]
" CONH,
OH N—
N
41 ST > 300
CONH,
o 0
OH
CERCO > { Yo <3
(¢]

CONH,

Le cercosporamide avait une cytotoxicité assezéélew3 uM. Par contre, les
composes3, 37 et41 ont des cytotoxicités beaucoup plus faibles (ainmd00 fois).

Aux vues des résultats obteniasvitro, nous avons cherché a comprendre le mode
d’action de ces molécules qui montrent une actaitéfongique au niveau de la restauration
de la sensibilité au fluconazole comparable a sdile cercosporamide et une cytotoxicité
beaucoup plus faible. Une compréhension du mécandiaction devrait permettre ainsi
d’améliorer les molécules cibles en travaillantdemouvelles pharmacomodulations.
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l1l. Activités inhibitrices de kinases

Les molécules cibles obtenues, sont des dérivasedwsporamide, inhibiteur connu
de la Pkc deCandida'? Nous avons donc cherché a vérifier I'activité intnibe des
molécules cibles, en comparaison a celle du ceoraspde. Plus récemment, il a été montré
que le cercosporamide était un inhibiteur d’autkesases notamment de la famille des
Mnk.226:124C’est pour cela que les compoS&s 37 et41 ont aussi été testés sur un panel de
kinases par la plateforme de criblage KISSf de Bibsc

1. Inhibition de I'activité kinase de laCaPkcl

1.1. Principe du test

L’inhibition de Il'activité de laCaPkcl est mesurée a l'aide du kit: “PKC kinase
activity” de chez Enzo Life Sciences. Ce kit estéaur le principe d’un test ELISA et utilise
un peptide synthétique spécifique comme substréd 8KC ainsi qu’un anticorps polyclonal
qui reconnait la forme phosphorylée de ce subs@at.kit est développé pour mesurer
I'activité kinase des PKC humaines.

Aux vues des homologies de séquence des PKC husnatnde celle d€andida
notamment au niveau du site de phosphorylations mwons fait des mises au point afin de
pouvoir mesurer, avec ce kit, l'activité de la RlkecCandidasur un extrait protéique brut de
C. albicans Nous avons ensuite mis au point un protocole gprmettait de mesurer
I'inhibition de l'activité de la Pkc d€andidapar les composés cibles toujours sur un extrait
protéique brut.

Le protocole suivi mis au point au laboratoire@gtvement décrit ici. Afin d’extraire
au mieux les protéines, une lyse mécanique estdaits un premier temps (cycle chaud/froid
par bain dans I'azote liquide puis broyage mécanides cellules en utilisant des billes de
verre et un broyeur Miller pendant 6 min a vitessgximale) puis une lyse « chimique » et
une extraction sont faites par traitement avec atupon de lyse (MPER). Les extraits
protéiques ainsi obtenus sont ensuite quantifl&sdie d’'un kit BCA puis conservés a -80°C.

Le substrat spécifique de PKC est adsorbé a facudes puits de la microplaque. Les
échantillons a tester (extrait protéique seul pooe mesure de l'activité kinase et extrait
protéiqgue + composé a tester pour une mesure malition de I'activité kinase) sont mis
dans les différents puits de la plaue a une coret@m mise au point au préalable. L'ATP est
ensuite ajouté pour initier la réaction de phosplation et la plaque est mise a incuber 90
min a 30 °C (Figure 47 - étape 1).

Lorsque la réaction de phosphorylation est termite®epuits sont vidés et I'anticorps
spécifigue du substrat phosphorylé est ajouté adkéintuber la plaque a température
ambiante pendant 60 min (Figure 47 - étape 2).

A la fin de la réaction, les puits sont vidés eteapplusieurs lavages qui permettent
d’éliminer les anticorps primaires qui ne sont fiaé8s de maniere spécifique, un anticorps
secondaire couplé HRP est ensuite ajouté pour micgbation de 30 min a température
ambiante (Figure 47 - étape 3).

A la fin de la réaction, les puits sont vidés ehdeiveaux lavages sont alors effectués
afin d’éliminer tous les anticorps secondaires spnt fixés de maniére non spécifiques. Un
substrat TMB est ensuite ajouté et la couleur btshservée est proportionnelle a 'activité de
phosphotransférase de la protéine kinase prédeigieré 47 - étape 4).
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La présence d’un inhibiteur de I'activité kinaséraime une absence de coloration des
puits. L'ajout d’'une solution acide permet de swpfa réaction du TMB avec I'HRP et
d’effectuer une mesure de I'absorbance a 450 ngu(€i47 - étape 5).

Les résultats sont exprimés sous forme de rapmoitaisorbance obtenue pour les
échantillons en présence des composés testésgsoibance obtenue pour I'extrait protéique
total (ou la PKC humaine pure) en I'absence décmaent.

Extrait ATP ADP
protéique N\ z
sans et
avec Etape 1 P

composé
Substrat

Etape 2

YPAI)

S o5
» e Etape 3 LS

«CHRP D
Etapes clés : Etape 4
Etape 1 : Ajout d’extrait protéique, de molécule et d"ATP ™8
Etape 2 : Ajout d'anticorps primaire reconnaissant la

phosphorylation
Etape 3 : Ajout d’anticorps-HRP secondaire conjugué
Etape 4 : Ajout du substrat TMB
Etape 5 : Mesure de I'absorbance a 450 nm P N\
@ HRP B Etape §

Figure 47 : Résumé du protocole de test de mesure de linbibitle I'activité de la protéine kinase C de
Candida.

Un certain nombre de mises au point ont été natesspour valider la quantité
d’extrait protéique a utiliser (0,8 pg/puits) qeeldue soit la souche testée (CAAL2 ou
CAAL93), la concentration en inhibiteur testée (30@ que ce soit pour le cercosporamide
ou pour les composé&s, 37 et41), le temps de pré-incubation des extraits pro&scavec les
inhibiteurs avant d'initier la réaction de phospfation par ajout de I'ATP (15 min), le
temps d’incubation du TMB (variable d’'une expériere l'autre et dépend surtout de la
température du laboratoire).

La concentration en inhibiteur choisie (100 uM) tpearaitre élevée. Une gamme de
concentration de notre molécule témoin (le cercaspale) a été testée que ce soit sur la
protéine PKC humaine fournie par le kit et sur detraits protéiques totaux de CAAL2 et
CAAL93. A la concentration de 100 uM en cercospadanon a observé une inhibition de
I'activité de phosphorylation de 65% sur la PKC laime (20 ng/puits comme préconisé dans
le kit) et de 40% sur I'extrait protéique total @GAAL2 (0,8 pug/puits). Ces valeurs obtenues
nous ont paru acceptables afin de pouvoir mettri@vedence si les composés testées, dans ces
mémes conditions (100 uM), présentent une actinfiébitrice plus importante (supérieure a
65%) ou une activité inhibitrice plus faible (infure a 40%) en comparaison au
cercosporamide.

Nous avons donc fixé a 100 uM la concentration emposés33, 37 et 41 pour
I'ensemble des tests de mesure de I'activité PKC.
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1.2. Analyse des résultats

Afin de pouvoir comparer I'inhibition de I'activitkinase obtenue pour les composés
33, 37 et 41 a celle obtenue pour le cercosporamide nous avéfesteé une analyse
statistique des résultats en utilisant le logiG@ehphpad prism 7.0. Les moyennes d’au moins
deux manipulations indépendantes dans chacuneothetions sont comparées en utilisant
une “one-way” ANOVA suivie d'un test de Fisher diSD (Last Square Difference =
Difference des moindres Carrés) non corrigé. Leslt@ts sont considérés comme étant
statistiquement significatifs lorsque la valeumpdest inférieure & 0,05.

L’ensemble des résultats obtenus sont résumédaléigare 48.

Inhibition de l'activité PKC
de la PKC humaine
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Figure 48 : Inhibition de I'activité kinase de la PKC humaire des extraits protéiques totaux de CAAL2,
CAAL93 par le cercosporamide et les comp@&s87 et41.
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Les expériences ont été considérées comme vabdsgue le pourcentage d’inhibition
de I'activité kinase du cercosporamide était compritre 35% (CAAL2) et 65% (CAAL93 et
PKC humaine). Que ce soit sur la PKC humaine odesuextraits protéiques d&andidg on
a observé gue le cercosporamide montre une acitiwitBitrice plus faible que les composés
33, 37 et 41 Cependant, il n’'y a que sur I'extrait protéique GAAL2 que la différence
d’inhibition par rapport au cercosporamide estigiguement significative, quel que soit le
COMpOSE.

Les trois composés testés montrent une activitibiinioe tres importante (a 100 uM)
qguel que soit la PKC sur laquelle elle est mesusfdre 98% et 100% sur la PKC humaine,
entre 71% et 88% sur I'extrait protéique de CAAlLLZBviron 80% sur I'extrait protéique de
CAAL93.

Ces 3 composeés sont donc bien des inhibiteursagévité kinase, que ce soit de la
PKC humaine ou d’'un extrait brut de protéinesCdalbicans Nous pouvons conclure que ce
sont de meilleurs inhibiteurs que le cercosporajedeparticulier lorsque les tests sont faits
sur I'extrait protéique brut de CAAL2.

Ce test de mesure de l'inhibition de l'activité &se, valide bien |&€aPkc comme
cible potentielle des compos88, 37 et 41 Par contre l'effet inhibiteur important mesuré
aussi sur la PKC humaine, laisse a penser queoogsasés ne sont peut-étre pas spécifiques
de laCaPkc. Ceci est conforté par le fait que dans nds,tescercosporamide ne semble pas
non plus spécifique de€aPkc. Des travaux publiés plus récemment montrerd Igu
cercosporamide n’est peut-étre pas aussi spécifiguaCaPkc que ce qui avait été décrit
initialement. Enfin, dans la littérature, les pywimes tricycliques sont décrites comme des
inhibiteurs de kinase et ont montré de multiplgsiaptions pharmacologiqué&22°227
Deux possibilités sont a envisager vis-a-vis dbdémce d’activité antifongique (tableau 12
p.87) :

- soit les composés n’arrivent pas a atteindredéle,
- soit le fait d’inhiber laCaPkcl n'est pas suffisant pour conférer une activité
antifongique.

Nous avons aussi fait tester les comp@&®37 et 41 a la plateforme KISSf (Kinase
Inhibitor Specialised Screening facility), pour e@iner leur activité inhibitrice sur un panel
de kinases.

2. Evaluation d’inhibition sur les kinases humaines

Les évaluations biologiques ont été faites suediifites kinases. Les kinases choisies
pour cette étude sonHsSCDK2/CyclineA, HSCDK5/p25, HSCDK9/CyclineT, HsPIM1,
HsHaspine, MMCLK1, RrDYRK1A, Ss&GSK3u/B, Ss€Kld/e et HsAurora B. Le tableau 18
résume l'origine et le role des ces kinases.
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Tableau 18 :Origine et r6le, chez 'homme, des kinases testées

Kinase Origine Famille
HsCDK2/CycIineA228 Humaine CDK
229 Humaine exprimée
HSCDKS/ p25 parEscherichia CDK
coli.
. 230 Humaine exprimée
HSCDK9/CyclineT par baculovirus = CDC2-like
dans des cellules  kinases
d’insecte Sf9
Proto-oncogéne
231
HsPIM1 humain
recombinant PIM
exprimé dans une
bactérie
HsHaspin232 Humaine -
23t i
MmCLK1 Mus musculus CECZ like
inases
234
RNDYRK1A Rattus norvegicus CMGC
SSGSK3a/p Porcine et purifiée -
SsECK1d/g
Porcine et purifiée CK

Humaine exprimée
par baculovirus
dans des cellules

d’insecte Sf9

HsAurora B 23°

Role
CDK2/Cycline A joue un réle dans la progression du
cycle cellulaire, notamment au niveau de I'entrée e
mitose des cellules
CDKS5 est une protéine clé de la dégénersecence des
neurones et est impliqué dans un certain nombre de
maladies neurodégénératives

La CDK9 est surexprimée dans les myélomes, les
cancers de la prostate et les cancers pulmonaires.

Des taux élevés de PIM1 sont observés cdans
différents types de cancers.

Une perte d'activitté de [I'Haspin s’accompagne
irrémédiablement d’erreurs dans I'alignement des
chromosomes, la cohésion centromérique et
l'intégrité des fuseaux mitotiques.

CLKZ1 est une cible thérapeutique intéressante fzour
maladie d’Alzheimer

DYRK1A est surexprimée dans diverses pathologies
(syndrome de Down, maladie d'Alzheimer et de
Huntington), différents types de cancers (cancers
hématologiques et cancers du cerveau) et dans
I'hypertrophie cardiaque.

GSK3 est impliqguée dans des maladies psychiatriques
et neurologiques,des maladies inflammatoires et
différents cancers.

Les protéines de la famille CK1 sont impliquéessdan
la tumorigénése et dans les voies de signaliséigen

a la progression tumorale.

Aurora-B est impliguée dans la séparation de
I'hétérochromatine centromérique et télomérique.

2.1. Description rapide du protocole expérimental

L’activité kinasique est déterminée dans les sohd#itampons appropriées en présence
du substrat, protéine ou peptide, fourni par Piggéx. La réaction se déroule en présence
d’ATP marqué {->P] ATP (3,000 Ci/mmol, 10 mCi/ml3#323¢La radioactivité est mesurée

~

a laide d'un compteur a scintillation Packard apmdition de liquide scintillant ACS

(Amersham).

Les tests, réalisés en triplicate, permettent dsunee le taux de phosphorylation des
protéines substrats associées aux différentes dsnalses activités sont exprimées en
pourcentage par rapport a I'activité maximale, tedeslire en absence d’inhibiteur et desoCl

sont calculées quand cela est possible.
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2.2. Résultats et discussion

Le tableau 19 résume I'ensemble deso@iesurées au cours des essais faits par la
plateforme KISSf. Chaque valeur, exprimée en pumabét la moyenne d’au moins deux
manipulations indépendantes et les écarts typdamtaleurs comprises ent&s5%.

Tableau 19 : Activité inhibitrice des benzofuro[3,@pyrimidines 33, 37, 41 et ducercosporamidecontre un
panel de 10 protéines kinases

Clso (UM)?
33 37 41 CERCOP
X o Me,
inase e e y@Q e
CONH, Lonm, CONH, HO Lonw,
HsCDK2/CyclineA >10 >10 >10 0,77
HsCDK5/p25 >10 >10 >10 5,60
HsCDKO9/CyclineT >10 >10 >10 0,22
HsPIM1 >10 >10 1,29 8,10
HsHaspin >10 >10 >10 >10
MmCLK1 >10 >10 2,69 >10
RnNDYRK1A >10 >10 8,23 >10
Ss@&GSK3a/p >10 >10 >10 >10
SscCK1d/e >10 >10 >10 >10
HsAurora B >10 >10 >10 2,40

2 Les valeurs sont la moyenne d'au moins deux détetinns indépendantes et sont dans les limites H&%
SD.
b Le (-)-cercosporamide est utilisé comme composéfizence.

Les résultats obtenus pour le cercosporamide sutiff&rentes kinases testées sont en
accord avec la littérature. En effet, une actiuitébitrice a I'échelle sub-micromolaire a été
mesurée contre CDK2 (§l= 0,77 uM) et CDK9 (Gb = 0,22 uM). De plus, une activité
inhibitrice inférieure a été mesurée contre AurBréClso = 2,40 uM), CDK5 (G = 5,60
uM) et PIM1 (Co = 8,10 uM). Par contre aucune activité n’a étedée contre les autres
kinases. La pyrimidinone tricycliqu#8 et son homologue de pyrimidinedioB@é sont restées
inactives sur le panel de kinases. En tenant coogtictivité inhibitrice deCaPkc mesurée
lors du test ELISA, ceci suggére que la restaunadi® la sensibilité d’'une souche résistante
au fluconazole (CAAL111) par le compo8& pourrait étre le résultat de I'inhibition de la
CaPkc. Le dérivé 4-aminopyrimidingll présente une inhibition de [lactivité kinase
significative contre PIM1 (Gb = 1,29uM), CLK1 (Clso = 2,69uM) et DYRK1A (Clso = 8,23
uM). Il faut de plus noter que ces activités inhibgs sont plus importantes que celles du
cercosporamide sur ces mémes kinases. Ce compagrenson activité inhibitrice de la
CaPkcin vitro, n’a démontré aucune activité de restauratiotadensibilité au fluconazole
lors des tests effectués au cours de cette théserdlsultats obtenus sur ce panel de kinases
humaines offrent de nouvelles cibles potentiell®srge composeé.

Nous avons effectué lI'alignement de séquencesrdesés humaines avec des kinases
de C. albicans Nous avons alors observé que le domaine kinaseFWe1p, une
sérine/thréonine kinase présente une similitudébl avec le domaine kinase de PIM1
humain. Cette kinase fongique impliquée dans laileégpn des dommages de la paroi
cellulaire chezC. albicanspourrait étre une cible potentielle pour le congpés Des tests
complémentaires restent donc a faire pour vérgieFun31lp est bien une cible pour le
composetl.
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I\VV. Conclusion sur I'activité biologique des benzairo[3,2-
d]pyrimidines

Tout d’'abord, I'activité antifongique des 3 compe$&&nzofuro[3,2dpyrimidines33,
37 et41 et ducercosporamidea été testém vitro sur 6 souches de. albicans Aucun effet
antifongique n’a pu étre montré pour ces 3 compogas ce soit sur les deux souches
sensibles au fluconazole ou sur les quatre souélsedantes. Le cercosporamide n’a quant a
lui montré qu'un effet antifongique limité (CMI digiron 100 uM) sur seulement trois des
souches testées. Ces résultats obtenus pour lesperamide sont en accord avec d’autres
résultats publiés dans la littérature.

La restauration de la sensibilité au fluconazoke gieatre souches résistantes a ensuite
éte testée lors d’essais de co-administration. dreosporamide montre un effet synergique
avec le fluconazole uniguement sur la souche CAfldht le mécanisme de résistance passe
par une mutation sur Erg3). Le composé ciBle montre un effet synergique avec le
fluconazole sur la souche CAAL111 (dont le mécarisde résistance passe par des
meécanismes d’efflux).

Dans la mesure ou des effets de restauration sknkbilité de souches résistantes aux
azolés avaient été observés, des tests de cytidogiar cellules HelLa ont été menés. Les
composes3, 37 et41 n'ont démontré aucune cytotoxicité alors que céllecercosporamide
est de I'ordre du micromolaire.

Les tests d'inhibition de biofilm fongique maturetcté réalisés pour le compdde
et lecercosporamidesur trois souches de. albicanschoisies pour leur capacité a former du
biofilm. Le cercosporamidemontre une inhibition du biofilm sur deux des samghmais
aucun effet sur la croissance du biofilm n’a étsevté pour le compoS3.

Par la suite, l'activité inhibitrice des différentsomposés synthétises et le
cercosporamidea été évaluée sur [@aPkcl (a partir d’extraits bruts protéiques) et sur
PKC humaine (une protéine recombinante). Les coagf® 37 et 41 se sont montrés plus
actifs que le cercosporamide en termes d’activitébitrice sur laCaPkcl et sur la PKC
humaine.

Enfin, I'activité inhibitrice des 3 compos&8, 37 et 41 et le cercosporamideont été
évaluées sur 10 kinases humaines. Au niveau dasdsriestées, le compakeprésente une
inhibition de I'activité kinasique significative sIM1, CLK1 et DYRK1A, plus importante
que celle du cercosporamide.
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DEUXIEME CHAPITRE

Partie A : Synthese des dibenzb|d]furanes
|. Partie théorique : Apercu bibliographique

1. Les dibenzob,dfuranes

Les dibenzofuranes sont des composés hétéroaramsitiqpportants dont le motif
structural est largement retrouvé dans les prodiidgsgine naturelle et leurs dérivés qui
présentent une grande variété d’activités biologgqususcitant un vif intérét de la part des
pharmacochimistes et des biologistes. Des appitatsont également retrouvées dans les
sciences des matériaux pour les diodes électroksnéntes organiques phosphorescentes
bleues?®” Ainsi, des efforts considérables ont été consaavédéveloppement de méthodes
efficaces pour la construction de ces systémegcligues aromatiques. La structure, la
nomenclature et la numérotation du dibenzofurané détaillées sur la figure 49.

1
! 6 C 6 ! 8 99a 9b 2
2 AN O = 2
@ L. @ — 7 3
3 5 aOe > 3 6 5a 0"4a 4
4 4 5

dibenzop,d]furane
Figure 49 : Nomenclature du dibenzofurane

Nous présenterons dans ce chapitre les principauaux décrits dans la littérature en
série dibenzdd,d]furane. Tout d’abord, les cibles et les applicasithérapeutiques de ce type
de composés seront présentées. Les voies d’acceishgtérocycle oxygéné seront ensuite
rappelées.

2. Applications en Chimie Thérapeutique des dibenZb,d]furanes

Les composés qui contiennent un élément de steuclibenzdp,dfurane présentent
un large éventail d’activités biologiques, y corspdes propriétés antipaludiques, anti-
diabétigues, antifongiques, cytotoxiques, antitableuses et antimycobactériennes.

2.1. Dibenzop,d]furanes comme antipaludiques

Les karnatakafuran$ et 2, deux dibenzofuranes (Figure 50), ont été isol¢mrdr
d’Aspergillus karnatakaensfs® Les deux composés ont montré une activité modéréiro
contre un parasitelasmodium falciparuniBD7) sensible a la chloroquine (Tableau 20).
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Figure 50: Structure des karnatakafurahst?2

Tableau 20 :Valeurs de la Gh (ug/mL) contrePlasmodium falciparum
Composé Plasmodium falciparum(3D7)
Clso (ng/mL)

1 3,9
2 3,6
Chloroquine 0,012

2.2. Dibenzob,d]furanes comme agents anti-diabétiques potentiels

La protéine tyrosine phosphatase 1B (PTP1B), un®aBd& intracellulaire non-
réceptrice, joue un réle essentiel dans la réguiadu taux d’insuline en déphosphorylant le
récepteur de linsuline activé®’ En 2010, Lakshminarayaret al. ont décrit une série de
nouveaux dérivés de l'acide dibenzm]furanne monocarboxylique. Les dérivés de I'acide
dibenzop,dfuranne monocarboxylique ont été synthétisés,atérizes et évalués pour leur
capacité a inhiber la PTP1B vitro afin de les utiliser comme agents antidiabétiques
potentiels. Parmi les composés testés, le comphsa présenté une capacité a inhiber la
PTP1Bin vitro avec une valeur & de 82 nM. Il a été criblén vivo en tant que candidat
meédicament pour l'activité anti-diabétique. Il amr@ une réduction significative du poids
corporel, de la glycémie a I'état d'alimentatiomr, ld glycémie a jeln, des taux plasmatiques
de glucose et de cholestérol plasmatique et unectié non significative des taux de
triglycérides plasmatiques a jetin chez la scifis.

T oon Cl,, = 82 nM

Figure 51 : Structure du composE

2.3. Dibenzop,d]furanes comme antifongiques

Carotenutaet al?*! ont effectué un criblage systématique des compaiséstifs chez
les Allium du sud de I'ltalie. Ils ont trouvé trois nouvealikenzofuranes dans les bulbes du
poireau,Allium porrum lls rapportent I'isolement et la caractérisattnces composes, ainsi
que leur activité vis-a-vis du champignBuasarium culmorumC’est le premier rapport sur la
présence de dibenzofuranes chez des plantes apgarsal genrdllium.
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Trois dibenzofurane$, 2 et 3 ont été isolés a partir Ailium porrum Lorsqu’ils ont
été testés contre le champigrieumsarium culmorumles composeés, 2 et 3 présentaient des
valeurs de DB de 20-30pg/mL. lls ont donc montré une activité antifongigoentre
Fusarium culmorum

MeQ O OMe HO O OMe HO. O OH
L (L ®

COOH COOH COOH

1 2 3

Figure 52 : Structure des 3 composés dibenzofurdn@set 3 isolés dAllium porrum

2.4. Dibenzop,d]furanes comme cytotoxiques

Les topoisomérases de type Il sont indispensalieyia cellulaire : présentes partout
dans 'organisme, elles sont d’excellentes ciblageht médicamenteux. Les inhibiteurs de la
topoisomérase Il empéchent la séparation de I'erzmtde 'ADN puis créent des complexes
de clivage qui empéchent la multiplication bactéme Les topoisomérases sont aussi la cible
de plusieurs médicaments anticancéreux qui augmtetdse complexes de clivages pour
aboutir a 'apoptose de la cell .

La popolophuanonk (Figure 53), isolée de I'éponge marine de Pohbysidea spp
par Carneyet al.en 1993* est un puissant inhibiteur de la topoisomérass firésente une
cytotoxicité hautement sélective contre les ceflutancéreuses pulmonaires non a petites
cellules humaine¥'

Cl,, = 400 NM

Figure 53 : Structure du popolophuanoke

2.5. Dibenzop,dfuranes comme antibactériens

La résistance bactérienne aux médicaments est aliepre d'importance majeure
dans le monde entier car cela pourrait avoir des@guences dévastatrices sur la santé
publigue. La découverte de nouveaux agents antimiens améliorés est donc l'un des
besoins les plus urgents. Certains benzofuranesataibnt de tres bons effets antiviraux, par
exemple : le composé responsable de cette acétaié I'achyrofuranel, un dibenzofurane
polyoxygéné prénylé, qui présentait une activitébactérienne extraordinaire contre un
ensemble de bactéries Gram positives cliniquementingntes, y compris le SARM
(Staphylococcus aureugésistant a la meéthicilline) et le SAVISigphylococcus aureus
intermédiaire vancomycine) avec une valeur CMI ¢ M2 D’autres dibenzofuranes
naturels, tels que les compogast 3 ont a également montré une activité antibactéeervec
des CMko submicromolaires (Figure 5&)°
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HO
OH
L
HO o o
o
CMI,, = 0,1 uM CMI,,=3,7-7,2 uM CMlg=1,9-3,9 pM
1 2 3

Figure 54 : Structures de dibenzofuranes naturels antibaotérie

D’aprés les travaux réalisés par Oramas-Royal.ete dibenzofurann@8 avec des
chaines propyle en C-2 et C-8 présentait une #eti@htibactérienne avec des valeurs
comparables a celles du dibenzofurane-achyrofuraheel (Figure 55)83

CMig, = 0,5 uM

Figure 55 : Structure du composé dibenzofur@@

2.6. Dibenzop,d]furanes comme agents antituberculeux

La tuberculose reste une maladie infectieuse geivhautement contagieuse, qui
représente actuellement la deuxiéme cause de dées le monde. Le 3,3-diméthyl-
3H:benzofuro[3,X[1]benzopyrane 1 et le 1,2-dihydro-3,3-diméthyl-3H:benzofuro[3,2-
fl[1]benzopyrane2 (Figure 56) présentent une activité spécifiquetreotes stéroides de la
paroi cellulaire deMycobacteriumet Nocardia avec des CMb dans la gamme de 1-10
ug/mL, suggérant que leur activité devrait résidengdla perturbation de la biosynthése des
acides mycoliques présents dans les parois cedlsldies deux microorganisnté§248

CMlgg = 1-10 pg/mL , CMlg, = 1-10 pg/mL
1

Figure 56 : Structure chimique du compo$&t de son analogue rédait

Les composéd et 2 ont également démontré de bonnes activités céetreouches
mycobactériennes pharmacorésistantes. Ces compmesraissent comme des agents
antituberculeux spécifiques prometteurs avec désukade CMdo de 10 pg/mL, car ils ne
présentent pas de cytotoxicité significative comd® cellules mammiferes, ni d'effet sur la
croissance de diverses bactéries et champigiibns.

103



Partie A : Synthese des dibenzbl|d]furanes

Poursuivre le développement de nouveaux agentsul@tculeux, Surineni etl. ont
effectué la synthése et I'évaluation antimycobaetére de nouveaux thiazolyl-1,2,3-
triazolyl-acétamides liés au dibenzofurane. Dangsleétudes, ils ont rapporté que trois
composésj (CMI = 1,56ug/mL); 6aet6p (CMI = 3,13ug/mL) présentent une activité anti-
mycobactérienna vitro contreMycobacterium tuberculosid37Rv (Figure 57§

OY\N/N\‘N NH
oY

CMI = 3,13 pg/mL CMI = 1,56 pug/mL CMI = 3,13 pg/mL
6a 6j 6p

Figure 57 : Structure chimique des compo&ss 6j, 6p

Yempala etl. ont rapporté 10 composeés pour I'activité anti-nbpaxieriennen vitro
contreMycobacterium tuberculosid37Rv, parmi les eux, le 2- (4-méthoxy-2-méthyipyig
-3H-benzofuro[3,Z&]benzofurane 109 était plus actif avec une CMI de 3,18/mL et a
montré une cytotoxicité plus faible avec un boreithérapeutique (Figure 58},

i OMe
~
O O O OMe

o}

CMI = 3,12 pg/mL

Figure 58 : Structure chimique du composéc

3. Synthése des dérivés dibenzpfljfuranes

En raison de leur importance, notamment en ternmapplications biologiques,
plusieurs méthodes pour la synthese de dérivéazifigraniques ont été développées a partir
de nombreuses réactions inter- et intramoléculaires

En général, il y a principalement deux méthodesr poanstruire I'’hétérocycle
dibenzofurane et quelques approches synthétiguessés.

Une premiére voie d’'acces implique la formatiortiahé de composés diaryléthers,
suivie d’'une fermeture de cycle par formation d’'liaéson carbone-carbone. Ce processus
intramoléculaire peut se faire par arylation dieechétallo-catalysée a partir de dérivés
halogénés, par une réaction de type Pschorr eremqumésde sels de diazonium ou de
trifluoroborate, par C-H arylation décarboxylatiea par couplage diaryle oxydant pallado-
catalysé de type Fagnou. Enfin, des réactions deopiclisation de dérivés méthoxylés et de

cyclisation pallado-catalysée d'esters trifliquamtségalement décrites dans la littérature
(Schéma 75).
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X
R formation
N - ol Zh
o) — > R | ] R
de liaison C-C o)

X =Cl, I, N,", BE,K, COH, H, OCH, OTf

Schéma 75 Voies d'acces aux dibenzofuranes substitués & plertliaryléthers

La seconde approche implique la préparation ieitthd dérivés 2-arylphénol& une
réaction de Suzuki notamment, puis la formationnd’diaison éther intramoléculaire par
substitution nucléophile aromatique a partir deivédr halogénés, nitrés, de sels de
diazonium, par réactions tandem pallado-catalyd&éesivation C-H et de cyclisation C-O ou
par déshydratation de biphénols (Schéma 76).

formation
17 7 2
de liaison C-O

X =F, Cl, Br, NQ, N,", H, OH

Schéma 76 Voies d’accés aux dibenzofuranes substitués & pler2-arylphénols

3.1. Formation de liaison C-C intramoléculaire a peir de diaryléthers
3.1.1. Synthése de dibenzofuranes par cyclisationcghalogénodiaryléthers

En 2004, Liu et Larock ont décrit une voie efficapour synthétiser des
dibenzofuranes. Elle implique la réactioroibdophénols avec des triflates de silylaryle en
présence de CsF pour donner des diaryéthers iod@®sitionortho.?>* Ces derniers sont
ensuite cyclisés par une C-H arylation intramolaitalen utilisant un catalyseur palladié avec
de bons rendements. Cette chimie tolere une vat&groupes fonctionnels (Schéma T#).
mécanisme réactionnel met en jeu un intermédiareyne, obtenun situ par désilylation
initiale du compose par les ions fluorures, qui subit ensuite I'at@ducléophile du dérivé
phénoliquel.

Qr, - QL — "0 — T

la:R=H 2 3a:R=H 4a:R=H
1b: R = COOMe 3b 'R = COOMe 4b : R = COOMe
Schéma 77 {i) CsF (3 éq), MeCN, t.a., 10 h ; (ii) Pd(OAcPCy;, 100 °C, 24 h4a= 70%,4b = 80%).

L’acces aux précurseursiododiaryléthers est également décrit dans léréture,
avec des rendements de 40% a 98%, par réactiom entréactif de l'iode hypervalent, le
diacétate d’iodobenzéne, et des dérivés phénoliadsstitués généralement par des
groupements électroattracteurs (Schéma?%8)a cyclisation intramoléculaire est ensuite
réalisée en présence de Pd/C, d’acétate de sodinmleN,N-diméthylacétamide (DMA) a
140 °C avec de tres bons rendements.
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ACO\I/OAC
: N [
LN+ 2) mon, | CIND| X 1)
OH 80°C 0 o
1 2 3
Pd/C (0,3 mol%)
> R—//\
NaOAc, 140°C, DMA o
4

Schéma 78 Voies d’acces aux dibenzofuranes substitués & pbotiododiaryléthers.

De maniere intéressante, la synthése d’'un déiivéndofuranique substitué par un
groupement donneur (OMe) a pu étre realisée ar phrtio-chlorodiaryléther correspondant
en présence d'acétate de palladium(ll), d’'un ligahd’'une base a 130 °C, a nouveau de le
DMA, avec un rendement de 81% (Schéma?73).

MeQ

Meo\©\§© Pd(OAc), PCy-HBF,

K,CO;, DMA, reflux,

81%
1 2

Y

Schéma 79 Voies d’acces au 2-méthoxydibenigal]furane a partir de ¢-chlorodiaryléther correspondant

3.1.2. Synthése de dibenzofuranes par réactions tem de dénitrification / activation C-
H catalysées au palladium

Les sels de diazonium sont faciles a préparerratdipuler et ils ont été largement
utilisés comme substrats efficaces dans diversesformations organiques. Les conditions
de réaction pour la formation de dibenzofuranesrdirpd’o-(aryloxy)anilines diazotées ont
été examinées. Cette réaction a été découver@rnpabe et Ullmann en 188%-2>*Plusieurs
promoteurs de radicaux libres (hydroquinone, gn@lal, CuSQ, FeSQ, etc.) ont été
découverts; ceux-ci agissent comme des donneulsctténs et favorisent un mécanisme
radicalaire.

En 2011, une méthode efficace et pratique a étélagwée pour la formation des
dibenzofuranes a partir de selsomho-(aryloxy)aryldiazonium par action de l'acétate de
palladium(l1)?*®> Le protocole utilise l'acétate de palladium commatalyseur dans de
I'éthanol en reflux en I'absence de base (Schéma 80

2
! 2 Pd(OAGC), (5 mol%) R, R
; o ;3 EtOH, reflux, 0,5-1h I toj l 3
R

75-93%

1 2
Schéma 80 Cyclisation Pd(OAg)catalysé a partir des tétrafluoroborates de 2-gkgaryldiazonium
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Une large gamme de tétrafluoroborates de 2-phémglkj@zonium, comprenant des
groupes chloro, bromo, fluoro et méthoxy, ont éig anréagir selon ce protocole pour donner
les dibenzofuranes correspondants avec des rentieélerés. Ni la nature électronique, ni
I'encombrement stérique du substituant sur lesesyafromatiques n’ont eu d'influence nette
sur la réactivité. Lorsque-Rest modulé, il a été trouvé que les substitualestréneutres,
riches en électrons et déficients en électrongitabus de bons substrats pour cette réaction.
Pour les groupesaRionneurs d’électrons sont compatibles avec cegotg.

Des cyclisations radicalaires utilisant des trifllmorates ont également été mis en
ceuvre?®® Par exemple, un protocole réalisé dans I'eauaid libre et employant du nitrate
d’argent catalytique et du persulfate de potassstmechiométrigue a conduit a des
rendements de cyclisation acceptables. Ces réadmitype Pschorr, impliquant des cascades
de cyclisation/piégeage de radicaux en tandenstiéat I'utilisation de conditions douces
pour la génération du scaffold tricyclique (Schémny?>’

<ies PO, S5 o
0 PhCR/H,O (1:1), 60 °C, 1 h o
1 2

R = H (65%), CE(65%), F (69%), COOMe (57%)

Schéma 81 Cyclisation de type Pschorr utilisant des orgafiotroborates comme précurseurs de radicaux

3.1.3. Arylation directe intramoléculaire pallado-@atalysée d’acides benzoiques par
décarboxylation en tandem/activation de C-H

L'utilisation d’acides carboxyliques comme source darbone pour les réactions
catalysées par des métaux de transition est unmedmpenvisageable.

Un protocole pour l'arylation directe intramoléauéacatalysée par le palladium des
acides benzoiques est décrit par Wastgal. en 2009. Il combine la décarboxylation et
I'activation de C-H en un seul processus efficaoeec le systeme catalytique optimisé du
trifluoroacétate de palladium, du carbonate d’argetndu mélange de solvants appropriés
(DMSO/dioxane), les dérivés du dibenzofurane senémt en méme temps qu’un produit
secondaire correspondant a la décarboxylation thpoeé de dépait(Schéma 823°8

N o Pd(TFA), Ag,CO,
R \| - 1N RN 2
o > R—1 P | /—R
DMSO/dioxane, 150 °C, 14 h o
'_R
1 39-85%

Schéma 82 Arylation directe décarboxylative d'acides 2-argbenzoiques catalysée au palladium

Une variété de dérivés du dibenzofuréha pu étre générée par cette méthode. Les
acides 2-phénoxybenzoiques ayant a la fois des substituants électrodonneurs e
électroattracteurs ont donné les produits cycls@sespondants avec des rendements isolés

de moyens a bons (39-85%).
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Il est important de noter que les groupes fluoratdorure et méme bromure sont
tolérés dans ce processus. Ces groupes fonctiond@isérét permettent d’autres
fonctionnalisations, fournissant ainsi un avantdginct de cette méthode par rapport aux
réactions d’arylation directe intramoléculaireigtint des halogénures d’aryle.

Il est important de noter que toutes les réactimestionnées ci-dessus se déroulent
avec une excellente sélectivité par rapport auxctig@s secondaires de proto-
décarboxylation.

Maetaniet al. présentent une approche utilisant des acito-aryloxybenzoiques
pour la synthese de dibenzofuranes, reposant ausgine C-H-arylation décarboxylative
catalysée au rhodium, et donnant le produit désiex un bon rendement (Schéma 83). La
réaction est largement applicable a des substoatam diverses fonctionnalités

COOH

R i | Rh(acac)(cod), KI/AgO‘ LN N ,
o > R | ——R
_ , 160°C, 10 h
1 \:—R 72-91% 2

Schéma 83 C-H-arylation décarboxylative d’acides 2-aryloxgkeiques catalysée au rhodium

Les acides 2-phénylbenzoiques portant un Me ouMe @ la positiorpara du cycle
phénoxy ont été convertis en dibenzofuranes déaués un bon rendement. Les substituants
halogenes (F, Cl et Br) sur la positipara du noyau phénoxy ont également été obtenus avec
un bon rendement. La présence d’'un substituant Mpaositionortho du groupe phénoxy
n'affecte pas la cyclisation. Des substituants fgpahes, tels que F, Cl et Br, du c6té de l'acide
benzoique sont aussi compatibles avec le procédé ponner les dibenzofuranes
correspondants avec de bons rendements.

Shen et al. ont aussi rapporté un protocole concis et efficaoar I'arylation
intramoléculaire catalysée par le palladium d’'asideylcarboxyliques avec des halogénures
d’aryle a travers une voie de couplage croisé téoatative (Schéma 84§°

Pd(OAc), PPh

@“@ K,CO,, NMP ]

COOH  Br
1 120 °C, 24 h, 83% 2

Schéma 84 Synthése du dibenzm]furane2 parcouplage décarboxylatif intramoléculaire
3.1.4. Synthese de dibenzofuranes par couplage dje oxydant pallado-catalysé

Les travaux sur la synthése d’analogues benzofyumasidu psoralene, furocoumarine
intercalant de [I'ADN, ont permis daccéder a desM&O, 3-MeO ou 4-
MeOdibenzop,dlfuranes par couplage oxidant en présence d’acémtpalladium(ll) dans
I'acide acétique ou trifluoroacétique ou par phpdel (Schéma 839! Cependant les

rendements de réaction sont restés tres faibldgrdee de 15 a 30%.
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B e PN
o OMe OMe
R ) 3a 4a
@\ . t@ i ) MeO
. @\O@OMG_ 4b 4c
R' et R = H ou OMe 3b ﬂ» OMe

O

1 2

4b
Conditions : (i) K2COs, CwO, reflux ; (i) GHaiz, hv (150 W), 4 ; (iii) AcOH ou CRCOOH.

Schéma 85 Synthése de MeOdibenioffuranes par couplage diaryle oxydant pallado-gatal

Les travaux de I'équipe de Fagnou ont montré gaput d'une petite quantité de
carbonate de potassium en présence d’acide pieakgutant que solvant réactionnel a I'air
libre, au lieu de I'acide acétique, permet une gitende reproductibilité, des rendements plus
élevés et une plus grande variété de substratstéaetion conduit a la conversion de
diarylamines et de diaryléthers riches et pauvreslectrons pour fournir respectivement les
carbazoles et les dibenzofuranes correspondartigf@c86y°2

Pd(OAc), (3-5mol%) A
€, - 6
N
O air (1 atm), KCO, (0,1 éq), O

PivOH, reflux
1 rendement jusqu'a 95% 2

Schéma 86 Synthése biarylique oxydée par palladium(ll) sains

D’aprés les travaux réalisés par Bartholomgiual., la construction du dibenzofurane
par une activation C-H dirigée entho est représentée sur le schéma 87. Un couplagpée t
Ullman du 1-bromo-3,5-diméthoxybenzernB @vec le résorcinol2j fournit le diaryléther
correspondant qui a été converti en carbamate deétdyle 3. Dans le processus
d’hétérocyclisation, les conditions de Fagnou pidéogment décrites sont apppliquées mais
en remplacant I'air ambiant par de l'acétate d’'atgdgOAc) en quantité stoechiométrique
comme oxidant final. Les deux isomerés et 4b ont été ainsi isolés avec de meilleurs
rendements de 53% et 36%, respectivement, et avtmmps de réaction dimind&.
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0
OMe OH OMe OJJ\I\ll/
o, 0 00
+ —_—
Me Br HO Me
1 2 3
o
(i OMe o)J\rxll/ OMe
i
o)
—_— +
L0 OO,
4a(53%) 4b (36%)

Schéma 87 (i) 1) Cul, CsCOs, N,N-dimethylglycine, DMF, 135 °C ; 2) MBICOCI| K,CQs, MeCN, 60 °C,
67% ; (ii) Pd(OAc), AgOAC, PivOH, 130 °C, 89%.

3.1.5. Synthése de dibenzofuranes par hétérocycligm de diaryléthers méthoxylés en
ortho ou comportant un groupement triflate

Des applications ponctuelles ont fait état de lasspwlité d'accéder a des
dibenzofuranes par photocyclisation des précurs@urgéthoxydiaryléthers (Schéma 88).

Cependant les rendements restent trés fafffes.
R

R oMe
Me OMe (I) O
—_— MeO O
Me (0) 0)
R =H, Me
1 2
Schéma 88 (i) Lampe a vapeur de mercure, EtOH, 35-36%.

Un autre exemple montre lintérét des esters dqufis pour I'obtention du
dibenzop,d]furane par hétérocyclisation pallado-catalyséecauva rendrement de 96%

(Schéma 89§%°
i i
a0 0,

1 2
Schéma 89 {i) Pd(PPB).Cly, LiCl, DBU, DMF, 145 °C, 96%.

3.2. Formation d’une liaison C-O intramoléculaire apartir 2-arylphénols

3.2.1. Synthese de dibenzofuranes par SNAr intramé&tulaire de 2-arylphénols
halogénés

D’apreés les travaux réalisés par Jepseal, le bromurel et I'acide boroniqu@ sont

d’abord couplés par réaction de Suzuki-Miyaura pdomner le biphényl@ correspondant
avec un rendement de 93% (Schéma?80).
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Br Me OMe
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OoN F B(OH),

1 2 3
(”) HO. O OH (|||) O o
ey e vy
4 5

Schéma 90 (i) PACL(PPh)2, K2COs, DMF, H,0, 80 °C, 4 h, 93% ; (ii) Pyr.HCI, 200 °C, MO, 10nmn91% ;
(i) Cs2C0s, CHsCN, 150 °C, MO, 30 min, 78%.

La déméthylation a été ensuite réalisée en présgaashlorure de pyridinium pour
donner le biphényl-2,4-dio#f souhaité avec un rendement de 91%. En faisanirréag
composét, fluoré en position 2’, avec du carbonate de casaul50 °C dans de I'acétonitrile
pendant 30 min sous irradiation micro-ondes, leeifofurane5 souhaité est obtenu par
fermeture de cycle intramoléculaire, avec un rerefgrde 78%1*

Dans le méme type d’approche, le couplage chingmsélectif de Suzuki entre des
1,2-dihalogénoarénes et I'acide 2-hydroxyphénylbmpe conduit biaryl phéndl, qui subit
ensuite une cyclisation intramoléculaire a basecuiere(l) thiophéne-2-carboxylate pour
obtenir le compos2 avec un bon rendement. Cette méthode a une largabilité de substrat
et permet 'assemblage facile d’une grande vadétdérivés dibenzofuranes (Schémaldl).

o}
QLYY OH DMA N N
oz + VU —_— REL- | -/
| \_Rz o = o —
Cl = 120-140 °C
1

82-96%

Schéma 91 Synthése de dérivés du dibenzofurdriepartir de 2-arylphénols chlorés

Termentziet al. ont rapporté la synthese de biphényl-2,5-dsthlorés en position 2’
et obtenus par réduction des précurseurs arylbemrmes2 (Schéma 92). La cyclisation été
réalisée avec succes par substitution nucléophilmaique intramoléculaire en présence de
KOH et NaOAc a haute température dans un tubeésdaéins certains cas, des améliorations
significatives des rendements ont été obtenuesigadgation par micro-ondeé®
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o]
N NaNO,, HCl Xy O
R_QI + > R_. —
NH,
o] Cl
1 2 3 0O
O
NaZSZO4 R—\ | oH KOH, CH3COONa N OH
— > > R—|/
- ° o)
HO CHL.CN, 175-185 °C
35-91%
4 5

R = 6-Cl, 7-Br, 8-Cl, 9-Cl, 8-OCH

Schéma 92 Synthése de dérivés du dibenzofur&rgepartir debiphényl-2,5-diols chloré4

Des travaux trés récents ont décrit la synthesd#édgés benzofuraniques trisubstitués
a partir de 2’-chloro-(1,1'-biphenyl)-2-@ par un mécanisme de substitution nucléophile
radicalaire (SNR1) mettant en jeu une réaction kaine impliqguant des intermédiaires
radicalaires et anions radicalaires (Schéma?$3Cette réaction de photocyclisation
procédant par transfert monoélectronique est égalemécrite « en un pot » a partir des
précurseurs phénofset dihalogénophénylds(Schéma 94).

R R’
s §H B(OH), couplage g OH 2
R Br Ci Suzuki-Miyaura cl hv, eT .
" - O — 5o
0
2
R Rl Rl R3

3 2 1
2 R hv, eT
R3 Br

4 5
Conditions : hv,t-BuOK, DMSO

Schéma 93 Synthese de dérivés du dibenzofurahpar photocyclisation
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R° o R° o

L hv, eT L
A\ ) ——— Wai
R’ d R’ c

Intra-eT

N

D-eT
Crl
CrI

S ve

Pl

RZ

c
Q R Inter-eT . O
o)

R 1
1

Schéma 94 :Mécanisme proposé pour la synthése du dibenzaddrgrar une réaction intramoléculaire SRN1
photoinduité®®

Cette réaction supporte des substituants variéles@ntités de départ et conduit a des
rendements bons a trés bons.

Une méthode originale d’acces a des dérivées beramufjues mono-, di- ou
trisubstitués a été envisagée par réaction enseédbazo-2-cyclohexenondset desortho-
iodobenzéneg via un 2-halo-(1,1-biphenyl)-2-ol non isolé (Schéma 5.

X Rl X
(0] | - 7\
€, - O | LG | G
N OH =
2 0
2 3

1
X =Br, |
Conditions : Pd(PPHk)2, KsPQy, 1,4-dioxane, 70 °C puis €D

Schéma 95 Synthese de dibenzofuranes a partir de 6-diazge®loexénones et d’ortho-iodobenzenes
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Le procédé implique une réactionandem de couplage croisé pallado-
catalysé/aromatisation suivi d’un couplage d’Ulimamatalysé par le cuivre de l'intermédiaire
2-(2’-haloaryl)phénol formé. Les rendements varidat61% a 92% pour des substituants,
principalement donneurs, de types méthyle ou méthox

o)
20 HI !
(‘9 N
.FH/A R2 I

4 L2Pd, L,Pd(0) 5y
| (2)
oxidative I

(3> == g __
addition \
reductive Ar riL
elimination coordination | base \/ E "
Ry A

C '\ migratory A Y
X O’ \Qsemon (I
R *Pd N2
oxidative =
! WL ﬂ?
E

Schéma 96 Mécanisme propogg8

Un mécanisme est proposé par Cheng Pengl.®f pour le protocole ci-dessus
(Schéma 96). Initialement, I'addition oxydante dime d'aryle2 au catalyseur Pd(0) génére
le complexe Pd(IIA qui réagit avec le composé diazoiduear la dediazoniation et forme le
complexe palladium-carbénoid®. Par la suite, I'insertion migratoire du groupeylar
donnerait I'intermédiaireC, suivi de I'élimination pour délivreD et pour régénérer le
catalyseur Pd(0). Ensuite, 'aromatisation de émtédiaireD donne du 2-arylphéndl dont
I'oxygene est coordonné a Cu(l) en présence d'@ase Ipour donndf. L’addition oxydative
intramoléculaire d& produit le complexe Cu(lllfF qui subit une élimination réductrice pour
délivrer le produit finaB et régénérer le catalyseur Cu(l).

3.2.2. Synthese des dibenzofuranes a partir de 2-(#troaryl)phénols
Les travaux de Kumaet al. décrivent la synthese desritro-(1,2-biphenyl)-2-ols3

et leur transformation en benzofuranksorrespondants en utilisant une base (NaH) dans
I'HMPA & 80 °C (Schéma 97f°

NO2 o Ry Ry
Br KOtBU, DMSO NaH, HMPA O
1 + - " Q O - oL 5
R 5 O
R

t.a., 61-92% 80 °C
1 2 3 4
R1 R2 Rendement
CHs Cl 60%
CHs H 70%
H C(CHy)s 80%
CHs CHjs 70%

Schéma 97 Synthése des dérivés du dibenzofurd@epartir 2-(2'-nitroaryl)phénols
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De maniere intéressante une réation de CH arylamopositionortho du phénol est
observée dans la premiere étape. Ici, la réactoa thase (K@u) sur le phéno? génére un
ion phénate qui se transforme ensuite en carbg@brésonance. L’addition du carbanion sur
le bromonitrobenzéng, via une un mécanisme de SNfavorisé par le nitro attracteur en
positionortho du brome, suivie de I'extraction du proton et dedlaromatisation conduit aux
2-(2’-nitroaryl)phénols3 souhaités avec parfois un mélange d’isomértiso/para di a la
délocalisation du phénate et dont les proportiarg dépendre de la position des substituants
sur les subtrats de départ.

3.2.3. Synthese des dibenzofuranes a partir du sealle diazonium de 2-(2'-
aminoaryl)phénols

Récemment, Choet al. ont rapporté une méthode de synthése pratique du
dibenzofurane utilisant des dérivés de 2-(2-amipighénol par diazotationn situ du
groupement amino, suivie par une cyclisation C-@amoléculaire dans des conditions
douces par photocatalyse dans le 2,2,2-trifluosréh(TFE) (Schéma 985*

Photosensibilisateur

NH, ¢
R¥ | BuONO L N
N R— | =R
/._Rz > NG
o X ! TFE, t.a.
43-85%
1 2
Substrat Produit Rendement

O T (’
LT > e

HO
‘;‘ 70%

85%

Bp
JilN<
9 O
SRR G

Schéma 98 Synthése des dérivés du dibenzofurane par photgsata

La transformation nécessite un agent diazotdBu@NO) et est favorisée par
I'utilisation d’'un photosensibilisateur organiquaus irradiations a la lumiére visible.
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Un mécanisme pour la cyclisation C-O intramolégelavecla est montré dans le
schéma 99.

YBUOH How
l 'BUONO pathway (a)

*
T(p-F)TPT~hv
// ‘\Q
l pathway (b) T(>-F)TPT,

\ .
v T(p-F)TPT

O

+* \-

IN.O
& N
n

Schémag9 : Mécanisme de réaction propd¥é

La diazotationin situ de 1a par'BuONO produit le sel de diazonium correspondant
Le produit désiré2a peut étre synthétisé simplement par substitutiocléophile par
l'intermédiaire de la voidl ou II'’ (pathway a) ou la force motrice du processus &st |
formation d’azote gazeux stable, ainsi que [I'hatgcte tricyclique, le dibenzofurane.
L'utilisation de Tp-F)PPT comme photosensibilisateur sous irradiadide lumiere visible a
été trouvée ici pour augmenter l'efficacité de éaation, indiquant I'implication d’'un autre
processus photocatalytiqé€. L'état photoexcité de PF)PPT a un potentiel oxydant
suffisamment élevé pour oxyder le phénolate deefmédiairell avec une force motrice
hautement positive par un processus de transféteaions uniques sous irradiation a la
lumiére visible, fournissant I'intermédiaire oxyrqde Il (pathway b). De plus, dans la voie
b, la formation du radical aryle a partir du fragrhde sel de diazonium peut étre facilitée par
la réduction a un seul électron a partir de-FYPPT, régénérant PEF)PPT dans le cycle
photocatalytique. La cyclisation intramoléculaireCCsubséquente pour donner le produit
souhaitéa.

3.2.4. Cyclisation oxydative des 2-arylphénols enlenzofuranes

D’aprés les études de Yoshiket al., les 2-arylphénols peuvent subir une réaction
d’activation de la liaison C-H / formation de laifon C-O intramoléculaire pour donner des
dérivés du dibenzofurane sous catalyse au pallagddanprésence de peroxybenzoateette
butyle en tant qu’'oxydant et de 3-nitropyridine e¢oenligand dans un mélnage de solvant
aromatique, hexafluorobenzéne, eNJ’-diméthylimidazolidinone (Schéma 106¥.
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Pd(OAGC),
H
RLZ 3-nitropyridine, BzZO@Bu LR S
X Zh 2 > R o Smi
Lo C4F,/DMI, 90 °C, 4h
14-76%
1 2

Schéma 100 Synthese de dibenzofuranes a partir de dérivéglgrenols

Les auteurs ont exploré la modulation des dérivasylbhénolsl pour la synthese de
divers dibenzofuranes. Les 2-arylphénols portard debstituants neutres ou donneurs
d’électrons (R = Ph, Me, OMe, SiM# sur les positions 3’ ou 4’ du cycle aryle ont déres
dibenzofurane& correspondants avec un rendement de 49 a 76%.Usfacpubstitution est
en position 3’, la cyclisation se fait sur le cawbde moins encombré et en position 2’ les
rendements diminuent. La réaction est compatibée d&s substituants halogénés (F, Cl, Br)
méme si les rendements sont plus bas (34-46%).

Selon la méme approche publiée par Xetoal. en 2011, une réaction pallado-
catalysée a été développée en présence du ligRandd 2,4,6-triméthylbenzoate de sodium
(MesCOONa), de KCOs, d’'un second ligand (4,5-diazafluoren-9-one) nsars pour le
cycle catalytique dans le mésitylene a 120 °C aitdisant de I'air comme oxydant. L'étape
de limitation du renouvellement du processus paetne élimination réductrice de C-O au
lieu de 'activation de C-H (Schéma 1G73.

M Pd(OAc), IPr, MesCQNa
R— | AN
N > | =R
o ~
HO K,CO,, 4,5-diazafluoren-9-one
mésityléne, 120 °C, air, 24 h
1 2

Schéma 101 Synthese de dibenzofuranes a partir de dérivéglghe&nols

Avec un ensemble optimisé des conditions de r@acss auteurs ont montré qu’'une
variété de 2-arylphénold peut étre convertie en produit désRkéavec des rendements
modestes a bons (41-91%). Le noyau aryle toler&rdiits substituants en R: des
groupements donneurs d’électrons tels que cétgl, éther ou amine, et des groupements
électroattracteurs tels que cyano, cétone, nitnide, ester ou sulfonamide.

3.2.5. Conversion des biaryles hydroxylés en dibemizirane par déhydratation
Au regard des conditions de Arieeti al.,la zéolite HSZ-360 (catalyseur) favorise la

conversion des biaryles dihydroxylésen dérivés du dibenzofuraeavec des rendements
moyens par déshydratation (Schéma £62).
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Zeolite HSZ-360

R HO R R
A=l g ¢ O
1,2-dichlorobenzéne o

OH R

reflux, 5h
1 2
R = OMe : 48%
R=0H: 33%

Schéma 102 Synthése de dérivés du dibenzofurdrgepartir de biaryles hydroxylds

Une synthese équivalente est également décrite ldaligérature en présence de
superacide de type résine Nafion-H comme catalydeweshydratation, sur le méme type de
composés, et au reflux dedkyléne avec des rendements variables de 40 #%0%.

3.3. Synthese de nouveaux dérivés du dibenzofurapar réaction de Diels-Alder

Dastooranket al. ont synthétisé de nouveaux dérivés du dibenzogupam réaction de
Diels-Alder de I'euparine avec des esters acétgléas activéd’ La réaction est réalisémn

présence de triphénylphosphine comme catalyseus dantoluéne avec d’excellents
rendements (Schéma 103).

La réaction de Diels-Alder est 'une des plus intgotes réactions de formation de
lisisons C-C en synthése organique pour l'obtenttn systéemes cycliques, avec de

nombreuses possibilités pour le controle de laéstdimie et l'introduction de groupes
fonctionnels?’®

COOR g ROOK 4
o)
)m |‘| PPh, (1 mol%) O O
+ 1 >
HO o R Toluéne, 60°C,8h  HO ©
1 2 3
R? R? Rendement (%)
COOMe Me 97
COOEt Et 98
H Me 92
H Et 96

Schéma 103 Synthése des dérivés du dibenzofurapar réaction de Diels-Alder

En utilisant ces conditions expérimentales optiesse I'ester acétylénique
acétylenedicarboxylate de méthyle, ainsi que lepiptate de méthyle et/ou d’éthyle, a
également été examiné dans la réaction de DielsrAdd pot avec I'euparine pour obtenir les
dérivés de dibenzofurane correspondants, avecrmereadements.
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Ce schéma réactionnel a aussi été appligué powdeaccau ruscodibenzofurane
(Figure 59), un composé dorigine naturelle extrdéts racines dd&uscus aculeatus.
(Liliaceae), une plante a feuilles persistantesir paquelle une variété d’extraits a présenté

différentes activités biologiqués’
SO

Figure 59 : Structure du ruscodibenzofurane

Della Rosaet al. ont également rapporté une procédure en une &mpple,
économique et efficace pour synthétiser le systéyeique de type dibenzofurane avec un
bon rendement par la réaction Diels-Alder du 2det3-nitrobenzofuranelg, 1b) et de 1-
triméthylsilyloxy-1,3-butadiéne?). Un groupement accepteur d’électrons trés fettque le
groupement nitro, favorise le caractere diénoptdeces composeés hétérocycliques. Puisque
ce substituant est facilement extrudé dans des ittmmsl thermiques, cette séquence
réactionnelle devient une méthode simple pour Epamation de dibenzofuranes (Schéma
104)278

R% TMSQ
@f\g,Rl . | Toluéne O
° I e O
reflux ¢
la:R'=NO,;R=H 5 62-68% 3

1b:R'=H;R=NO,

Schéma 104 Synthese du dibenzm[d|furane3 par réaction de Diels-Alder
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Il. Partie théorique : Travaux réalisés

La deuxiéme démarche de notre travail a consistétérminer les différentes voies
d'acces envisageables pour la synthése des dérnliBenzofuranes analogues du
cercosporamide. La structure générale et 4 commiisiés sont représentés sur la figure 60.

P

CONH,

dibenzop,d]furane

(0]
Me

8-acétyldibenzdj,d]furane

(-)-cercosporamide R'=H, OH CONH,
R®=H, COC _
H 7-hydroxydibenzdj,d]furane
0
Me
OH

O O OH

HO ¢

CONH,

8-acétyl-7-hydroxydibenzb[d]furane
Figure 60 : Analogues envisagés
Les dérivésdibenzop,d]furanes seront substitués ou non en position 7 yrar

groupement hydroxyle et en position 8 par un growg@ acétyle, tout en conservant la partie
dihydroxybenzofurane-carboxamide du cercosporamide.
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1. Synthese du 1,3-dihydroxydibenz&jd]furane-4-carboxamide

Les travaux de synthese ont d’abord été mis en eepwur accéder au dérivé
dibenzofurane non substitué sur I'un des cyclezé&rmiques afin de valider le choix de la
méthode de synthese la plus appropriée pour cétie. 4a structure du composé final est

représentée sur la figure 61.
OH

I

CONH,
Figure 61 : Structure du composé envisagé

Pour synthétiser I'hétérocycle dibenzofurane, plus démarches peuvent étre
abordées dont les 3 voies de synthése proposékssairéma suivant (Schéma 105) :

OR OR
28: R =Bn 4:R=Bn
_
RO OH 43:R=Me R OH 42:R=Me
CONH,
OR
<
R O
CONH, NO, CONHz N,'X

%/oie 1
OH O
CONH,

VOIeZ/ \ Voie 3
s ﬁi 2

CONHZ CONH,
\ OR OR
[
ﬁ
R OH R OH
CONH, CONH,
29: R =Bn 28:R=Bn
44: R = Me 43: R =Me

Schéma 105 Voies d’acces au 1,3-dihydroxydibenba{]furane-4-carboxamide
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Difféerentes méthodes de synthése en série dibkifofrane ont été décrites dans la
littérature et trois d’entre-elles nous ont sembtéressantes a partir des précurs@@ret 43
déja synthétisés pour la série précédente.

La premiere méthode fait appel a des seiso-(aryloxy)aryldiazonium intermédiaires
pour la formation d’'une liaison C-C intramolécuéaivoie 1). L'avantage de cette approche
est que la fonction nitro, nécessaire pour obtksirsels de diazonium, permet de favoriser
l'acces aux diaryléthers lors de la SNAr initialepartir du 1-iodo-2-nitrobenzene et des
dérivés phénolique?8 et43. La seconde méthode fait intervenir la formatiamd liaison C-

O intramoléculaire a partir de 2-(2'-fluoroaryl)ptuds (oie 2 obtenus par couplage de
Suzuki des précurseurs iodobenzami@@set 44. Enfin, la derniere approche envisage la
cyclisation db-iododiaryléthers obtenus également a partir déstienzamide®9 et44 (voie

3).

1.1. Formation du noyau dibenzofurane a partir deselsortho-(aryloxy)aryldiazonium

La synthése du composé final comporte deux étapesales :
- La réaction de cyclisation.
- La réaction de préparation des diaryléthers.

Deux voies de synthése peuvent étre envisagées iatreduction de la fonction
carboxamide avant ou aprés cyclisation, respectwemla premiére commence a partir des
précurseurs benzamides et la deuxieme débute parefmration des dérivés phénoliques
(Schéma 106).

OR Voie 1 OH O Voie 2 oR
< O —
R OH HO 0 RO OH
CONH, CONH,
[
R =Bn, Me

Schéma 106 Accés au composé cible par deux types de précgrseur

1.1.1. Voie 1 : a partir des précurseurs benzamides
1.1.1.1. Stratégie de synthéese

Le 1,3-dihydroxydibenzd,djfurane-4-carboxamidé peut étre obtenu en 4 étapes a
partir des benzamid&8 et43 suivant le schéma rétrosynthétique (Schéma 107) :
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OH OR OR
— = | U0
HO o RO o RO o
CONH,
|

CONH, CONH,

OR OR OR
HoN O,N
— ) — O
RO o) RO (o) RO OH
CONH, CONH, CONH,
] v 28 : R=Bn
43 : R = Me

Schéma 107 Accés au composé cible

Le composé ciblé sera obtenu aprés la déprotection du complasia cyclisation
intramoléculaire de sels @{aryloxy)aryldiazonium fournira les dibenzofuranéls Le
précurseur de type amine aromatiglie sera obtenu apres la réduction du groupe nitro
correspondant sur le compodé. Une réaction de couplage catalysée par un mdétal d
transition entre des halogénures d’aryle et legdxyybenzamide28 et 43 est la méthode la
plus simple pour la préparation des diaryléthers

1.1.1.2. Travaux réalisés
a. A partir du 2,4-bis(benzyloxy)-6-hydroxybenzami(28)

Il convient dans un premier temps d’accéder au as@pntermédiaire diaryléther. Le
composé28 réagit avec le 1l-iodo-2-nitrobenzéne en présenimeedbase comme agent de
déprotonation dans le DMF pour donner I'interméeiaitrodiaryléthes9 (Schéma 1083%3

OBn OBn
O,N OyN
ASCEE N 63
Bn OH | Bno/©\0
CONH, CONH,
28 49

Schéma 108 Synthése de I'éther diaryliqy®

Afin d’effectuer la synthése de l'intermédiaire étldiarylique, différentes conditions
ont été testées (Tableau 21), selon les réactiépstes dans la littératuf@h-?8° Différents
bases ont alors été testées, un ligahdHdiméthylglycine) a également été utili$é.

Malheureusement, I'analyse du produit brut aprageiment montre que I'éther de

nitrodiaryle désiré n'a pas été formé. Le pro@éfitest entierement retrouvé dans le mélange
réactionnel. La matiére de départ a été récupéree.
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Tableau 21 :Conditions utilisées pour I'obtention de I'étheadilique49

Essai [Cu] Base Ligand Solvant Conditions Résultats
1 Cu KCOs - DMF 24 h, 170 °C Produit de départ
2 Cu KsP Oy - DMF 24 h, 170 °C Produit de départ
3 Cu CsCGs - DMF 24 h, 170 °C Produit de départ
4 Cu NaH - DMF 24 h, 170 °C Produit de départ
5 Cu KOH - DMF 24 h, 170 °C Produit de départ
6 Cul CsCO;  N,N-diméthylglycine DMF 24 h, 170 °C Produit de départ
7 Cul NaH N,N-diméthylglycine DMF 24 h, 170 °C Produit de départ
8 Cul KOH N,N-diméthylglycine DMF 24 h, 170 °C Produit de départ

Du fait des problemes rencontrés lors de cetteeétagus avons décidé de changer le
groupe protecteur benzyle par le groupe protecteathyle pour protéger les fonctions
phénoliques car I'échec pourrait étre expliqué lpdait que le groupement benzyle est trop
encombrant lors de la réaction de substitutiongojhile aromatique.

b. A partir du 2-hydroxy-4,6-diméthoxybenzamide 43

Les mémes conditions réactionnelles que précedemsunt appliguées pour la
synthese du diaryléth&O0 a partir du composé3 qui a réagit avec le 1-iodo-2-nitrobenzéne
en milieu basiquéSchéma 109).

Etant donné gu’il semble difficile de former le dil&ther, plusieurs essais ont été mis
en ceuvre afin d’'améliorer la conversion du dédgéet les résultats sont présentés dans le
tableau 22 suivant :

OMe OMe
02N OZN
D — ) Q)
Me OH | Me (®)
CONH, CONH,
43 50

Schéma 109 Synthese de I'éther diaryliqi®

Tableau 22 :Conditions utilisées pour I'obtention de I'éthéanglique 50

Essais [Cu] Base Ligand Solvant Conditions Résultats
1 Cu CsCGs - DMF 24 h, 170 °C Produit de départ
2 Cu NaH - DMF 24 h, 170 °C Produit de départ
3 Cu KOH - DMF 24 h, 170 °C 15%
4 Cul CsCO;  N,N-diméthylglycine DMF 24 h, 170 °C Produit de départ
5 Cul NaH N,N-diméthylglycine DMF 24 h, 170 °C Produit de départ
6 Cul KOH N,N-diméthylglycine DMF 24 h, 170 °C 11%

Les essais 1 et 2 n'ont pas fonctionné, seul ldyptale départ était retrouvé en fin de
réaction?8?

L'essai 3 a abouti, cependant le produit souhatéobtenu avec un rendement tres
faible de 15948

Afin d’améliorer le rendement de la réaction, nawsns décidé d’'ajouter un ligand
(N,N-diméthylglycine) (essais 4, 5° Malheureusement ces essais se sont révélés ése sa
succes. L'essai 6 a permis d’obtenir, en préserck@H, le produit attendu, mais avec un
rendement trop faible de 11%.
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Dans tous les cas, la conversion du produit derdéjest pas totale au bout de 24 h et
on observe une dégradation du milieu réactionnghe@dant, comparé aux résultats obtenus
pour la synthese de lintermédiaire nitrodiarylétd8, la présence du groupement méthyle
améliore tres Iégérement la réactivité du dérivénaliqued3 utilisé.

Le faible rendement pourrait étre expliqué pardi fue la fonction carboxamide
empécherait la réaction en diminuant la nucléoptdli phénate formé a cause de son effet
attracteur d’électrons. Ainsi, pour faciliter lesges de synthese, la fonction amide pourrait
étre introduite apres la cyclisation.

1.1.2. Voie 2 : a partir des dérivés phénoliques
1.1.2.1. Stratégie de synthese

Le composé ciblé peut étre obtenu en 5 étapes. Le schéma rétr@siynta mis en
place est décrit sur le schéma 110.

&P &P — 4P

CONH,

OR OR
N, H,N
— | Q0| = Lo
RO 0 R 0

v

OR OR
OoN . —
: 2 : 4:R=Bn
/@ 42 :R=Me
RO (6) RO OH

Y
Schéma 110 Rétrosynthése envisagée

La méme séquence réactionnelle que précédemmentappliquée pour obtenir le
composé cibld. Le groupe carboxamide du compdsépourra cependant étre incorporé
directement par substitution électrophile aromagiguec I'isocyanate de chlorosulfonyle sur
le dérivé dibenzofuraniqud .
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1.1.2.2. Travaux effectués
a. A partir du 3,5-dibenzyloxyphénol (4)

Pour la premiére étape, nous avons synthétisé [8-ditkenzyloxy-5-(2-
nitrophénoxy)benzen&() a partir du 3,5-dibenzyloxyphéndl)(et du 1l-iodo-2-nitrobenzene
dans des conditions basiques (Schéma #?1)e produit désiré est isolé avec un bon
rendement de 73%.

En comparant ces résultats avec ceux obtenus mmcéent, on note que la présence
de la fonction amide empéche la réaction aboutisséanformation du composé intermédiaire
nitrodiaryléther.

OBn . OBn
02N (I) OZN
v 0 — )¢
Bn OH ' Bn 0
4 51

Schéma 111 (i) 1) KOH, DMF, 120 °C, 30 min ; 2) 1-iodo-2-rifbpenzene, Cu, 170 °C, 2 h, 73%.

Le composé nitré51 a ensuite été réduit pour donner I'amine aromati§@e
correspondante. Plusieurs conditions ont été testéant d’optimiser cette synthéese. (Schéma
112 ; Tableau 23).

OBn OBn
Q — )
Bn O Bn O
51 52

Schéma 112 Réaction de réduction composé nbie

Tableau 23 :Mise au point de la réduction de la fonction nitro

Essai Réactifs Solvant Temps Température Résultats
1 SnCh MeOH 24 h 80 °C Aucune réaction
2 SnCh, HCI MeOH 24 h 80 °C 65%
3 Zn, NH,CI MeOH 2h 80 °C 92%

L'essai 1 est effectué par réduction chimique ars@nce de chlorure d’étain dans le
MeOH, sans succes, et le composé de départ egienéét?

Le groupement nitro est finalement réduit par ddorhe d’étain dans l'acide
chlorhydrique concentré pendant 24 h (ess&f?d)e composé aminB2 est obtenu avec un
rendement de 65%.

De la méme maniére, la fonction nitro a été rédpéede la poudre de zinc avec du
chlorure d’ammonium pendant 2 h et cela a pernibtehir le composé amirs2 avec un
bon rendement de 92%%

La cyclisation du composB2 a lieu apres la transformation de la fonction amin
primaire aromatique en un sel de diazonium, quieastite chauffé avec de la poudre de
cuivre?®® ou de I'oxyde de cuivre@§° pour former le composé dési8. Malheureusement,
seulement 8% de formation du compds®a été observée en UPLC-MS, une réaction de
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deénitrification sans cyclisation conduit a un privdecondaire diaryléther tres majoritaire au
bout de 30 min (Schéma 113).

OB:ZN (l) OBn N2+ (") OBn O
o || — o

52 53

|

OBnN

/@ produit secondaire majoritaire
O

Bn

Schéma 113 (i) NaNG;, H2S0425%, 0 °C, 45 min ; (i) Cu, 60 °C, 24 h, 6%; ow,Ou70 °C, 24 h, 8%.

Des problemes de synthese sont rencontrés depd’ée cyclisation du compoSse,
bloquant de ce fait toute la suite de la synthesar jobtention du composé cible. Ainsi,
comme dans l'approche précédente, l'analogue dyteétdu dérivé phénoliqud a été
envisagé comme produit de départ.

b. A partir du 3,5-diméthoxyphénol (42)

La méme séquence réactionnelle adoptée dans éapénédente sera appliquée pour
obtenir le dibenzofurané (Schéma 111cf. p 126). Dans cette stratégie, les groupes
hydroxyles sont protégés par des groupements nestiddns le but d’améliorer I'étape de
cyclisation.

En suivant le mode opératoire décrit précedemmémniroxyde de potassium est
utilisé pour déprotoner le 3,5-diméthoxyphéntl)(afin de former du phénolate de potassium
que I'on fait réagir avec le 1-iodo-2-nitrobenzérmair obtenir I'intermédiaire nitrodiaryléther
54 avec un rendement de 78% (Schéma #¥4A noter également que sans la fonction
carboxamide, la réaction de synthese de l'intermgadiaryléther se déroule facilement.

OMe (|) OMe (ii) OMe
—_— —_— @
Me OH Me OK Me (0)
42 54

Schéma 114 (i) KOH, DMF, 120 °C, 30 min ; (ii) 1-iodo-2-nitbenzéne, Cu, 170 °C, 2 h, 78%.
La fonction nitro a été réduite par de la poudreide avec du chlorure d’ammonium

formant le produit aming5 avec un bon rendement de 92% pour un temps réaetide 2 h
(Schéma 11532
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OMe (I) OMe
ON HoN
Q0 — )
Me (0] Me (0]

54 55
Schéma 115 (i) Zn, NH,Cl sat, CHOH, 80 °C, 2 h, 92%.

La cyclisation du compodgsb, en suivant la méthode précédente, s’est dér@yiges
la réaction de la fonction amino avec le nitritesdeium pour former le sel de diazonium qui
est ensuite chauffé avec du cufffeou de I'oxyde de cuivre@§° pour former le composé
désiré56 (Schéma 116).

OMe . ..
() OMe . (i) OMe
. O
—_— —_—
MGQD\O@ M 8M©\O© Me
55 l 56
OMe

LD

Schéma 116 (i) NaNOy, HS0425%, 0 °C, 45 min ; (ii) Cu, 60 °C, 24 h, 11% ;@wO, 70 °C, 24 h, 28%.

Cependant, seulement 28% de formation a partiramposes5 a été observée en
UPLC-MS apres 24 h. L’augmentation du temps detigagusqu’a 48 h et 'augmentation
de la température jusqu'a 90 °C ne permet pas dieater de facon significative la
cyclisation, celle-ci n’excédant pas 30%. On a rpt&in mélange du produit cyclisé et non
cyclisé (diaryléther non aminé) est obtenu. Lorstugemps réactionnel est plus long, une
dégradation du milieu réactionnel est observée.

Cette voie de synthese a été abandonnée car alfma’donné de meilleurs résultats.

En conclusion, les conditions de réaction pouolangtion de dibenzofuranes a partir
d’o-(aryloxy)anilines diazotées sont restées sansesucce composé final initialement
souhaité pour cette stratégie n'a pu étre synthélisutefois, cette voie de synthése nous a
permis d’obtenir un composé intermedidreintéressant pour la suite de nos travaux.

En effet, compte tenu des résultats de la littéeatun couplage CH/CH diaryle
oxydant dans les conditions de Fagiténous permettrait d’accéder a un nitrodibenzofurane
| (Schéma 117) dont la fonction nitro est facilemesrhplacée par un hydrogene la
réduction du sel de diazonium correspondant. Déeapért, cette approche a aussi I'avantage
de fonctionnaliser le bicycle avec une fonctiorranisusceptible d’apporter de la diversité
fonctionnelle notamment aprés réduction en amine.
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OMe
OMe OMe

nouvelle voie d'accés (/@\ Travaux précédents
O O = Me 0 ) > O O

MeO o couplage oxydant @ @ sel de diazonium .q o

NO, O

54

Schéma 117 Réactivité du compossd

1.2. Synthése de dibenzofuranes par couplage diagybxydant pallado-catalysé

Il conviendra donc d’étudier les conditions de ation du composé diaryléthbd
en s’inspirant des travaux effectués en 2008 pagaiuiltet al..Selon les auteurs, la formation
oxydative de liaison carbone-carbone intramolécelaiatalysée par le palladium(ll) dans
I'acide pivaligue comme solvant, a la place deitlacacétique, conduit a une plus grande
reproductibilité, des rendements plus élevés eplunelarge diversité du substrét.

1.2.1. A partir du 1,3-diméthoxy-5-(2-nitrophénoxybenzéne (54)
1.2.1.1. Stratégie de synthese

La rétrosynthése envisagée pour atteindre le cognpise | est donc la suivante
(Schéma 118) :

OH OH O OH
HO o HO o N HO O  NH;
CONH, CONH, CONH,
| Il
OH O OMe
HO 0 NO; MeO o NO,
CONH, CONH,
1l \Y}
OMe OMe
MeO o NO; Me
NO,
\Y 54

Schéma 118 Accés au composé cible

Le composé dibenzofurane ciblligeut étre obtenu en 5 étapes suivant les procgdure
précédemment décrites.
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La désamination du groupe amino du comgdbggermettra d’obtenir le composé cible
I. Le composél sera isolé apres la réduction de la fonction rdiwccomposéll issu de la
déeméthylation des groupes méthoxy du compdsdJne aminocarbonylation directe en C-4
du dérivé dibenzofuran€ sera réalisée, ce dernier étant obtenu par formatiane liaison
C-C a partir du précursebd.

1.2.1.2. Travaux effectués

Pour la premiére étape, la cyclisation en dibenaofe par une activation C-éttho-
dirigée était appropriée pour la fermeture du cyokdiée par le palladium. Les temps de
réaction ont été significativement raccourcis etndeilleurs rendements ont été obtenus
lorsque de l'acétate d’'argent (AcOAQ) a été utibska place du carbonate de potassium. Le
composes7 est isolé avec un rendement de 72% pour un tengasiognel de 4 h (Schéma
119 et Tableau 24?2

OMe OMe
Jal —
Me MeO (@) NO,

NO,
54 57

Schéma 119 Cyclisation du diaryléthes4

Tableau 24 :Mise au point de la cyclisation du diarylétadr

Essai Réactif Solvant  Température  Temps Résultats
1 KoCOs PivOH 130 °C 24 h 6% de conversion
2 AcOAg PivOH 130 °C 4 h 2%

Afin d’améliorer les conditions expérimentales, essai non optimisé d’irradiation
micro-ondes a été effectué permettant de dimireiegrhps de réaction a 30 min et d’isoler le
composés7 avec un rendement de 45%. Lorsque la réactioefésttuée en tube scellé et
sous irradiation micro-ondes, le rendement n'es peeilleur par rapport au chauffage
classique.

Dans la seconde étape, une aminocarbonylation teirem C-4 du dérivé
dibenzofuranes?, en utilisant du chlorosulfonyle d’isocyanate coennéactif électrophile,
conduit au compose8 apres hydrolyse acide de I'intermédidiehlorosulfonylcarboxamide
correspondant (Schéma 120). Le comp®8éest obtenu avec un rendement de 33%A
noter que la régiosélectivité de l'attaque éledtilgpa été confirmée par comparaison des
données spectrales de RMN du composé1 obtenu ultérieurement par une autre voie a
partir du précurseus4 (cf. p 140) pour lequel le CONtest installé avant C-O cyclisation.

OMe OMe OMe

oo Sole. Lo
& (J &
MeO o NO, MeO o NO, MeO (o) NO,
CONHSO,CI CONH,
57 58

Schéma 120 (i) CSI, CHCN, t.a., 6 h; (i) HCI 5M, t.a., 6 h, 53%.
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Le rendement de cette réaction étant plutét modeetes avons essayé de prolonger le
temps réactionnel jusqu’a 12 h (étape 1), 24 péR) en chauffant le milieu réactionnel a 80
°C. Malheureusement, aucun de ces changementsndédiocns expérimentales n’a amélioré
la réaction développée initialement.

Ensuite, la déméthylation du groupe méthoxy a dfécteée. Deux essais de
déméthylation sont réalisés avec deux types ddifi®apécifiques de la déprotection d’éthers
méthyliques en série aromatique que sont I'acidéeleis tribromure de bofé? 28528t |e
chlorhydrate de pyridiniuf®.

La déméthylation par trois equivalents de tribroende bore dans le dichlorométhane
a la température ambiante ou par dix équivalentshttehydrate de pyridinium pure a 200 °C
dans un four a micro-ondes conduit au dérivé dibwge correspondant (Schéma 121 et

tableau 25).
OMe OH
® §) — O §)
MeO o NO, HO o) NO,
CONH, CONH,
58 59
Schéma 121 Déméthylation des méthoxy
Tableau 25 :Mise au point de la déméthylation
Essai Réactif Solvant Conditions Résultats

1 BBr; (3 éq) CHCI2 ta.,2h 46%
2 Pyridine.HCI - 200 °C, MO, 15 min 72%

La conversion du produit de départ est totale damsque cas, mais il y a des
problemes de purification. Dans ces deux cas,ddut voulu a pu étre isolé. Le compds®
est obtenu avec un rendement satisfaisant de 72% lavseconde méthode qui est donc
retenue.

En suivant le protocole publié par Kelgt al., la fonction nitro a été réduite en
utilisant du zinc et du chlorure d’ammonium poumier le compos€&0 avec un rendement
de 62% (Schéma 12253

OH (I) OH O

CONH, CONH,

59 60
Schéma 122 (i) Zn, NH,Cl sat, CHOH, 80 °C, 2 h, 62%.
Afin d’améliorer les conditions expérimentales,ndieu réactionnel a été chauffé a

110 °C permettant de diminuer le temps de réaciioBO min, mais il ne permet pas
d’augmenter le rendement de cette synthese.
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Finalement, la désamination du groupe amino du ca@@0 a été effectuée selon la
procédure précédemment décrite, par chauffagele sel de diazonium, pour fournir le
composé cibl&1 avec un rendement de 52% (Schéma 1¥3).

OH OH OH
® gy o ® W, (i ® )

HO O NH; > HO g Ny — HO 0
CONH, CONH, CONH,
60 61

Schéma 123 {i) H.SOQs 25%, NaNQ@, EtOH, 0 °C ; (ii) 80 °C, 45 min, 52%.

Dans le but de juger du réle de la fonction carlbuxle sur I'activité biologique, nous
avons décidé de synthétiser le dérivé dihydroxydib&urane 62. Dans ce cas, la
déméthylation des groupements méthoxy du comppsea €également été réalisée par
chauffage dans du chlorhydrate de pyridinium purecaun rendement de 66% (Schéma
124)214

o 2 A
® ®
MeO o NO, HO (o] NO,
57 62

Schéma 124 (i) Pyridine.HCI, 200 °C, MO, 15 min, 66%.

En conclusion, le composeé cible est obtenu en pedtavec un rendement global de
8,8% a partir du diéthyléthé&4. Dans cette voie, cing composés, (59, 60, 61, 62) seront
testés en biologie.

Le rendement global obtenu pour cette synthésdagse. Ainsi, dans le but de
I'améliorer, nous avons décidé de développer ugraehréactionnel en réalisant I'étape de
déprotection des méthoxy en fin de synthése, aqrgpression du grouprement nitro. Pour
rappel dans l'approche précédente, les méthoxy giggrotégés avant I'étape de
désamination.

1.2.2. Modification de la voie de synthese pour odxir le composé 61

De la méme maniere que précédemment décrit pobtehdion du composél, la
fonction nitro a été réduite en utilisant du zincde chlorure d’ammonium pour former le
composé3 (Schéma 12553

Le composé&3 est obtenu avec un rendement de 49%. Le renderstfdilble bien
gue la conversion du produit de départ soit totsdms doute a cause d’'une purification non
optimale. Nous avons tenté d’améliorer le renderdentette réaction en utilisant la méthode
publiée par Blancharat al.?®? Le groupe nitro est réduit par du SpQlans l'acide
chlorhydrique concentré pendant 24 h, cependaatreepermet pas d’obtenir le comp68g
et on observe une dégradation du milieu réactionnel
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OMe Q) OMe (i) OMe
MeN02 MeNH2 MeQO O ONzJr

CONH, CONH, CONH,
58 63
OH
(i) QMe O (V) O
— —
MeO o HO o
CONH, CONH,
64 61

Schéma 125 {i) Zn, NH,Cl sat, CHOH, 80 °C, 2 h, 49% ; (ii) kBQs 25%, NaNQ, EtOH, 0 °C ; (iii) 80 °C,
45 min, 46% ; (iv) Pyr.HCI, 200 °C, MO, 15 min, 48%

Ensuite, la désamination du comp@ses’est déroulée apres la réaction de la fonction
amino avec le nitrite de sodiumia la décomposition thermique du sel de diazoniumr pou
intaller un hydrogene apres départ de diazoteughfssant le compo<t avec un rendement
de 46%°%° Le rendement est faible a cause de la dégraddtionilieu réactionnel.

Finalement, la déméthylation des groupes méthadg aalisée par chauffage dans le
chlorhydrate de pyridinium pur & 200 °C sous iraéidh micro-ondes, ce qui a conduit & une
conversion compléte d& pour fournir le composé cibil avec un rendement de 48%6Le
faible rendement est essentiellement di a desérmd d’extraction lors du traitement et de
purification.

En conclusion, cette stratégie a conduit a la petdn du composé final avec, une fois
encore, un rendement global faible de 4,1% a plardiaryléthe’b4. Ce rendement est divisé
par 2 par rapport a I'approche précédente et darunvient dans ce schéma de déprotéger les
méthoxy avant la réaction de désamination du nowdenzofurane. Nous avons
naturellement choisi de développer une autre gfiagfin d’améliorer le rendement global et
d’optimiser le protocole général qui sera emplog@sda pharmacomodulation ultérieure.

Dans cette voie, deux compos68, 64) seront testés en biologie.
1.2.3. Obtention du composé 61 a partir du 3,5-dintiéoxyphénol (42)

Tout d’abord, outre I'intérét en termes de modolatet de diversité fonctionnelle, il
convenait de vérifier I'apport du groupement nitiens le schéma réactionnel. Ainsi, la voie
d'acces a été reprise suivant la méthodologie defté sans le groupement nitro sur le

produit de départ permettant ainsi de s’affrancl@s étapes de réduction du nitro et de
désamination pour accéder au compiké
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1.2.3.1. Stratégie de synthese

La synthese du 1,3-dihydroxydibenkg|furan-4-carboxamidé&l se fait a partir du
3,5-diméthoxyphénot2. Dans cette stratégie, le composé chilesera obtenu en 4 étapes et
la fonction carboxamide sera introduite apres lEisgtion compte tenu des résultats initiaux
(Schéma 126).

OH OMe OMe
mii Qi» — ll;l Qi» p— ‘Jli[jgib
HO o MeO o MeO (0]
CONH, CONH,
61 I 56
OMe OMe
= 0.0 = _Q
Me (0) Me OH

42
Il

Schéma 126 Accés au composé cibéd & partir du 3,5-diméthoxyphénd?.
1.2.3.2. Travaux effectués

La synthése du diaryléth6b a été faite a partir du 3,5-diméthoxyphé#dréagissant
avec l'iodobenzéne dans les conditions basiques girésence d’iodure de cuivre(l), sous
irradiation micro-ondes a 120 °C, pour former Emhédiaire composé souhaité avec un
rendement modeste de 32% (Schéma 127).

OMe ] OMe
ﬁ ’ ﬁ
e I
E—
Me OH I Me o)
42 65

Schéma 127 (i) CsCOs, Cul, DMF, 120 °C, MO, 2 h, 32%.

L’augmentation du temps de réaction jusqu’a 4 haefgmentation de la température
jusqu’a 140 °C ne permettent pas d’améliorer derfagignificative le rendement de la
réaction, celle-ci n’excede pas 32%. Une dégradatiomilieu réactionnel est aussi observée,
ainsi que des difficultés de purification du comfos

Les conditions appliquées pour l'obtention de llagae nitrodiaryléther54: (i)
KOH, DMF, 120 °C, 30 min ; (ii) 1-iodo-2-nitrobenze, Cu, 170 °C, 2 h, 78%f(p 127) ne
se sont pas montrées suffisantes par améliorerifisajivement le rendement (39%),
démontrant ainsi que la fonction nitro est impargmour la réactivité dans I'étape initiale de
SNAr.
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La méme séquence réactionnelle que précédemmesnsste utilisée et le composé
65 a été cyclisé en présence d'acétate de palladiurd’agétate d’'argent dans l'acide
pivalique a 120 °C pendant 2 h. Le compé$eest isolé avec un bon rendement de 73%
(Schéma 1283%2

QMe U] QMe O (i) OMe
Me6/©\0/© Me Med O o
CONHSO,CI
65 56
(i) OMe i OH
iii O O (iv) O O
MeC - 0 HO’— 0
CONH, CONH,
64 61

Schéma 128 (i) Pd(OAc), AgOAc, PivOH, 130 °C, 2 h, 73% ; (ii) CSI, GEN, 0 °C, 12 h; (iii) HCI 5M, t.a.,
12 h, 36% ; (iv) Pyr.HCI, 200 °C, MO, 15 min, 46%.

Une aminocarbonylation directe en C-4 du dérivé@itbenzofurané6, en utilisant du
chlorosulfonylisocyanate, conduit au compédéapres hydrolyse acide de l'intermédidie
chlorosulfonylcarboxamide correspondant. Le commméaité est isolé avec un rendement
de 36%2%928° e faible rendement de cette étape semble eskemmt di a des problémes
d’extraction lors du traitement et de la purificati Cependant, I'absence du nitro peut
modifier la régiosélectivité de la SEAr en favew dycle benzénique non substitué pour
donner des produits secondaires (rendement de b8%asalogue nitré), méme si le nitro
devrait diminuer la réactivité en SEAr.

Enfin, la déméthylation des groupements méthoxi¢aéalisée par chauffage dans du
chlorhydrate de pyridinium suivant la méthode séié par Jepseat al. qui permet d’obtenir
le composé attendsl.?'4

En conclusion, le rendement global de la réactgireecore une fois tres faible (4,7%
pour 4 étapes a partir du 3,5-diméthoxyphéf®)l Lorsqu’on le compare avec celui de la
série nitro qui est de 8,1% a partir 42 sur 6 étapes, il convient de noter que malgr&les
étapes supplémentaires de réduction du nitro dédamination, la présence du nitro améliore
le processus réactionnel, méme si le rendemeret trést faible.

Finalement, il est possible de conclure sur le tutiérét du nitro pour la réactivité
en synthese et pour la pharmacomodulation.

1.3. Formation d’une liaison C-O intramoléculaire apartir 2-arylphénols
1.3.1. Stratégie de synthése

La seconde voie de synthése des dibenzofuranesqimpla préparation initiale de

dérivés 2-arylphénols par la réaction de Suzukamotent, puis la formation d’'une liaison
éther intramoléculaire par réaction d’hétérocytisa(Schéma 129).
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N 2
R :
NS formation
177 - TN ~ N2
OH de liaison C-O O

X = F, Cl, Br, NQ, N,*, H, OH

Schéma 129 Voies d’accés aux dibenzofuranes substitués ar pir2-arylphénols

Les couplages croisés induits par les métaux desitr@an ont ouvert une nouvelle voie
aux chercheurs afin de former de nombreux composganiques a travers une variété de
réactions chimiques. Le palladium est le métalrdesition le plus largement utilisé pour les
réactions de couplage croisé grace a ses capdeitéatalyseur. Le rendement de la réaction
est souvent lié aux substrats et au couple ligase/ltilisé.

Couplage de Suzuki:Le couplage de Suzuki permet la formation d’une liaison
carbone-carbone. L'intérét de cette réaction résides |'utilisation d’'esters ou d’acides
boroniques, composeés stables et peu toxiques. e wh grand nombre de ces produits sont
disponibles commercialement. Cette réaction todtrssi la présence d’une large variété de
groupes fonctionnels et conduit généralement a des krendements avec une bonne
sélectivité. Les autres avantages de ce couplagdastaible quantité de catalyseur requise et
I'utilisation possible de nombreux solvants a difétes températuré® Le cycle catalytique
proposé pour cette réaction de couplage catalyaele palladium s’effectuant entre un dérivé
halogéné ou un triflate et un composé organométedlest décrit sur le schéma £30.

L,Pd(1)
L
R,-R, L —Pd(0) —L R.-X
L . . . 1
Elimination réductrice | Addition oxydante
2L L 2L
L L
R—Pd(I) —R, R—Pd(ll) —X
L L
Transmétallation
Na,CO,
Na,CO, + B(OH), + CQ, L
NaXx

R—Pd(I) - oco,Na

Na,CO. c|)H Na’ |I_
a, -
R,B(OH), —— R2_||3_OH

OCO,Na

Schéma 130 Cycle catalytique du couplage de Suzuki
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Ce couplage implique des catalyseurs mlladium(0) (par exemple Pd(PBW)
commerciaux ou alors génériéssitu a partir d’'un sel de palladium(ll) (par exempledRdou
Pd(OAc)) facilement réduit en complexe Pd(0) actif.

Le cycle est initié par I'addition oxydante du dérhalogéné (ou de son analogue) sur
le métal pour former un complexe de palladium@tte étape s’effectue concomitamment
avec un échange de deux ligands autour de la smleereoordination du complexe de
palladium. La vitesse de I'addition oxydante vaelépre de la nature du groupement partant
sur I'aromatique : | > OTf > Br >> Cl. L'’encombrentestérique de I'halogénure d’aryle n’est
pas un facteur déterminant. Par contre, les argabstitués par un groupement
électroattracteur seront plus réactifs que ceusgutent un groupement électrodonneur. De
plus, I'addition oxydante est également influenpée la nature des phosphines entourant le
complexe de palladium.

La base joue ensuite un réle important : elle ackeycomplexe palladié en formant,
par substitution de I'halogénure, un complexePR(II)-OH qui facilite la réaction de
transmétallation. La base permet aussi la formatiom « ate » complexe par association
avec l'acide boronique. La nucléophilie du groupéé par le bore est ainsi augmentée.

Lors de I'étape de transmétallation, I'atome d’lggioe est remplacé par un résidu
organique au sein du complettans RiPd(I1)X. Elle s’accompagne d’une libération d’acide
borique et de base.

Enfin, le cycle catalytique se termine par une deulimination réductrice. Cette
étape permet la formation de la liaisorrfR et régénere le catalyseur palladié. L’élimination
ne peut s’opérer que si les résiduseRR sont en positioris dans le complexe plan carré.
Cette isomérisation s’effectue juste avant la faiomede la liaison carbone-carbone.

Depuis la publication des travaux de Suzuki et Mrgaen 1981, de nombreuses
applications et variantes de cette réaction ontdéweloppées pour conduire a différents
produits de couplage. Ainsi différents systemescdtalyseurs ont été développés. Nous
citerons par exemple Pd(PHh (PPh).PdCb, (CHsCN),PdCh, (dppf)PdCi, Pd(dbay,
Pd(OAc), Pd(OAc)/dppf, Pd/C, le palladium supporté, ou encore ddalgseurs au nickel
comme (PP#)2NiCl> ou NiCb.6HO. Les trialkyles phosphines moins onéreuses susdi a
utilisées lors de certains couplages. Une autegradtive aux ligands phosphines (sensibles a
I'air) est I'emploi de 1,4-diazabicyclo[2.2.2]ocnune amine tertiaire stable et peu
chére2.37'289’251

De méme, lors de ce couplage plusieurs bases peétrenemployées suivant les
conditions opératoires mises en place:M@, K-CO3, NaOH,t-BuOK, KsPQy, C32COs...).

Ce couplage peut aussi se réaliser a partir dedset®ore. Ainsi, Darses et Genét ont
décrit le couplage d’acides arylboroniques avec sks de diazonium tétrafluoroborates
aromatiques®® De méme, par la suite le couplage de sels de giotastrifluoroborates
d’aryles ou d’hétéroaryles avec des halogénures/ld® ou d’hétéroaryles est rapporté par
Molander?®! En général, les sels de trifluoroborates sont piugéophiles que les analogues
acides boroniques, et plus stables lors de leckate.

1.3.2. Synthese du 1,3-dihydroxydibenzb[d|furan-4-carboxamide (61)

Pour synthésiser le composé cil@ié, la voie de synthese envisagée a partir des
dérivés benzamideg9 et 44, préalablement obtenus, est représentée sur Emschi31l.
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L’analyse rétrosynthétique prévoit I'obtention dwoguit final 61 par déprotection des

hydroxy apres fermeture de cycle sur les composarylghénoldl obtenus par couplage de
Suzuki.

5Ol — &0 £ C

- O
o o) F
RO OH
CONH, CONH, CONH,
61 l: R=Bn Il
64 :R = Me
OR
I 29 :R=Bn
—
RO OH 44 :R = Me
CONH,

Schéma 131 Voie d’accés au composé ciliié a partir des dérivés benzamidz»et 44

Nous avons sélectionné l'acide 2-fluorophénylbagari pour synthétiser le dérivé
biphényle a partir du compos®®. Dans le détail, le dérivé iodoaryB9 a été traité avec
I'acide phénylboronique choisi selon les conditiaiéxrites dans la littératufe®!’" 214 es
deux conditions utilisées (Schéma 132 - TableaunZ)t pas permis d’obtenir le composé
biaryle attend®6. La dégradation du milieu réactionnel est obseagres 2 h.

OBn

B(OH),
Co e L
Bn OH C

CONH,

29 66

Schéma 132 Arylation du dérivé iodoaryl@9

Tableau 26 :Mise au point de I'arylation du dérivé iodoarg@

Essai Réactifs Solvants Conditions Résultats
1 PdCh(PPh)2, K:COs DMF/HO 90 °C, MO, 2 h Dégradation
2 Pd(OAc), PPh, KsPOu CH3CN/H0 90 °C, MO, 2 h Dégradation

Ces résultats nous ont conduits a considérer l@giron du groupe hydroxyle. Nous
avons choisi le méthoxyméthyl (MOM) comme groupenpentecteur. Celui-ci est largement
répandu dans la protection des alcools. Il peet idtroduit facilement, reste stable vis-a-vis
des conditions de déprotection d'autres groupemegmtgecteurs tels que: le silyle,
I'alkoxyacyle ou les dérivés benzyliques et aussnlmans les conditions fortement basiques
ou légérement acidé¥*2%Diverses méthodes ont été décrites pour la dégimmedu MOM
éther, utilisant des acides de Bronsted et degadd Lewig%>2%

Nous avons utilisé le chlorométhyléther (MOMCI) emlieu basique. La mono-
protection de I'hydroxyle nécessite une base ftatle que NaH pour donner le compd@&é
avec un rendement de 93% (Schéma 1%3).
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OBn . OBn
[ () [
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Bn OH Bn OMOM
CONH, CONH,
29 67

Schéma 133 (i) CH:OCH:CI, NaH, DMF, t.a., 3 h, 93%.

Un second essai de couplage de Suzuki a été réais® les mémes conditions que
I'expérience précédente. L’analyse par UPLC-MS atngoune conversion de seulement 12%
pour I'essai 2 (Schéma 134 et Tableau 27).

OBn OBn
[ B(OH),
QT =
Bn OMOM F BnO OMOM

CONH, CONH,

67 68

Schéma 134 Arylation du dérivé iodoaryle protégd

Tableau 27 :Mise au point de l'arylation du dérivé iodoaryi®iegéc7

Essai Réactifs Solvants Conditions Résultats
1 PdCH(PPh),, KoCOs DMF/H,O 90 °C, MO, 2 h Aucune réaction
2 Pd(OAc), PPh, KsPOy CHsCN/H,O 90 °C, MO, 2 h 12% de conversion

Nous suggérons gue les groupes protecteurs bereylp8cheraient la réaction. Dans

le but d’améliorer les rendements, nous avons @édidppliquer la stratégie a partir de
I'analogue méthoxyld4 moins encombré.

Nous nous sommes concentrés sur la réaction déagmyatalysée par le palladium
(I, de l'acide 2-fluorophénylboronique avec lengoosé 44 en présence d'acétate de
palladium, de triphénylphosphine et de phosphatpadassium comme base pour former le
composé&9 (Schéma 135)/ Malheureusement, le composé atteffun’est présent qu’avec
un faible rendement de 26%.

OMe
: B(OH), (i)
QL —
Me OH =
CONH,
44 69

Schéma 135 (i) Pd(OAC), PPh, KsPQ,, CHsCN/H,O (4/1), 90 °C, MO, 2 h, 26%.

L’augmentation du temps de réaction jusqu’a 4 haefgmentation de la température
jusqu’a 120 °C ne permettent pas d’augmenter denfaggnificative le rendement de la
réaction puisque celui-ci n'excéde pas 26%. Unerattgion du milieu réactionnelle est
observée aprés 4 h a 120 °C.
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Ensuite, la réaction de cyclisation du comp69ea été réalisée selon deux méthodes
qui sont résumeées dans le tableau 28 et danséensch36.

69 64

Schéma 136 Cyclisation du composg9

Tableau 28 :Mise au point de la cyclisation du comp&&

Essais Réactif Solvant Conditions Résultats
1 CuTC DMA 140 °C, MO, 2 h Aucune réaction
2 CsCOs CH:CN 150 °C, MO, 1 h 61%

Le diarylphénol69 et du thiophene-2-carboxylate de cuivre(l) ont apgutés au
solvant DMA (N,N-diméthylacétamide) dégazé, sous irradiation micrdes, sans toutefois
réussir a former le composé.t’’

Cependant, la réaction du biary@® avec du carbonate de césium a 150 °C dans de
I'acétonitrile sous irradiation micro-ondes a dorieécomposéb4 avec un rendement de
61%:24

La déméthylation ultérieure a été realisée comnueitdépréecédemment pour donner
le composé ciblé1 avec un rendement de 48% (Schémadt2b 133)

En résumé, le rendement global de cette straté&gjiexdrément faible (2% pour 5
étapes a partir du 3,5-diméthoxyphédg@lavec notamment une étape d’arylation de Suzuki
qui pose probleme et qui reste a améliorer. Pqupealdes stratégies précédentes, c’est-a-dire
de couplage oxydant pallado-catalysé de précurskargléthers issus du iodobenzéne et du
1-iodo-2-nitrobenzene, avaient conduit a des remedésnde 4,7% (4 étapes) et 8,1% (6
étapes), respectivement, a partir du 3,5-diméthioaypl42.

1.4. Synthése de dibenzofuranes par cyclisation pedlo-catalysée do-iododiaryléthers

Liu et al ont présenté une voie efficace pour synthétisee wariété de
dibenzofurane$! Nous avons essayé de synthétiser les systémgdlitiiees, en deux étapes,
par le couplage croisé@iodophénols avec les triflates de silylaryle, siid’'une cyclisation
intramoléculaire catalysée par le palladium.

La synthese du 1,3-dihydroxydibenkg]furan-4-carboxamide6l a commencé a
partir du 4,6-bis(benzyloxy)-2-hydroxy-3-iodobenzden 29). Le triflate de silylaryle et le
CsF ont été ajoutés a la solution de com@8séans 'acétonitrile (Schéma 137). La solution
a été laissée sous agitation a température ambpemgant 24 h pour donner le temps au
dérivé phénolique de s’additionner sur le benzymené intermédiairement. Le ballon a
ensuite été purgé avec de I'argon et, le catalyBd(lDAc) et le ligand PCyont été ajoutés a
la réaction qui a été chauffée a 100 °C pendarit. Malheureusement, la réaction aboutit a
un mélange de composés dont celui désiré qui smiket en quantité négligeable.
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OBn . OBn .. OBn
! mvs () | (ii) O
BnM@OH ' @mf T Bn{©i0/© o BnO O o

CONH, CONH, CONH,

29 70
Schéma 137 (i) CsF (3 éq), MeCN, 25 °C, 24 h ; (i) Pd(OAGPCy, 100 °C, 24 h.

Etant donné les difficultés a synthétiser le dédigenzofurane a partir du composeé
29, nous avons décidé de poursuivre cette voie dinaése a partir du 2-hydroxy-3-iodo-4,6-
diméthoxybenzamidedd) en suivant les mémes conditions precédemmenitecr

Le composel4 réagit d’abord avec le triflate de silylaryle palanner I'intermédiaire
o-iododiaryléther qui subit ensuite une tentativardation intramoléculaire catalysée par le
palladium ‘en un pot’ pendant 24 h a 100 °C, sansés (Schéma 138).

OMe | s Q) OMe | (il OMe O
Mef@EOH ' ©[OTf - Meo/é;[OJij e MeO O ()

CONH, CONH, CONH,

44 64
Schéma 138 (i) CsF (3 éq), MeCN, 25 °C, 24 h ; (ii) Pd(OAdpPCy, 100 °C, 24 h.

En se basant sur ce qui a été décrit dans laalittés, nous avons donc adapté cette
méthode a nos molécules sans parvenir a synthédigemoduit souhaité. Cependant, nous
avons observé la formation du produit intermédipae suivi UPLC-MS, ce qui nous permet
de conclure sur le fait que c’est I'étape de cwtian intramoléculaire qui est limitante dans
cette voie d’acces.

2. Synthése du 8-acétyl-1,3-dihydroxydibenzb|d]furane-4-carboxamide

Le choix des voies d’acceés aux autres composésscita tenir compte des remarques
qui ont été faites lors des différentes stratégmgisagées précédemment par accéder au
composél, non substitué sur 'un des deux benzenes deefbéycle dibenzofuranique.

Pour la formation de I'hétérocycle, parmi les difidtes méthodes développées, le
couplage oxydant pallado-catalysé de diaryléthersrenablement substitués a été retenu. I
conviendra aussi d'introduire le groupement carbtra apres cyclisation et de réaliser la
déprotection sur les dérivés diméthoxylés danapeétfinale de la synthese.

Dans cette partie, nous décrirons les travaux déhege mis en ceuvre pour produire

le composé 8-acétyl-1,3-dihydroxydibenzdl]furan-4-carboxamide dont la structure est
indiquée ci-dessous (Figure 62) :
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0.
Me
OOH @
HO 0
CONH,

Figure 62 : Structure du 8-acétyl-1,3-dihydroxydibenagl]furane-4-carboxamide

Deux voies d’acces vont étre exploitées afin detmtiser le composé cible (Schéma

139).
(0) (@)
Me Me
OMe Voie 1 OH Voie 2 OMe
o = o = o
MeCO 0 HO o MeO (@)
CONH, CONH,
64 | Il
OMe (@) OMe (0]
Me OH X Me O
X=Cl, I
42 1]

Schéma 139 Voies d’'accés au composé ciltié

Une premiére voie est envisagée par acylation séfgotive en C-8 du compoéé
disponible, avant déprotection des méthoxy. La seconde approohsiste a réaliser les
étapes d’aminocarbonylation et de déproptectionlsswomposél possédant 'acétyle déja
intallé en position C-8 grace a la cyclisation amoléculaire du diaryléthedll
convenablement substitué. Ce dernier sera issa dEttion de SNAr entre le compak®et
des 4-halogénoacétophénones.

2.1. A partir du 1,3-diméthoxydibenzop,d]furane-4-carboxamide 64 (Voie 1)
2.1.1. Travaux réalisés

L'acylation de Friedel-Crafts est classiguementiséa en présence d'un acide de
Lewis tel qu’AICk ou BF et le chlorure d’acétyl®® Pour I'optimisation de I'acylation de
Friedel-Crafts sur le compo$4, les essais sont réalisés en présence de chibagétyle et
de trichlorure d’aluminium (en faisant varier lenmiore d’équivalents) dans différents solvants
classiquement utilisés (dichlorométhafe1,2-dichloroéthane, chloroforni®’, ou disulfure
de carbon®?).3%2 Malgré la présence des méthoxy qui activent legtiéns de SEAr, la
présence du carboxamide désactivant et I'encombrestérique permettent d’envisager la
fonctionnalisation classique en «para» de l'oxygesur I'hétérocycle dibenzofurane
(Schéma 140 et Tableau 29).
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Schéma 140 Essai de la réaction d’acylationsur le compg4é

Tableau 29 :Mise au point de la réaction de Friedel-Crafts

Essai Réactifs Solvant Conditions Résultats
1 CHCOCI (3 éq), AICS (6 éq) CHCI, reflux, 24 h Produit de départ
2 CHCOCI (3 éq), AICS (6 éq) CoH4Cl reflux, 24 h Produit de départ
3 CHCOCI (3 éq), AICS (6 éq) CHCl; reflux, 24 h Produit de départ
4 CHCOCI (3 éq), AICS (6 éq) CS reflux, 24 h Dégradation

Malheureusement, I'analyse du produit brut de nessai a montré que le produit
désiré n’'avait pas été formé. Dans le dichloromehale 1,2-dichloroéthane et le
chloroforme, seule la matiére de départ a été é&éapet dans le disulfure de carbone un
mélange de produits inséparables est obtenu.

2.2. A partir du 3,5-diméthoxyphénol 42 (Voie 2)

Face aux difficultés rencontrées lors des tentatVentroduction de I'acétyle sur la
position 8 du noyau dibenzofurane, nous avons éétigkploiter un intermeédiaire diaryléther
obtenu a partir du 3,5-diméthoxyphéd@let des 4-halogénoacétophénones commerciales.

2.2.1. Travaux réalisés

Dans une premiére étape, la réaction catalyséle gau(l) du 3,5-diméthoxyphéndP
avec la 4-chloroacétophénone dans le DMF a 120rf@tiéisant du carbonate de césium
comme base produit I'intermédiaire diaryléthi& avec un rendement de seulement 34%
(Schéma 1413%3

OMe o ) OMe o)
|
p\ + Me Me
Ji ] —_—
Me OH cl Me

42 72
Schéma 141 (i) CsCO;, Cul, DMF, 120 °C, MO, 2 h, 34%

Nous avons tenté d’améliorer le rendement par ajéatlure de potassium, dans le
mélange réactionnel constitué d’'une solution ageiesadurée de carbonate de césium et de
DMF, qui permet normalement de favoriser Qaalkylation par un échange chlore/iodo.
Néanmoins, le rendement obtenu pour cette métheske faible. Lorsqu’on augmente le
temps de réaction jusqu’a 4 h, on observe une datiom du milieu réactionnel. L’ajout d’'un
ligand (N,N-diméthylglycine) ne permet pas d’augmenter le eement de la réaction, celui-ci
n'excede pas 34%.
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Par ailleurs, de la méme maniere, l'intermédiairarydether 72 a été obtenu en
présence de 4-iodoacétophénone avec un bon rentddenéh% (Schéma 142).

OMe 0 0 OMe 0
|
c/@ * /©)LMG e
—_—
Me OH | Me

42 72
Schéma 142 (i) CCQs;, Cul, DMF, 90 °C, MO, 2 h, 71%.
La cyclisation du composé2 a été réalisée en utilisant 'acétate de palladatm

'acétate d’argent dans I'acide pivalique a 130 géhdant 12 h pour donner le dérivé de
dibenzofurang3 avec un rendement de 83% (Schéma 2%3).

PNy R

CONHSG.CI
72 73
(|||) Me (|v) O
HO i
CONH, CONHZ
71 74

Schéma 143 (i) Pd(OAc), AgOAc, PivOH, 130 °C, 12 h, 83% ; (ii) CSI, @N, 0 °C, 12 h ; (iii) HCI 5M,
t.a., 12 h, 32% ; (iv) Pyridine.HCI, 200 °C, MO, 80n, 26%.

Une aminocarbonylation directe en C-4 du comp&én utilisant de l'isocyanate de
chlorosulfonyle, conduit au compo#é aprés hydrolyse acid@’!?®Le compos&1 est isolé
avec un rendement de 32%. Ce rendement est fatdaese de la potentielle désactivation de
I'nétérocycle par I'acétyle et aussi quelques protds de purification. La régiosélectivité en
C-4 a été confirmée précédemment sur le dérivéndidfarane6l et est validée par les
données de RMN du proton. En effet, I'effet électwacteur du carbonyle de la fonction
aceétyle favorise la SEAr sur la partie benzénigugethoxylée.

Finalement, la déméthylation du groupe méthoxyeaeéfectuée par chauffage dans du
chlorhydrate de pyridinium, ce qui a conduit au poseé attend4 avec un rendement de
26% malgré une conversion totale de produit de miéfaCe faible rendement est
essentiellement d0 a des problemes d’extractiandortraitement et de purification.

Le rendement obtenu est faible, un essai de démaéthy par le tribromure de bore
est réalisé pour donner le produit attendu maisheement obtenu est encore faible (16%) et
la purification a été difficile (Schéma 144¥.
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Schéma 144 (i) BBrs (3 éq), CHCI,, t.a., 2 h, 16%.

La demeéthylation du groupe méthoxy du compt36ans carboxamide a été effectuée
par chauffage dans du chlorhydrate de pyridiniung@iea conduit au composé attenth
avec un rendement de 57% (Schéma #49).semble donc que la présence du carboxamide
ne facilite pas cette derniere étape.

O,

o)
Me Me
OMe i OH
& . <)
MeO O ¢ HO O o

73 75
Schéma 145 (i) Pyr.HCI, 200 °C, MO, 30 min, 57%.

En conclusion, le composé cible est obtenu. Datte geie, trois composés], 74,
75) seront testés en biologie.

Cette syntheése souffre globalement de rendemeititeda(4,9%) apres 4 étapes a
partir du composé 3,5-diméthoxyphénd2) commercial.

3. Syntheése du 1,3,7-trihydroxydibenzdd,dfurane-4-carboxamide

Comme cela a été décidé initialement, un nouveawposé final sera synthétisé. La
structure du 1,3,7-trihydroxydibeninflfurane-4-carboxamide est présentée ci-dessous :

Figure 63 : Structure de 1,3,7-trihydroxydibenboflfurane-4-carboxamide

3.1. Schéma rétrosynthétique

Dans cette voie, le composé finkalest obtenu comme précédemment suivant la
séquence rétrosynthétique de démeéthylation d€-4 aminocarbonylation dd et couplage
diaryle oxydant intramoléculaire d& . Ce dernier étant issu de la condensation du pH&no
disponible avec le 3-iodophéndlpréalableD-méthylé (Schéma 146).
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Schéma 146 Rétrosynthése envisagée

3.2. Travaux réalisés

Initialement, une protection du groupe hydroxyle3iodophénol 16) est nécessaire
afin d’éviter toute réaction secondaire de sultsbitusur le groupe hydroxyle. La premiére
étape consiste a méthyler en utilisant 'iodoméghaiin de former le 3-iodoanisolg. Celui-
ci est obtenu avec un bon rendement de 89% (Schdm)a°3

@

/©\ /©\
I OH I OMe

76 77
Schéma 147 (i) CHsl, C$COs, CH:CN, 70 °C, 12 h, 89%.
Ensuite, un mélange de 3,5-diméthoxyphéd@ de carbonate de césium et

d’iodoaryle77 dans le DMF a été irradié dans un four micro-orad@40 °C pendant 2 h pour
former l'intermédiaire diaryléthet8 (Schéma1483%3

OMe . OMe
(i)
C L, T WO
Me OH | OMe Me OMe
42 77 78

Schéma 148 (i) CCO;s, Cul, DMF, 110 °C, MO, 2 h, 30%.

Cependant, le compos&8 n’est obtenu quavec un rendement de 30%.
L’augmentation du temps de réaction jusqu’a 4 baeagmentation de la température jusqu’a
120 °C ne permettent pas d’augmenter le rendeneelat ictaction.

La cyclisation du composi8 a été réalisée en utilisant de I'acétate de palhackt de
I'acétate d’argent dans l'acide pivalique pour demie dérivé de dibenzofura® (Schéma
149). Le rendement de 91% obtenu pour cette étspé&rés bon mais demande un temps
réactionnel de 12 ¥2
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Schéma 149 (i) Pd(OAc), AgOAc, PivOH, 130 °C, 12 h, 91%.

Par la suite, I'introduction de la fonction amida eosition 4 de I'hétérocycle
dibenzofuranique se fait en deux étapes a partitadivé79 (Schéma 150) en suivant le mode
opératoire décrit précédemment. Le comp86éest isolé avec un rendement moyen de
44%1%8 Pour ce composé triméthoxylé pour lequel le proeléde régiosélectivité de la
réaction se pose, les données de RMN du protaratainment les multiplicités des massifs et
les valeurs des constantes de couplage, montrentdoie I'attaque éléctrophile a lieu sur le
noyau benzénique diméthoxylé.

OMe OMe

OMe 0] oM
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CONHSO,CI
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(i e [N-owe @ 1 7o
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CONH, CONH,
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Schéma 150 (i) CSI, CHCN, 0 °C, 2 h ; (i) HCI 5M, t.a., 4 h, 44% ; (iByridine.HCI, 200 °C, MO, 15 min,
38%.

Finalement, la déméthylation des groupes métho&ig affectuée par chauffage dans
le chlorhydrate de pyridinium pour fournir le congpg81 souhaité avec un rendement moyen
de 38% (Schéma 151}

Le rendement obtenu est faible lors de I'étape @éwmédhylation, aussi une méthode
alternative de déméthylation par le tribromure deebdonne des traces du produit attendu
avec une dégradation du milieu réactiorfiel.

OMe . OH
Qo g
MeO O o HO O o
CONH, CONH,
80 81

Schéma 151 (i) BBr3 (3 éq), CHCI;, t.a., 2 h.

En conclusion, cette voie convergente est constitdé quatre étapes avec un
rendement global trées faible (4,6% a partir du @drbéthoxyphénold2) qui peut-étre la
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conséquence de problémes de régiosélectivité detiods sur les deux noyaux benzéniques
de réactivité proche, en plus de I'extraction etedpurification. Le composé cible est obtenu
et deux composesQ, 81) feront I'objet de tests biologiques.

4. Synthese du 8-acétyl-1,3,7-trihydroxydibenzb[d]furane-4-carboxamide
Dans cette partie, nous décrirons les travaux dghege mis en ceuvre pour

I'obtention du composé 8-acétyl-1,3,7-trinydroxyelizop,d]furane-4-carboxamide dont la
structure est décrite ci-dessous :

(@)
Me
OH
o
CONH,

Figure 64 : Structure du 8-acétyl-1,3,7-trihydroxydibenzgffurane-4-carboxamide

Pour synthétiser ce composé substitué en positipar7un groupe hydroxyle et en
position 8 par un groupe acétyle, deux voies dehgege peuvent étre appliquées afin
d’accéder au composé cible I'introduction de I'acétyle pouvant étre envisaggpres ou
avant I'étape de cyclisation (Schéma 152). Airssdmposé souhaité peut étre classiquement
synthétisé selon une réaction d’acylation de Fti€utafts a partir du compos disponible
préalablement, avant déméthylation (voie 1). L'aubption (voie 2) est d’accéder au
compose final par déméthylation et C-4 aminocarkadion dell issu du couplage diaryle
oxydant intramoléculaire ddl . Le diaryléthedll résultera de la condensation du phetl
disponible avec la 4-iodo-2-méthoxyacétophéndhe

(@)
Me O\
OH Me OMe (0]
: OMe
OH
O O Vole 2 O OMe {@\Q@Lm
HO (0] ; O : Me OMe
MeO o
Il 1

CONH, |
Voie 1 u U
OMe OMe 0
O OMe + : uMe
MeO E o MeQ” i ~OH I OMe
CONH,
80 42 \Y}

Schéma 152 Rétrosynthéses envisagées
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4.1. Voie 1 : acétylation du précurseur dibenzofunae 80
4.1.2. Travaux realisés

L’acétylation de Friedel-Crafts a été effectuée wurcomposé80 en présence de
chlorure d’acétyle et de trichlorure d’aluminiumndde 1,2-dichloroéthane. Le comp@2
est isolé avec un bon rendement de 74% (Schéma®¥d3)s données de RMN du proton
permettent de valider la SEAr régiosélective eritipps8 de I'hétérocycle.

o)
OMe Me
O OMe OMe
O (i) O OMe
MeO O _— O
CONH, MeO o
CONH,
80 82

Schéma 153 (i) AcCl, AICls, 1,2-dichloroéthane, t.a., 1 h, 74%.

Finalement, la déméthylation du groupe méthoxyeaeffectuée par chauffage dans le
chlorhydrate de pyridinium, ce qui a conduit au poseé attend@3 avec un rendement de
I'ordre de 39% (Schéma 15%Y.

Q Q
Me
OMe (I) OH
Cromwe " o
& &
MeO o HO

CONH, CONH,
82 83

Schéma 154 (i) Pyridine.HCI, 200 °C, MO, 15 min, 39%.
En conclusion, cette voie d’acces permet donc,eax @tapes et a partir du composeé
80, d’aboutir au composé final attendu avec un reradgnglobal moyen (28,9%). Deux
composesg2, 83) seront testés biologiqguement.

4.2. Voie 2 : couplage diaryle oxydant intramolécualire

Ainsi, l'acylation de Friedel-Crafts sur I'anisolé/ conduit au mélange des deux
isomeéres comme on pouvait le prévoir avec le @Kpairecteur en SEAr (Schéma 15%3.

Q 0
@\ (i) /dLMe M?E@\
| oMe — > | OMe + | oute
84 84'

77
39% 22%

Schéma 155 (i) AcCl, AICl3, 1,2-dichloroéthane, t.a., 1 h.

Le composé4 est isolé avec un rendement de 39% et I'isorBdiest isolé avec un
rendement de 22%. Les deux composes sont facileségatrables par chromatographie sur
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gel de silice et ont été identifiées en tenant cemgés déplacements chimiques et des
multiplicités en RMN du proton.

Pour résoudre ce probléeme de régiosélectivité, mwass envisagé de réaliser une
SEAr intramoléculaire par réarrangement de Friekadétate de phényle correspondfit3°®
Ce dernier (composB5) a été synthétisé avec un bon rendement de 90%rt& gdu 3-
iodophénol76 et de I'anhydride acétique dans la pyridine (Schés6) 28

(i)

|/©\OH - |/©\oj\|v|e

76 85
Schéma 156 (i) Ac20, Pyridine, 130 °C, 2 h, 90%.

Le composé5 est alors engagé dans une réaction de transposdigid-ries (Schéma
157). Deux essais ont été tentés.

Jo U . :
[ OJ\Me /©ilMe

[ OH
85 86

Schéma 157 Le réarrangement de Fries sur le com@sé

Tableau 30 :Mise au point de la réaction de réarrangementrigs F

Essai Réactif Solvant Conditions Rendement
1 AICl3 (6 €q) chlorobenzéne 140 °C, 90 h 23%
2 BFR:.2CH;COOH (6 éq) - 180 °C, 12 h 88%

Le réarrangement de Fries sur le comp@@sé@ été réalisé en présence de trichlorure
d’aluminium dans le chlorobenzéff&.Le composé6 est isolé avec un rendement faible de
23% (Tableau 30). L'autre isomere n’est pas détecté

Le rendement n’étant pas satisfaisant, nous avéaisi@ de mettre en place une autre
méthode. Le compos#b, engagé dans une réaction de transposition de enigorésence du
complexe trifluorure de bore-acide acétique {BEHCOOH), conduit au compos6 avec
un bon rendement de 88% sans formation de I'analpgua-substitué (Schéma 15%f
Cette méthode offre un meilleur rendement que lahoue précédente et raccourcit
grandement le temps nécessaire a la synthése.

Ensuite, la protection du groupe hydroxyle estiséal sur le compos#b en utilisant
'iodométhane en présence d’'une base afin d’obteriomposé méthoxykg. Cette réaction
offre un bon rendement de 91% (Schéma £%8).

i (i) 2

Me
L ——~ L
| OH | o)

Me
86 84
Schéma 158 (i) CHsl, C$COs, CHCN, 70 °C, 12 h, 91%.
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Comparativement a la voie de synthese débutarie gampos&7 (35% en 2 étapes a
partir de 76), cette voie de synthése nous permet d’obtenicomposé84 sans former
'isomére84’ et avec un rendement de 72% en 3 étapes a paltiatlophénol6.

La suite de la synthése est la méme que celleteffeprécédemment et le diaryléther
87 est alors isolé avec un rendement relativemenlkefai® 31% (Schéma 159

OMe O
SO UL & gy C,@C/Qfl
Me OH | OMe

42
Schéma 159 (i) CCO;, Cul, DMF, 120 °C, MO, 2 h, 31%.

Il convient de noter que la présence du méthoxgaaition 2 sur 'acétophénoi@d a
un effet délétere pour la réaction si on comparesadement de 71% pour I'analogt@non
méthoxylé (Schéma 14&. p 144). Ce groupement OMe qui enrichit le cyclezZémmue en
électrons diminue la réactivité du substrat pousAr. Le méme rendement de 30% était
obtenu pour la synthése du diaryléti8ra partir du 3-iodoanisolé7 (Schéma 148f. p146).

La cyclisation du compos87 a été réalisée en utilisant I'acétate de pallagdium

'acétate d’argent dans l'acide pivaligue a 130 pgéndant 12 h pour donner le dérivé
dibenzofuraniqu&8 avec un rencdement correct (Schéma #%0).

(0]
Me
OMe
OMe (||) OMe
Q/®\Q/@L MeO O @ MeCO O

CONHSG,CI

87 88

("I) O O OMe (IV) O O OH

MeO
com—b CON'—b

Schéma 160 {(i) Pd(OAc), AgOAc, PivOH, 130 °C, 12 h, 71% ; (ii) CSI, @EN, 0 °C, 12 h ; (iii) HCI 5M,
t.a., 12 h, 55% ; (iv) Pyr.HCI, 200 °C, MO, 15 m9%.
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L’introduction du groupement carboxamide en pogitib se fait en deux étapes a
partir du dérivé88 en suivant le mode opératoire décrit précédemnentomposé?2 est
isolé avec un rendement de 55% et les donnéegaesctont parfaitement en accord avec ce
méme composé obtenu par la méthode précédentdatianydu dérivé dibenzofuraniqu®
(Schéma 152f. p 149). Le rendement de déméthylation finale restdaatement de I'ordre
de 35-40% pour conduire au composé soul&8téd_a polyhydroxylation de la molécule ne
facilite pas le traitement et la purification.

En résumé, lavoie 1 d’acétylation aprés cyclisation conduit au 8-ak#i$,7-
trihnydroxydibenzop,d]furane-4-carboxamid83 en 6 étapes a partir du 3-iodophénél Le
méme composeé est obtenu suivanivdeée 2, en réalisant I'acétylation avant cyclisation a
partir du 3-iodophéndl6, en 7 étapes avec un rendement équivalent de 3,4%.
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Partie B : Evaluation biologique des dibenzdj,d|furanes

|. Evaluation de l'activité antifongique

Lors de la synthése des molécules de la familleddeenzop,dfuranes, 14 molécules
obtenues ont été retenues pour effectuer le mémel fda tests biologiques vitro que pour
les 3 molécules cibles de la famille des benzo8j&fljpyrimidines. L’objectif étant la
encore de vérifier leur efficacité au niveau de :

- l'activité antifongique contr€. albicans

- la restauration de la sensibilité aux azolésadelses résistantes @e albicans,

- l'inhibition de la formation de biofilm,

- I'inhibition de I'activité PKCin vitro.

Des tests de cytotoxicité sur cellules HeLa onsiaég faits afin de vérifier que ces
molécules étaient moins toxiques pour 'lhomme qu& fe pathogene.

Les principes de chacune des techniques utilisgast &t€ développés dans la partie
Evaluation biologique du chapitre 1, ils ne serpas détaillés a nouveau de ce chapitre. Seuls
les résultats obtenus seront décrits et commentés.

Le cercosporamide, obtenu par extraction a padiMgicosphaerella henningsau
laboratoire MMS de I'Université de Nantes, a ét#isét dans I'ensemble des tests comme
molécule de référence. Tous les résultats obtesrssdes tests biologiques ont été analyseés
par comparaison aux résultats obtenus pour le spocamide.

1. Souches utilisées pour les testsvitro

Les souches utilisées lors de cette étude sonnéees que celles utilisées dans le
chapitre I. 6 isolats cliniques d&. albicansont été choisis pour des tests de sensibiiité
vitro et de co-administration : 2 sensibles au flucold€AAL93 et CAAL97) et 4
résistantes au fluconazole (CAAL2, CAAL28, CAAL1&4t1CAAL117). 4 isolats cliniques de
C. albicansont été sélectionnés en raison de leur capadioénger un biofilm (CAAL121,
CAAL123,CAAL124 et CAAL146).

Les souches sont conservees a -80 °C pour un gigkalongé et mises en culture
sur de la gélose Sabouraud dextrose a 37 °C peBddnavant les expériences.

153



Partie B : Evaluation biologique des dibenzdj,d]furanes

2. Test de I'activité antifongique contreC. albicans

Les 14 composeés de la série dibebzdfurane, le cercosporamide, le fluconazole et
le voriconazole ont été évalués sur 6 souche€ dalbicans(sensibles et résistantes au
fluconazole). L’ensemble des résultats obtenus resuimes dans le tableau 31 ci-dessous :

Tableau 31 :Activité des 14 composés, @ERCO, duFLU et VORI sur 6 isolats cliniques de. albicans

Composé Structure CMI (uM)
P CAAL93 CAAL97 CAAL2 CAAL28 CAAL111 CAAL117
OMe @
58 MeNoz >300 >300 >300 >300 300 300

CONH,
OH

5
pS

59 >300 >300 >300 >300 >300 >300
CONH,
OH
60 o O ONHZ >300 >300 >300 >300 >300 >300
CONH,
OH @
61 L >300 ~ >300  >300  >300  >300  >300
CONH,
OH
62 142+50 >300 101+23 68,3+9,8 >300 >300
HO o NO,
OMe
63 oo L >300 >300 >300 >300 >300 >300
CONH,
OMe Q
64 e >300 >300 16338  >300 >300 >300
eO
CONH,
o
Me
OMe
71 e Q 110+43 15948 >300 >300 >300 >300
MeO 0
CONH,
O
Me
OH
74 e @ >300 >300 >300 >300 >300 >300
HO S
CONH,
R Me
OH
75 O >300 >300 >300 104,634 >300 >300
pee
OMe
@ OMe
80 e o >300 >300 >300 >300 >300 >300
MeO
CONH,
OH
O
81 D >300 >300 >300 >300 >300 >300
HO Y

CONH,
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OMe Me
82 O @ OMe >300 >300 >300 >300 >300 >300
MeO (8}
° CONH,
R Me
OH
83 O @ OH >300 >300 >300 >300 >300 >300
HO (]
CONH,
N
Y
.
OH
FLU i @ 0,23+0,09 0,20:+0,1  >100 >100 >100 >100
: Me, o
OH Q
CERCO 0 Q % 103+0,22 93+22 90+11,25 >300 >300 >300
(0]

VORI - - >10 2,54+0,56 0,60+0,46 4,7+1,1

Les valeurs de CMI obtenues pour le fluconazolet sem adéquation avec le
comportement attendu des souches vis-a-vis d’uternant au fluconazole : environ 0,2 uM
(0,06 mg/mL) pour les souches sensibles et >100@BD (mg/mL) pour les souches
résistantes. De méme les valeurs de CMI obtenues Ipovoriconazole pour les souches
résistantes sont en accord avec les résultatsusbtebituellement au laboratoire.

Sur les 14 composés testés, 3 composés ont madnégers effets antifongiques sur
certaines souches, avec des CMI de I'ordre de M®junsi le compos& 1 présente une CMI
sur les deux souches sensibles, d’environ 100 gMoimpos&2, quant a lui ne présente une
CMI que sur une des deux souches sensibles (CAAE®3ur deux souches résistantes
(CAAL2 et CAAL28). Le compos&5 a une CMI d’environ 100 uM sur la souche CAAL28.
Ces valeurs de CMI assez élevées sont en adéquavien celles obtenues pour le
cercosporamide, notre molécule de référence.
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3. Etude de la restauration de la sensibilité auldkonazole sur des souches @ albicans

Les tests de restauration de la sensibilité awfazole ont été faits avec 9 composés
de la famille des dibenzo|dfuranes sur les 4 souches résistantes au fluctmakes
résultats sont résumeés dans les tableaux 32 etdz®sous :

Tableau 32 :Détermination des FICI des 9 composés de la fardéls dibenzdf,difuranes en co-administration
avec lefluconazolesur CAAL2

Composé Structure CAAL2
P [composé] [FLUJ/[composéf  FICI (rLuj ficomposel
FLU - >100 - -
OH
@ 100 1,2/10
62 B Noz , 0,11
OMe
64 e o 300 2,41100 0,35
CONH,
O
Me
OMe O
71 0 >300 >100/>300 2
MeO (]
CONH,
R Me
e,
74 O >300 >100 />300 2
HO 0
CONH,
O,
Me
OH
75 Q >300 1,2/30 0,11
HO O o
OMe @
OMe
80 e >300 1,2/30 0,11
MeCO
CONH,
OH @
OH
81 L, >300 1,2/30 0.11
HO
CONH,
R Me
OMe @ om
82 O € >300 >100/>300 2
(]

<
@
Q

%
Wa
(]
B
e 5
N

83 >300 >100/>300
CONH,
o R Me
OH
CERCO ® {)-or 100 0,5/50 0,50
HO o
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Tableau 33 :Détermination des FICI des 9 composeés de la fardéls dibenzdjdjfuranes en co-administration
avec lefluconazolesur CAAL28, CAAL111 et CAAL117

CAAL28 CAAL111 CAAL117

Compose [compose} [cgﬂ_églséT F/[Ici:r:p[::jﬁ’] [composeé} [c([)ilq_ég/séi F[!:Srr!p[z:;b] : [composé} [C([)%;l;)c}ééj‘ F[L(jrlp[::;]b] :
62 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 >300 ~ 100/>300 2
64 5300  >100/>300 2 >300 >100 />300 2 >300  ~100/>300 2
71 5300 >100/>300 2 >300 >100 />300 2 >300 ~ ~100/>300 2
74 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 >300  >100/>300 2
75 5300 >100/>300 2 >300 >100 />300 2 >300  ~100/>300 2
80 >300 >100 />300 2 >300 >100 />300 2 >300 ~ 100/>300 2
81 5300  >100/>300 2 >300 >100 />300 2 >300  ~100/>300 2
82 5300 >100/>300 2 >300 >100 />300 2 >300 ~ ~100/>300 2
83 5300 >100/>300 2 >300 >100 />300 2 >300 ~ ~100/>300 2

2 FICI est la somme des FICs de chacun des compgsiés, son tour est définie comme la CMI de chaque
composeé lorsqu'il est utilisé en combinaison digigpéar la CMI du composé lorsqu'il est utilisé seud.valeur
FICI la plus élevée ne peut pas étre supérieur® &r2 raison des concentrations les plus élevégsete pour
chaque composé.

b CMI en combinaison exprimée en [FLU]/[composé]

Un effet synergique a été observé pour 5 comp@2$4, 75, 80 et81) sur la souche
CAAL2. Il sera intéressant de comprendre pourquafA2 est la seule souche pour laquelle
on obtient une restauration de la sensibilité aadihazole. Dans la mesure ou il s’agit d’'une
résistance liée a une mutation sur le géngs, il faudrait d’abord comprendre quelles sont
les voies de signalisation impliquées (MAPK ou @upour identifier la cible des molécules
synthétisées ici (PKC ou autre kinase ?).
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4. Test d’'inhibition de biofilm

Les tests d'inhibition de croissance sur biofilm tama ont été faits pour 5
molécules §2, 71, 74, 82, 83) sur les 4 souches sélectionnées pour leur capadémer du
biofilm. Les résultats obtenus sont résumés datebleau 34 ci-dessous :

Tableau 34 :Test d’inhibition de biofilm pour 5 molécules SDAAL121, CAAL123, CAAL124, CAAL146

CAAL121 CAAL123 CAAL124 CAAL146

Composé Structure cMI cMI cMI CcMI
SD SEM SD SEM SD SEM SD SEM
(CLYD) (M) (M) (CLD)

62 99,74 18,08 17,05 8059 8,92 837 6047 816 7,69 11793 786 7,17
HO o NO,
0

71 O Q >300 - - 4557 17,44 16,32 >300 - - >300 - -
(0]

0.
74 0 Q >300 - - >300 - - >300 - - >300
o

O
82 O @ OMe  >300 - - 4370 19,32 16,30 1522 018 018  >300
(6]

@)
83 O @ OH  >300 - - >300 - - >300 - - >300
(0]

AmB - < < 0,12 0 0 0,35 0,10 0,10

On observe que le compo$ permet une inhibition de la croissance du biofilm
mature pour I'ensemble des 4 souches testéesuaeeCMI comprise entre 60 et 120 uM. Le
composéd2 a quant a elle une activité inhibitrice sur deoxches CAAL124 et CAAL123
avec des CMI de 15 pM et 44 uM respectivement. rEldi composéZl a une activité
inhibitrice uniquement sur la souche CAAL123, auae CMI de 46 uM.

Aucune activité inhibitrice n’est observée pouranposés {4, 83) sur les 4 souches
sélectionnées (CAAL121, CAAL123, CAAL124, CAAL146).

Dans la mesure ou certaines molécules ont mong@priétés de restauration de la
sensibilité au fluconazole dans certaines conditietiou des propriétés d’inhibition de la
croissance du biofilm dans certaines conditionsiailsest absolument nécessaire de veérifier
la cytotoxicité de ces molécules sur cellules Hela.
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Il. Cytotoxicité

La cytotoxicité sur la lignée cellulaire HeLa a ééaluée pour les composeés de la
famille des dibenzdi,djifuranes, comme décrit dans le chapitre |. Lesltétsude cytotoxicité
obtenus sont résumeés dans le tableau 35 ci-dessous

Tableau 35 :Valeurs de la CMI des composés cibles sur lesleslideLa

3 HelLa
Composé Structure CMI (M)
vl
OMe @
58 MeNOZ >100
CONH,
OH O
59 S, 247+6,7
CONH,
L)
60 L, 14,6 7,2

I
Q

OoH
61 ) O 9,54+ 4,1
Co

zZ
I
N

OH
@,

62 HoNOz 49,29+0,6
OMe

63 MeO @ NH2 7,14 + 0,22
CONH,
OMe Q

o4 MeO O o <3

O,
71 ® Q) >100
(0]

<
@
Q

OH
74 59,6 £7,6
HO e O

CONH,
O
Me
75 4 &) >100
HO O o
OMe
@ OMe
80 e >100
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81 pe " 10,25 + 1,16

O
82 ® (1 y-owe >100
(6]

O
83 ® (I or 57,05+ 7,6
(0]

\
CERCO ® {-or 751+6.14
HO o

CONH,

Les composés de la famille des dibehzdfuranes synthétisées et testées ici peuvent
étre classées en 4 catégories :

- Pas de cytotoxicité (CMI >100uMp8, 71, 75, 80 et 82

- Cytotoxicité faible (CMI environ 50uM)62, 74 83.

- Cytotoxicité moyenne (CMI environ 10 - 20 uM, sfex dire de I'ordre de grandeur
de celle du cercosporamid€j9, 60, 61, 63, 81

- Cytotoxicité élevée 64.

Aux vues de sa cytotoxicité élevée, il ne paraétipgeressant de continuer a étudier la
molécule64 dans un contexte de propriétés antifongiques.

Par contre, il est intéressant de chercher a cordpede mode d’action des molécules

qui montrent une activité antifongique au niveau lderestauration de la sensibilité au
fluconazole comparable a celles du cercosporanideescytotoxicité beaucoup plus faible.
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l1l. Activités inhibitrices de kinases

1. Inhibition de I'activité kinase de laCaPkcl

Pour essayer de comprendre le mécanisme d’acliohipition de I'activité PKC de
C. albicanspar les composés de la série dibebzffurane a été mesurée.

Les conditions opératoires ont été choisies de @nana ce que le pourcentage
d’inhibition de I'activité kinase du cercosporamideit compris en 35% (CAAL2) et 40%
(CAAL93 et PKC humaine). Pour ce faire, la concatin en molécule et en cercosporamide
a été fixée a 100 uM. Ce choix a été justifié @nglétails dans le chapitre .

Nous avons choisi de tester l'inhibition de I'adivkinase de |€£aPkcl, uniquement
pour les molécules qui montrent une propriété deatgation de la sensibilité au fluconazole.
Pour l'instant seules 3 molécules ont été tes@2%d et 75) et elles ne montrent pas ou peu
d’activité d’inhibition sur I'extrait protéique de€CAAL2 et seule 62 montre un effet
d’inhibition sur I'extrait protéique de CAAL93. Ceésultats sont résumeés dans le tableau 36
ci-dessous.

Tableau 36 : Inhibition de l'activité kinase de la PKC humainedes extraits protéiques totaux de CAAL2,
CAAL93 par le cercosporamide et les compd&&g$4 et 75

Composé Structure CAAL2 PKC CAAL93
OH
62 16% 50% 52%
HO' o NG
R Me
OH
75 O O 0% 94% nd
HO 0

64 ® O 0% 17% 0%

CERCO ® { D-on 43% 40% nd
HO o

CONH,

Ces résultats ne permettent pas de valider lescoieke synthétisées comme étant de
meilleurs inhibiteurs d€aPkcl que le cercosporamide, ou méme comme étamitubgeurs
deCaPkcl.

Cependant pourrait étre intéressant d’essayer ohgpremdre pourquoi la moléculd
inhibe trés fortement I'activité kinase de la PKQGnfaine et pas du tout celle d’extraits
protéiques totaux dé. albicans

Enfin nous n’avons pas eu le temps de réaliseekds d’inhibition de 'activité kinase
de PKC par les compos&¢ et 81. Ces tests restent donc a réaliser afin de cordprde
mode d’action de ces deux composeés.
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2. Evaluation d’inhibition sur les kinases humaines

Ce travail a été fait par la plateforme KISSf a &dk Les évaluations ont été faites
sur un panel de 8 kinases. Les tests, réaliséspdindte avec le méme mode opératoire que
précédemment, mesure le taux de phosphorylationpda®ines substrats associées aux
différentes kinases. Les kinases testées ici ddmCLK1, Ss&GSK3u/f, HsPIML,
HsCDKO9/CyclineT,HsCDK5/p25,RiDYRK1A, HsHaspin etHsCKIld/e.

Le tableau 37 présente les résultats obtenus dendlécules testées dans la série
dibenzop,dfurane sur 8 protéines kinases.

Tableau 37 :Détermination les 165 des molécules de la famille des dibetzdfuranes synthétisées contre un
panel de 8 protéines kinases

ICs0(UM)

Compose  Structure  “~ 1" Gska  PIMI  CDK9 CDK5 DYRKIA Haspine CK1

@)
o

Q
W
I
o
(=
)
o
I

CERCO >10  >10 810 022 560  >10 >10  >10
CONH,
OMe
55 wolDd w10 510 321 >10  >10 >10 >10  >10
CONH,
OH Q
so X, 122 >0 o018 >10 >10 >10 >10  >10
CONH,
Y
60 JCI)H, 045 >10 013 >10  >10 >10 >10  >10
CONH,
OH O
61 ) 026 >10 023 >10  >10 >10 >10  >10
HO o
CONH,
OH
62 081 >10 135 >10  >10 >10 >10  >10
HO' (o} NO,
OMe
63 L34, >0 >0 >0 >0  >10 >10 >10  >10
CONH,
OMe
64 ) 075 >10 >10 >10  >10 >10 >10  >10
MeO o
CONH,
O,
Me
OMe
71 ) o >10 >10 >10 >10  >10 >10 >10  >10
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O,
Me
OH
74 O Q 0,14 >10 0,28 >10 >10 >10 >10 >10
HO O
CONH,
O
Me
OH
75 &) 044 >10 097 >10 >10 >10 >10 >10
HO e o
OMe
@ OMe
80 Me o >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10
CONH,
OH
@ OH
81 O 0,026 >10 0,06 >10 >10 >10 >10 0,35
HO S
CONH,
O
Me
OMe
@ OMe
82 @ >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10
MeO ]
CONH,
Me
OH
@ OH
83 O 029 >10 082 >10 >10 >10 >10 >10
HO o

Neuf des composés testés9,( 60, 61, 62 64, 74, 75 81 et 83) ont des IGo
submicromolaires, sur deux kinasesMmCLK1 et HsSPIM1 ce qui en fait des cibles
potentielles pour ces composés. Parmi ces complasésolécule8l possede des activités
inhibitrices trés prometteuses sur 2 kinadgesCLK1 et HsPIM1 avec des Gj de 26 nM et
60 nM respectivement.

Sur les 5 composés qui restaurent la sensibilil@ed’'souche résistante aux azolés, 4
d’entre eux montrent une activité inhibitrice imgoite surMmCLK1 et HsPIM1. Comme
nous l'avons expliqué précédemment, le domaineskinde Fun31p, une sérine/thréonine
kinase, présente une similitude de 51% avec le dmanase de PIM1 humain. Cette kinase
fongique impliquée dans la régulation des dommaigek paroi cellulaire che@. albicans
pourrait étre une cible potentielle pour les con@so62, 64, 75 et 81l Des études
complémentaires restent a faire pour le vérifier.

Un seul composé, 181, possede une activité inhibitrice simultanée sgr3 kinases
MmCLK1, HsPIM1 et HsCKId/e, avec des Gy de 0,026 ; 0,06 et 0,38V respectivement.
Cette molécule pourrait présenter un intérét paréc en raison de son action sur plusieurs
cibles, notamment en cancérologie.

Il est, de plus, important de noter que la molé@&0e qui permet de restaurer la
sensibilité de la souche CAAL2 au fluconazole, @mdntre aucune propriété d’'inhibition des
kinases. Le mécanisme d’action de cette molécudte rdonc a élucider et il est slr que
I'hnypothése d’inhibition de I'activité kinase n’gsas valable.
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V. Conclusion sur l'activité biologique de la famlle des
dibenzob,dfuranes

Tout d'abord, l'activité antifongique contre 6 sbes deC. albicans(sensibles et
résistantes au fluconazole) a été mesuméeitro pour les 14 composés. Le compao&k
présente une inhibition de la croissance des deughes sensibles avec une CMI de l'ordre
de 150 pM. Le compose2, quant a lui présente une CMI d’environ 150 uM lsusouche
sensible (CAAL93) et d’environ 100 uM sur deux dues résistantes (CAAL2 et CAAL28).
Le composé&’5 a une CMI d’environ 100 uM sur la souche résigtdDAAL28. Ces valeurs
de CMI sont du méme ordre de grandeur que celleshabs pour le cercosporamide dans nos
conditions d’étude.

Les tests de restauration de la sensibilité awflaezolein vitro ont permis d’obtenir
de trés bon résultaten effet synergique avec le fluconazole a été ofgspour 5 composés
(62, 64, 75, 80 et 81) sur la souche CAAL2, seule souche pour laquelledrcosporamide
permet de restaurer la sensibilité au fluconazole.

Ensuite, les tests d’inhibition de croissance safillm mature pour 5 molécule$Z,

71, 74, 82 et83) sur les 4 souches ont permis de voir émergerésestats encourageants. La
molécule62 permet une inhibition de la croissance du biofifrature pour 'ensemble des 4
souches testées avec des CMI allant de 60 a 100Lpvholécule82 a montré une activité
inhibitrice sur deux des souches avec des CMl falides (de 15 uM et 45 uM). La molécule
71a une activité inhibitrice sur une seule souctecawne CMI de 45uM. Ces valeurs de CMI
sont cependant trop élevées pour pouvoir présemermolécules comme des inhibiteurs
efficaces de croissance du biofilm mature et demmhcomodulations restent a faire pour
améliorer ces résultats

Une vérification de la cytotoxicité de ces compoaésté faite, sur cellules Hela. I
s'avere gue 8 composés ne présentent aucune dgitdooxu une cytotoxicité faiblesg, 62,
71, 74, 75, 80, 82 et 83), alors que les cinqg composés ont une cytotoxioibdenne %9, 60,
61, 63 et 81) et qu'un des composés est trés cytotoxidi®. Nous en avons donc conclu
gu’il ne fallait pas continuer a étudier le compd®€ dans un contexte de propriétés
antifongiques alors qu'il serait intéressant de pmndre le mode d’action des composés
montrant une cytotoxicité faible.

Les tests d’inhibition de I'activité kinase) vitro, n'ont été effectués pour l'instant
gue sur trois des composés qui restaurent la sitésde souches résistantes au fluconazole
(62, 64 et 75). Ces trois composés n’ont pas démontré d’inlubitie I'activité kinase de la
CaPkcl plus importante que celle du cercosporamidecBntre le composés semble étre
un treés bon inhibiteur de I'activité kinase de k@Phumaine. Ces résultats ne permettent pas
de valider ces composés comme étant des inhibiteCsPkcl.

Afin d’établir un profil de sélectivité, I'activiténhibitrice des 14 composés synthétisés
a été évaluée sur les kinases humaines. 9 des eémp8, 60, 61, 62, 64, 74, 75, 81 et 83)
possedent une activité inhibitrice sur 2 kindgesCLK1 etHsPIM1. Le compos®&1 possede
une activité inhibitrice sur 3 kinas®@mCLK1, HsPIM1 etHsCKIé/e. Ces essais permettent
de proposer de nouvelles cibles intéressantes femircomposés. Des tests d'activité
antiproliférative sur des lignées cellulaires tuates, surexprimant notamment PIM1, vont
étre réalisés afin de vérifier le potentiel antitual de la série.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES DE RECHERCHE

L’objectif de ces travaux de recherche consistaib@cevoir de nhouveaux COmposés
hétérocycliques analogues de cercosporamide, tehilsi spécifiques d€aPkcl, puis a
évaluer leur potentiel antifongique intrinséque leur propriété de contournement de la
résistance aux azolés.

Grace a la connaissance des caractéristigues ieflssntlu site de fixation de I'ATP
des kinases et a I'étude du cercosporamide commehifmiteur deCaPkcl, nous avons pu
mettre en évidence les principales intéractionscdicosporamide dans le site ATP de
I'enzyme, par modélisation moléculaire. En effefgit en compétition avec 'ATP au sein de
son site de liaison, ciblant les acides aminés Gudt 1le106 (3 hypothése) et les acides
aminés 1le106, Asp166/Asn153, et Asp152"fhypothése) en occupant la profonde cavité
hydrophobe. Cette étude nous a permis de synthétiee analogues hétérocycliques
simplifiés en s’affranchissant de la présence duarbone asymeétrique, a structures
benzofuro[3,2d]pyrimidine et dibenzdj,dfurane, reprenant les caractéristiques structsrale
essentielles du cercosporamide.

Les difféerentes approches menées lors de ces kagau permis la synthése et
I'évaluation biologique del7 composés. Parmi ces dernieBscomposés d'intérét en série
benzofuro[3,2d]pyrimidine et7 composés d’intérét en série diberxdffurane ont donné de
résultats biologiques intéressants. Le travail lausérie benzofuro[3,d}pyrimidine a été
publié, il en sera de méme pour la série dibemdilirane.

Seérie benzofuro[3,2d]pyrimidine :

Les voies d’acces a des benzofuro[@)Ryrimidines nous ont permis d’obtenir 3
composeés cibles avec des rendements globalemblasfaile I'ordre de 5 a 14%.

Nous n’avons pas pu démontrer d’effet antifongiduwect, sur les différentes souches
testées, des composés de la série des benzofudppyr@nidine. Par contre I'un des
composés a permis pour la premiére fois de restdareensibilité au fluconazole d’'une
souche résistante. Nous avons de plus montré queamaposés avaient une cytotoxicité
faible, plus faible que le cercosporamide.

Les tests de mesure de l'activité kinase ont peduaisalider I'activité inhibitrice de
ces composés sur {aaPkc plus importante que celle du cercosporamide.cBatre, cette
activité inhibitrice est aussi observée sur l'atéivde la PKC humaine, ce qui peut entrainer
des questions sur la sélectivité de ces composEs.eSt confirmé par les essais faits sur un
panel de kinases, qui ont permis de proposer deetlea cibles intéressantes pour au moins
I'un de ces composés (compaks.

Certaines pharmacomodulations sont encore nécesspour améliorer les effets
observés dans cette étude.

165



Conclusions et perspectives de recherche

Série dibenzop,d|furane :

Les travaux de synthese nous ont permis d’obtédircomposés analogues du
cercosporamide, dont composés d'intérét avec des rendements globalefaéies, de
I'ordre de 4 a 7%.

Parmi les 7 composés d’intérét, 3 d’entre eux @mahtré des activités antifongiques
de I'ordre de grandeur de celles du cercosporasudeertaines souches. Les valeurs de CMI
sont élevées (>100uM), mais confirment I'intéréttdavail de pharmacomodulation fait sur
cette série.

Lors des tests de restauration de la sensibilitédliemonazole, 5 des composés ont
montré un effet synergique avec le fluconazole rmarsune souche particuliere, celle dont le
mécanisme de résistance passe par des mutatiomhs geneERG3 |l serait intéressant de
comprendre par quels mécanismes d’action ces campagissent sur cette souche en
particulier.

L'ensemble des 14 composés analogues n'ont pastedétés pour leur activité
inhibitrice de croissance de biofilm mature. S fecomposés testés, 3 composés d’intérét
ont démontré des activités inhibitrices avec ded @ddez faibles. La encore, la connaissance
de la cible de ces composés permettrait de comprdengr mode d’action sur la croissance du
biofilm.

Parmi les 7 composés d'intérét, deux catégoriesdessinent au niveau de la
cytotoxicité sur cellules HelLa. 6 composés ont dgstoxicités faibles voir inexistantes et il
sera intéressant de continuer a élucider leur nubdetion au niveau de leur activité
antifongique (directe ou de restauration de selitgitziu fluconazole). Le dernier composé a
une cytotoxicité submicromolaire ce qui le rendchiéressant de point de vue antifongique

mais qui justifie de mener une étude sur son a@étamticancéreuse.

La mesure de l'inhibition de l'activité PKC deandidan’a pas permis de valider
CaPkcl comme cible potentielle pour les 3 composétede Des études complémentaires
seront donc a mener pour le 4 autres composegiEint

Enfin lors de I'établissement d’'un profil de séleité, des résultats d’inhibition de
deux kinases humaineMfCLK1 et HSPIM1) ont été obtenus. Ces deux kinases ayant des
homologues chezCandidg il serait pertinent d’investiguer ces kinases wwmcibles
potentielles des composés d’'intérét. Enfin, leslltés obtenus sur les kinases humaines
testées laissent imaginer que les composés deidadi#denzob,dfurane pourraient avoir des
propriétés anticancereuses intéressantes. Desctasf@émentaires sur cellules cancéreuses
restent a faire pour valider cette hypothése

Les bons résultats obtenus en série dibdnd@firane tant sur les propriétés
antifongiques que sur les propriétés d’inhibitian kdnases humaines doivent nous inciter a
poursuivre les travaux de pharmacomodulation, pannélioration des propriétés physico-
chimiques (perméabilité membranaire) et des intenag avec la cible protéique. Notamment
les données issues de f'%hypothése de docking suggérent I'introduction @ ehaine\,N-
diméthylpropylamine sur le phénol en position 1lnpettrait de cibler 'Aspl52 dans une
interaction ionique spécifique (Fugure 65).
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Figure 65 : Hypothése de docking dans le site ATP du mo@akekcl
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|. General chemistry
Solvents

The anhydrous solvents are distilled accordindpéofollowing methods:

- Sodium/benzophenone for ethers (diethyl ethénahgdrofuran).

- Calcium chloride for chlorinated solvents (dialdmethane, 1,2-dichloroethane).
They are then stored under nitrogen.

Microwave synthesis
DiscovefM CEM systemMagnetron Frequency 2450 MHRowerOutput300Watts.

Chromatography

Analytical chromatography

All reactions were monitored by TLC analysis usiNgrck silicagel 60F-254 thin-layer
plates. The revelation is carried out under aravitiet lamp at 254 or 365 nm.

Preparative chromatography
Purifications by column chromatography are caroetiin liquid phase on an open column.
The stationary phase used is Merck 60 silica g&lA30 mesh ASTM) (0.063-0.2Q0n).

Physical measurements
Melting points were determined on an ElectrotheritdaB000 melting point apparatus and
are uncorrected.

Spectrometric methods
Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR)

NMR spectra were recorded on Bruker Avance 400tepeeter {H NMR at 400 MHz and
13C NMR at 100 MHz), remanent signal of solvent wasdilike intern reference. Chemical
shift (6) values are expressed in parts per million (ppna) @upling constantg) values are
given in Hz. The multiplicity of signals is indieat using the following abbreviations:

s = singulet d = doublet dd = doublet de doublet
t = triplet g = quadruplet m = multiplet
ddd = doublet de doublet de doublet tt = tripletriplet

Infrared spectrometry (IR)
Infrared spectra (IR) were recorded on a ShimadAffinity-1 IR-FT spectrophotometer
equipped with a MIRacle 10 accessory ATR.

Mass Spectrometry (Mass)

Electrospray mass spectrometric analyses wererpggtbon a Waters Acquity UPLC system
ZQ 2000 single quadrupole spectrometer. Formic #06id%) was added in diluent to
improve ionization. The compounds are previous$gdived in methanol.

Elemental analyses

Elemental analyses were performed on a Thermo taeRklemental Analyser Flash EA
1112 and were found within £0.4% of the theoreticdles.
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ll. Table of methods

Type of reaction

Protection of
hydroxyl group

Synthesis of
tribenzyl
phloroglucinol ether
Mono-deprotection

of tribenzylated
precursor

Halogenation

Cyanation

O-alkylation

Method

Al

A2

D1

D2

D3

F1

F2

F3

2
85

77
84

14

29
44

16
23
32
45

10
15
30
31

34

38
46

Compounds

170

Experimental section

Conditions

Pyridine, AeO, 120 °C

CHal, CsCO;,
CHsCN, 70 °C

BnCl, NaH,
DMF, H>O, 0 °C - rt

CsH1o, Pd-C 10%,
ACOEY/EOH (3/1), 110 °C

NBS, CHCIy, -78 °C

NIS, CHClz, -78 °C

NIS, CH.Cl, 0 °C

CuCN, DMF, 160 °C

NaH, ethyl bromoacetate,
DMF, rt

NaH, 2-iodoacetamide,
DMF, 60 °C

Bromoacetonitrile, KCOs,
DMF, 80 °C

Pages

174
247

240
249

175

176

177

179
185

198
214

181
187
192
200
215

178
180
186
199
201

205

209
216
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Type of reaction Method = Compounds Conditions

11
17

18
Gl NaH, DMF, 0 °C

Cyclisation 24
39

a7
G2 35 KOH, EtOH, 60 °C

Protection of amino 13
group by a Boc H Boc,O, DMAP, THF, 80 °C
group 27

12
19 1) HC(OEty, MW, 100W,
20 200 °C
Building of 25 2) NHs/MeOH 7N, MW,
pyrimidine ring 40 100w, 140 °C
48

1) KOCN, CHCOOH, 100 °C
2) KOH/EtOH, 90 °C

12 36
21
22

J 33 H.SOy cc, 1t
37

41

Deprotection of
benzyl groups

41

59

61

62 Pyridine.HCI,
Demethylation of K1 74 200 °C, MW, 100W
methoxy groups

75

81

83

K2 59 BBrs, CHCly, 1t
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Pages

182
188
202
193
210
217

206

184
196

183
189
203
194
211
218

207

191
190
204
208
212

212
226
228
229
238
239
244
246
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Type of reaction

Synthesis of NHS
formate

Introduction of
carboxamide
function

Synthesis of diaryl
ether intermediate

Reduction of nitro
group

Deamination

Method

N1

N2

o1

02

Experimental section

Compounds

26

28
43
58
64
71
80
82

50
51
54

65
72
78
87

52
55
60
63

52

61
64

172

Conditions

Ac0, 0 °C-rt

1) CSI, CHCN, 0 °C
2) HCI 1M, rt

1) KOH, DMF, 120 °C

2) 1-iodo-2-nitrobenzene, Cu,
170 °C

C=2COQ0;, Cul,
DMF, 120 °C, MW, 80W

Zn, NHiCl sat,
CHsOH, 80 °C

SnCh, HCI,
CHsOH, 80 °C

H2S0Oy 25%, NaNQ,
EtOH, 0 °C - 80 °C

Pages

195

197
213
225
231
237
243
245

221
219
222

232
235
241
250

220
223
227
230

220

228
231



Type of reaction

Synthesis of
dibenzofurans
(cyclisation)

Suzuki coupling

Friedel-Crafts
acylation

Fries rearrangement

Experimental section

Method = Compounds Conditions
56
57
Pd(OAc), AgOAc,
Q1 73 .
PivOH, 130 °C
79
88
CsCG;,
Q2 64
CHsCN, MW, 100W, 150 °C
Pd(OAc), PPh, KsPQy,
R 69 CHsCN/H0 (4/1), 90 °C,
MW, 80W
S 82 AcCl, AICl3,
1,2-dichloroethane, rt
T 86 BF:2CH:COOH, 180 °C
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Pages

233
224
236
242
251

231

234

245

248
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Phloroglucinol triacetate (2)

White powder OAc

C12H1206
Mr =252.22 ng]r Ac OAC

Rr= 0.23 (cyclohexane/ethyl acetate: 5/1)
Mp =106 -107 °C
Yield = 87%

Method Al: To a solution of phloroglucindl (10.00 g, 79.2 mmol) in pyridine (50 mL) was
added acetic anhydride (30 ml, 317.2 mmol). Thetun&was stirred and refluxed for 5 h.
Pyridine was then removed under reduced pressude tla® residue was washed with
diisopropyl ether to give compour2das a white powder (17.30 g, 87% yield).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 6.84 (s, 3H, Ha4g), 2.28 (s, 9H, Ch).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) &: 168.7 (3C=0), 151.2 (3C), 112.9 (3CH), 21.2
(3CH).

IR (cm1): 3105, 1757, 1601, 1366, 1182, 1121, 1018, 914.

MS (ESI), m/z (%): 251.06 (100) [M-H]
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Phloroglucinol tribenzyl ether (3)

White powder

Ca27H2403 OBn
M, = 396.48 g.mot

Rr = 0.66 (cyclohexane/ethylacetate: 8/2) - oBn
Mp = 88-89 °C

Yield = 96%

Method B: A mixture of phloroglucinol triacetat2 (20.00 g, 79.3 mmol), benzyl chloride
(33.0 mL, 2855 mmol) and sodium hydride 60% (22.8§0 571.0 mmol) in
N,N-dimethylformamide (200 mL) was cooled t¢© and water (5 mL) was added dropwise
over a period of 10 min. The reaction mixture wisexl for 10 h at room temperature then
reaction was quenched with water. The aqueous lagerextracted with ethyl acetate and the
organic layer was washed with brine, dried ovelilgndsulfate and filtered. The solvent was
evaporatedn vacuoand the resisdue was recrystallized from methemgive compoun@® as

a white solid (30.00 g, 96% yield).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.43-7.33 (m, 15H, W), 6.28 (s, 3H, ka4g), 5.01 (s,
6H, 3CH).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) §: 160.6 (3C), 136.8 (3C), 128.5 (6CH), 127.9 (3CH),
127.5 (6CH), 94.9 (3CH), 70.1 (3GH

IR (cm™): 2922, 1593, 1449, 1377, 1155, 1063, 1026.

MS (ESI), m/z (%): 397.17 (100) [M+H].
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3,5-Dibenzyloxyphenol (4)

White powder OBn

C20H1803
M, = 306.36 g.mot - o

Rr = 0.16 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2)
Mp =91-92 °C
Yield = 45%

Method C: A mixture of phloroglucinol tribenzyl eth&(10.00 g, 25.2 mmol), palladium on
carbon 10% (0.80 g) and cyclohexene (1.3 mL, 121Hin 80 mL of ethyl acetate/ethanol
(3/1) mixture was refluxed at 11 for 2 h. Then the reaction mixture was filtered o
Celite®, concentratedin vacuo and the residue was purified by silica gel column
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate) @2eluent to give compourias a
white solid (3.47 g, 45% yield).

IH NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.44 — 7.32 (m, 10H), 6.26 (] = 2.1 Hz, 1H, H),
6.14 (d,J = 2.2 Hz, 1H, H), 6.12 (d,*J = 2.2 Hz, 1H, k), 5.01 (s, 4H, 2Cb}, 4.78 (s, 1H,
OH).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) 8: 160.8 (2Gys), 157.2 (G), 136.7 (2C), 128.5 (4CH),
128.0 (2CH), 127.5 (4CH), 95.3 (2G}), 94.9 (G), 70.1 (2CH).

IR (cm1): 3391, 3032, 2931, 1600, 1498, 1453, 1377, 12182 11053.

MS (ESI), m/z (%): 307.2 (100) [M+HI.
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3,5-bis(Benzyloxy)-2-bromophenol (5)

Light beige powder 0Bn
C20H17BrOs Br
M, = 385.25 g.mot

Rr = 0.33 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/2) B o

Mp = 71-72 °C
Yield = 95%

Method D1: A solution of 3,5-dibenzyloxyphend! (300 mg, 0.98 mmol) in dichloromethane
(5 mL) was cooled to -78 °Q\-bromosuccinimide (174 mg, 0.98 mmol) was addedthed
reaction mixture was maintained at -78 °C for 2.nfihe reaction was quenched at -78 °C by
the addition of 10% aqueous potassium carbonatgisol (10 mL) and warmed to room
temperature. The reaction was diluted with watérr(.) and extracted with dichloromethane
(3 x 50 mL). The combined organic extracts weredlover sodium sulfate and filtered. The
solvent was evaporateth vacuo and the residue was purified by silica gel column
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate ¢ Eluent to give compouidas a light
beige solid (358 mg, 95% yield).

H NMR (400 MHz, Chloroform-d) §: 7.45 - 7.32 (m, 10H, K), 6.35 (d,*J = 2.6 Hz, 1H,
Ha), 6.24 (d4) = 2.7 Hz, 1H, ), 5.67 (s, 1H, OH), 5.09 (s, 2H, G}15.00 (s, 2H, Ch).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) &: 159.7 (G), 155.9 (G), 153.8 (G), 136.4 (C),
136.3 (C), 128.6 (2CH), 128.5 (2CH), 128.1 (1CH)7D (1CH), 127.5 (2CH), 127.0 (2CH),
94.7 (GH), 94.6 (GH), 92.0 (G), 70.8 (CH), 70.3 (CH).

IR (cm™): 3483, 2928, 1597, 1496, 1155, 1103, 1028, 972, B8, 692.

MS (ESI), m/z (%): 383.1 (100) [M-H]; 383.1 (100) [M-H+2]; 386.1 (100) [M+H] ; 387.1
(100) [M+H-+2T".
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Ethyl (2-bromo-3,5-dibenzyloxyphenoxy)acetate (6)

Pale yellow powder

C24H23BrOs QB

M, = 471.34 g.mot o

Rt = 0.12 (cyclohexane/ethyl acetate: 9/1) Bn o/\n/OEt
Mp = 92-93 °C o
Yield = 83%

Method F1: To a solution of 3,5-bis(benzyloxy)-2-bromopheso(200 mg, 0.5 mmol) in
N,N-dimethylformamide (2 mL) was added sodium hydri@&0632 mg, 0.8 mmol) at room
temperature. When no more gas evolved, ethyl broatate (66uL, 0.6 mmol) was added
dropwise and the reaction mixture was stirred atrdéemperature for 12 h. After addition of
water, the aqueous layer was extracted with diohh@thane (3 x 50 mL). The combined
organic extracts were dried over sodium sulfate fdteted. The solvent was evaporated
vacuo and the residue was purified by silica gel colurshromatography using
cyclohexane/ethyl acetate (9/1) as eluent to gorapoundé as a pale yellow solid (196 mg,
83% yield).

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.47 — 7.16 (m, 10H, ki), 6.32 (d*J = 2.5 Hz, 1H,
He), 6.16 (d4J = 2.5 Hz, 1H, H), 5.11 (s, 2H, Ch), 4.98 (s, 2H, Ch), 4.65 (s, 2H, CLCO),
4.25 (g3 = 7.2 Hz, 2H, CHCHs), 1.29 (t2] = 7.1 Hz, 3H, CH).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) &: 168.3 (C=0), 159.2 (¢, 156.8 (G), 156.1 (Q),
136.4 (C), 136.3 (C), 128.6 (2CH), 128.5 (2CH), 228LCH), 127.9 (1CH), 127.5 (2CH),
126.9 (2CH), 95.4 (§H), 94.5 (GH), 94.2 (G), 71.0 (CH), 70.4 (CH), 66.5 (CHCO), 61.4
(CH2CHs), 14.1 (CH).

IR (cm™): 1743, 1604, 1503, 1454, 1433, 1388, 1207, 1141510824, 798, 736, 698.

MS (ESI), m/z (%): 471.1 (100) [M-H+2} 474.2(100) [M+H+2].
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Experimental section

3,5-bis(Benzyloxy)-2-iodophenol (9)

White powder
Co0H17103

M= 432.25 g.mot |
Rr = 0.17 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) O/@i
Bn

Mp = 75-76 °C OH
Yield = 76%

Method D2: A solution of 3,5-dibenzyloxyphendl (2.00 g, 6.5 mmol) in dichloromethane
(10 mL) was cooled to -78 °QN-iodosuccinimide (1.47 g, 6.5 mmol) was added drel t
reaction mixture was maintained at -78 °C for 2 .nine reaction was quenched at -78 °C by
the addition of 10% aqueous potassium carbonatgisol (20 mL) and warmed to room
temperature. The reaction was diluted with watérr(.) and extracted with dichloromethane
(3 x 50 mL). The combined organic extracts weredlover sodium sulfate and filtered. The
solvent was evaporateth vacuo and the residue was purified by silica gel column
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate) @éleluent to give compourlas a
white solid (2.14 g, 76% yield).

IH NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.52 — 7.35 (m, 10H, ki), 6.43 (d;4J = 2.5 Hz, 1H,
Ha), 6.24 (d4J = 2.6 Hz, 1H, ), 5.58 (s, 1H, OH), 5.12 (s, 2H, G}I5.04 (s, 2H, Ch).

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) &: 161.3 (G), 158.1 (G), 156.5 (G), 136.4 (C), 136.3
(C), 128.6 (2CH), 128.6 (2CH), 128.1 (1CH), 1271€K), 127.5 (2CH), 127.0 (2CH), 94.2
(CeH), 94.1 (GH), 70.9 (CH), 70.3 (CH), 68.2 (G).

IR (cm™): 2922, 1577, 1427, 1375, 1355, 1269, 1211, 1163%,1083, 1014.

MS (ESI), m/z (%): 433.1 (100) [M+HI.
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Experimental section

Ethyl (2-iodo-3,5-dibenzyloxyphenoxy)acetate (10)

Beige powder

C24H23l0s Qe

M, = 518.34 g.mot !

Rt = 0.32 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) Bn o/\fo
Mp = 84-85 °C OEt
Yield = 96%

Method F1. To a solution of 3,5-bis(benzyloxy)-2-iodopher®|(1.20 g, 2.8 mmol) in
N,N-dimethylformamide (5 mL) was added sodium hydridé6( mg, 4.1 mmol) at room
temperature. When no more gas evolved, ethyl brogtate (0.5 mL, 4.7 mmol) was added
dropwise and the reaction mixture was stirred abrdéemperature for 12 h. After addition of
water, the aqueous layer was extracted with diohh@thane (3 x 50 mL). The combined
organic extracts were dried over sodium sulfate fdteted. The solvent was evaporated
vacuo and the residue was purified by silica gel columshromatography using
cyclohexane/ethyl acetate (9/1) as eluent to gorapoundl0 as a beige solid (1.38 g, 96%
yield).

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.52 — 7.27 (m, 10H, k), 6.30 (d,*J = 2.4 Hz, 1H,
Hs), 6.14 (d2 = 2.4 Hz, 1H, K, 5.12 (s, 2H, Ch), 5.01 (s, 2H, Ch), 4.65 (s, 2H, COC}H,
4.27 (q,%) = 7.1 Hz, 2H, CHCHs), 1.31 (t, 3H3J = 7.1 Hz, CH).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) &: 168.2 (C=0), 160.9 (§, 159.0 (G), 158.4 (Q),
136.3 (C), 136.2 (C), 128.6 (2CH), 128.5 (2CH), 128LCH), 127.8 (1CH), 127.5 (2CH),
127.4 (2CH), 94.6 (), 93.8 (GH), 70.9 (CH), 70.3 (CH), 68.7 (G), 66.5 (CHCO), 61.3
(CH2CHs), 14.1 (CH).

IR (cm™): 1745, 1598, 1597, 1431, 1386, 1336, 1265, 1209 ,11539, 1055, 1018.

MS (ESI), m/z (%): 519.2 (100) [M+H].
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Experimental section

Ethyl (2-cyano-3,5-dibenzyloxyphenoxy)acetate (7)

Pale green powder

C2sH23NOs onn

M, = 417.45 g.mot on

Rr = 0.35 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4)

Mp = 126-127 °C B o™

(0]

Yield = 19% (from compoun6)
92% (from compouriD)

Method E2: A mixture of ethyl (2-bromo-3,5-dibenzylphenoxgggateé (100 mg, 0.2 mmol)
and copper(l) cyanide (29 mg, 0.3 mmol)NpN-dimethylformamide (2 mL) was heated at
160 °C for 1 h. After cooling, the reaction mixtuneas poured into crushed ice and a
precipitate was formed, which was extracted withyleticetate (3 x 50 mL). The organic
layers were washed with brine, dried over sodiutfag) filtered, and evaporated to dryness.
The resulting oil was purified by silica gel columhromatography using cyclohexane/ethyl
acetate (8/2) as eluent to give compourad a pale green (17 mg, 19% yield).

(The compound? is prepared from ethyl (2-iodo-3,5-dibenzylphenacgtatel0 (1.50 g,
2.9 mmol) according to thmethod E2with a yield of 92%.)

14 NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 7.51 — 7.39 (m, 10H, &), 6.65 (d,*J = 1.8 Hz, 1H, H),
6.46 (d,*J = 1.8 Hz, 1H, K), 5.30 (s, 2H, Ch), 5.21 (s, 2H, Ch), 5.02 (s, 2H, COCH), 4.19
(9,33 =7.1Hz, 2H, CHCHg), 1.24 (t3J = 7.1 Hz, 3H, CH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6: 168.0 (C=0), 164.2 (§, 162.3 (G), 161.8 (G),
136.2 (C), 136.1 (C), 128.8 (2CH), 128.7 (2CH), .628L.CH), 128.3 (1CH), 128.2 (2CH),
128.3 (2CH), 114.2 (CN), 94.0 {8), 93.1 (GH), 83.8 (G), 70.4 (CH), 70.3 (CH),
65.3 (CHCO,), 61.0 (CHCHs), 14.1 (CH).

IR (cm™): 2922, 2220, 1757, 1600, 1579, 1498, 1427, 1209%,11B30, 1022, 817, 727.

MS (ESI), m/z (%): 418.1 (100) [M+HI.
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Experimental section

Ethyl 3-amino-4,6-dibenzyloxy-1-benzofuran-2-carboylate (11)

White powder
C2sH23NOs OBn N,

M, = 417.45 g.mot {9
Rr = 0.21 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) - o okt

Mp = 114-115°C
Yield = 66%

Method G1. To a solution of ethyl (2-cyano-3,5-dibenzyloxgploxy)acetate/ (1.00 g,
2.4 mmol) inN,N-dimethylformamide (3 mL) was added sodium hydri@&c6n mineral olil
(144 mg, 3.6 mmol) at 0 °C. The mixture was stifed30 min, quenched with water and
extracted with ethyl acetate (3 x 50 mL). The orgdayers were washed with brine, dried
over sodium sulfate, filtered, and evaporated yness. The resulting oil was purified by
silica gel column chromatography using cyclohexettgd acetate (8/2) as eluent to give
compoundLl as a white solid (0.66 g, 66% yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg) §: 7.56 — 7.35 (m, 10H, k), 6.80 (d,4J = 1.8 Hz, 1H, H),
6.57 (d,%J = 1.8 Hz, 1H, H), 5.72 (s, 2H, Nb), 5.32 (s, 2H, Ch), 5.15 (s, 2H, Cb),
4.28 (9,3 = 7.1 Hz, 2H, CHCHs), 1.32 (t3J= 7.1 Hz, 3H, 56).

13C NMR (100 MHz, DMSO-de) &: 161.5 (C=0), 160.2 (§, 155.8 (G), 154.8 (C),
140.1 (G), 136.6 (2C), 128.7 (2CH), 128.6 (2CH), 128.2 (3CHR8.0 (1CH), 127.9 (2CH),
127.7 (2CH), 122.3 (§, 105.2 (C), 95.8 (g), 89.8 (GH), 70.1 (CH), 69.8 (CH),
59.8 (CHCHs), 14.6 (CH).

IR (cm™): 3493, 3358, 1664, 1622, 1550, 1504, 1373, 12243,11G09, 1028, 812, 734.

MS (ESI), m/z (%): 418.1 (100) [M+HI.

Anal. calcd for GsH23aNOs: C 71.93, H 5.55, N 3.36. Found: C 72.15, H 51$8.37.
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Experimental section

7,9-bis(Benzyloxy)[1]benzofuro[3,d]pyrimidin-4(3 H)-one (12)

White powder

C24H18N204 "N
M, = 398.41 g.mot al
R = 0.48 (ethyl acetate) B o ©°

Mp = 276-277 °C
Yield = 31%

Method 11: A mixture of ethyl 3-amino-4,6-dibenzyloxybenzodn-2-carboxylatel11
(100 mg, 0.24 mmol) in triethyl orthoformate (1.3.-ywas irradiated in a microwave at
200°C for 15 min. The resultant yellow solution was pmated to dryness and the residue
was dissolved in a solution of ammonia in methaitdl3 mL). The mixture was irradiated in
a microwave at 14€C for 15 min and the resultant precipitate wasem#id and evaporated
to dryness. The residue was triturated with acéitmiand the solid was collected by
filtration. The solids were combined to give compdu2 as a white solid (30 mg, 31%
yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 12.78 (s, 1H, NH), 8.16 (s, 1H}H7.56 - 7.33 (m, 10H,
Har), 7.11 (s, 1H, k), 6.77 (s, 1H, B, 5.33 (s, 2H, Ch), 5.21 (s, 2H, Cb).

IR (cmY): 3062, 2926, 1693, 1622, 1429, 1328, 1230, 11472.108

MS (ESI), m/z (%): 399.1 (100) [M+H].

Anal. calcd for GsH18N204: C 72.35, H 4.55, N 7.03. Found: C 72.52, H 41%3,.05.
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Experimental section

Ethyl 3-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-4,6-dibenzyloxy-1-benzofurar2-carboxylate (13)

Beige powder
CsoH31NOy OBN  NHBoc
M= 517.57 g.mot /9
Rr = 0.54 (cyclohexane/ethylacetate: 6/4)
Mp = 82-83 °C (cyclohexane/ethylacetate)
Yield = 91%

Bn (0] OEt

Method H: Ethyl 3-amino-4,6-dibenzyloxybenzofuran-2-carblatg 11 (50 mg, 0.12 mmol)
was dissolved in dry tetrahydrofurane (4 mL)tefit-butyl dicarbonate (156 mg, 0.72 mmol)
and catalytic amount of 4-dimethylaminopyridineng) was added. The solution was heated
at 80°C for 2 h. After cooling and evaporated to dryneks, crude product was purified by
silica gel column chromatography using cyclohexetmsgd acetate (8/2) as eluent to give the
compoundlL3 as a beige solid (56 mg, 91% vyield).

IH NMR (400 MHz, DMSO),  ppm: 8.71 (s, 1H, NHBoc), 7.56 - 7.36 (m, 10H,ah}
6.99 (d,%) = 1.8 Hz, 1H, H), 6.63 (d,J = 1.8 Hz, 1H, H), 5.25 (s, 2H, Ch), 5.19 (s, 2H,
CHy), 4.33 (g, 2H3J = 7.2 Hz, CH), 1.37 (s, 9H, Boc), 1.31 (t, 3£ = 7.2 Hz, CH).

13C NMR (100 MHz, DMSO), & ppm: 160.9 (C=0), 158.7 (C=0), 155.4dC154.2 (G),
153.0 (C), 149.8 (§, 136.6 (2C), 128.4 (2CH), 128.2 (2CH), 128.1 (JCER8.0 (1CH),
127.9 (2CH), 127.7 (2CH), 109.7 (C), 97.5)(9.8 (G), 82.6 (C), 79.0 (C), 70.1 (GM
69.6 (CH), 60.5 (CHCHs), 28.1 (2CH), 27.5 (CH), 14.2 (CH).

IR (cm™): 3490, 3352, 1668, 1620, 1546, 1504, 1375, 12745,11696, 1025.

MS (ESI), m/z (%): 518.3(100) [M+H]".
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Experimental section

3,5-bis(Benzyloxy)-2,6-diiodophenol (14)

Beige powder

CaoH16l203 0Bn
M, = 558.15 g.mot !
Rr = 0.34 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) Bn OH
Mp = 122-123 °C |
Yield = 83%

Method D2: A solution of 3,5-dibenzyloxyphend! (500 mg, 1.6 mmol) in dichloromethane
(20 mL) was cooled to -78 °Q\N-iodosuccinimide (733 mg, 3.3 mmol) was added dmd t
reaction was maintained at -78 °C for 2 min. Thacten was quenched at -78 °C by the
addition of 10% aqueous potassium carbonate salutg® mL) and warmed to room
temperature. The reaction was diluted with watérr(f.) and extracted with dichloromethane
(3 x 50 mL). The combined organic extracts werediover sodium sulfate and filtered. The
solvent was evaporateth vacuo and the residue was purified by silica gel column
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate) @leluent to give compourid} as a
beige solid (750 mg, 83% yield).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.37 - 7.23 (m, 10H, K), 6.05 (s, 1H, ),
5.94 (s, 1H, OH), 5.01 (s, 4H, 2GH

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) 8: 158.9 (2Gys), 155.0 (G), 136.0 (2C), 128.6 (4CH),
128.1 (2CH), 126.9 (4CH), 91.848), 71.3 (2CH),65.9 (2G.¢H).

IR (cm1): 3462, 1496, 1446, 1379, 1336, 1292, 1184, 10934,10833, 804, 729, 692.

MS (ESI), m/z (%): 559.1 (100) [M+H].
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Experimental section

Ethyl (2,6-diiodo-3,5-dibenzyloxyphenoxy)acetate &)

White powder
C24H221205 Q8"
M= 644.24 g.mot

Rr = 0.27 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) Bn o/\[roa
Mp = 114-115 °C [ o}
Yield = 91%

Method F1: To a solution of 3,5-bis(benzyloxy)-2,6-diiodopioé 14 (600 mg, 1.1 mmol) in
N,N-dimethylformamide (3 mL) was added sodium hydri@&06(64 mg, 1.8 mmol) at room
temperature. When no more gas evolved, ethyl brogetate (0.2 mL, 1.8 mmol) was added
dropwise and the reaction mixture was stirred abrdéemperature for 12 h. After addition of
water, the aqueous layer was extracted with diohh@thane (3 x 50 mL). The combined
organic extracts were dried over sodium sulfate fdteted. The solvent was evaporated
vacuo and the residue was purified by silica gel colunshromatography using
cyclohexane/ethyl acetate (9/1) as eluent to gorepoundl5 as a white solid (627 mg, 91%
yield).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.46 — 7.31 (m, 10H, k), 6.32 (s, 1H, W),
5.09 (s, 4H, 2Ch, 4.61 (s, 2H, COCH, 4.36 (q,3] = 7.2 Hz, 2H, CHCHg),
1.37 (1,3 = 7.1 Hz, 3H, CH).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) é: 167.7 (C=0), 159.3 (243), 158.2 (G), 135.8 (2C),
128.6 (4CH), 128.1 (2CH), 126.9 (4CH), 95.9:( 73.6 (2Ggl), 71.4 (2CH), 68.7
(CH:CO), 61.3 (CHCHzg), 14.2 (CH).

IR (cm™): 1751, 1566, 1334, 1107, 738.

MS (ESI), m/z (%): 645.1 (100) [M+HI.
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Experimental section

Ethyl (2,6-dicyano-3,5-dibenzyloxyphenoxy)acetatel 6)

White powder

C26H22N205 Q8

M, = 442.46 g.mo} o

Rr = 0.60 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) Bn o/\[TOEt
Mp = 75-75 °C CN o}
Yield = 87%

Method E2: A mixture of ethyl (2,6-diiodo-3,5-dibenzyloxyphaxy)acetatel5 (650 mg,
1.0 mmol) and copper(l) cyanide (270 mg, 3.0 mmol),N-dimethylformamide (3 mL) was
heated at 160 °C for 2 h. After cooling, the reatinixture was poured into crushed ice and a
precipitate was formed, which was extracted withyleticetate (2 x 30 mL). The organic
layers were washed with brine, dried over sodiutfag) filtered, and evaporated to dryness.
The resulting oil was purified by silica gel columhromatography using cyclohexane/ethyl
acetate (8/2) as eluent to give compoids a white solid (390 mg, 87% yield).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.39-7.34 (m, 10H, W), 6.26 (s, 1H, H),
5.15 (s, 4H, 2Ch), 5.13 (s, 2H, COCH, 4.28 (g, 2H,3J = 7.1 Hz, CHCHs),
1.30 (t, 3H3) = 7.1 Hz, CH).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) : 167.3 (C=0), 165.4 (23), 164.4 (G), 134.2 (2C),
128.9 (2CH), 128.7 (2CH), 128.7 (1CH), 128.6 (1CHR8.5 (2CH), 126.9 (2CH),
112.5 (2&N), 93.1 (GH), 88.7 (2Ge), 71.5 (2CH), 69.1 (CHCO), 61.9 (CHCHy),

14.0 (CH).

IR (cm™): 2924, 2222, 1755, 1597, 1498, 1381, 1176, 1122.

MS (ESI), m/z (%): 443.2 (100) [M+HI.

187



Experimental section

Ethyl 3-amino-7-cyano-4,6-dibenzyloxy-1-benzofurar?-carboxylate (17)

Beige powder

Ca26H22N20s OB NH,
M= 442.46 g.mot N\ P
Rr = 0.71 (cyclohexane/ethyl acetate: 1/1) Bn O  OEt
Mp = 126-127 °C CN

Yield = 71%

Method G1. To a solution of ethyl (2,6-dicyano-3,5-dibenzggphenoxy)acetat&6 (3.00 g,
6.8 mmol) in N,N-dimethylformamide (5 mL) was added sodium hydrid#66(0.54 g,
13.6 mmol) at 0 °C. The mixture was stirred forrBh, quenched with water and extracted
with ethyl acetate (100 mL). The organic layerseverashed with brine, dried over sodium
sulfate, filtered, and evaporated to dryness. Eselting oil was purified by silica gel column
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate) @s2eluent to give compourky as a
beige solid (2.12 g, 71% yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO), & ppm: 7.58 - 7.39 (m, 10H, k), 6.98 (s, 1H, K),
5.90 (s, 2H, NH), 5.50 (s, 2H, Ch), 5.41 (s, 2H, Ch), 4.32 (q, 2H3J = 7.1 Hz, CHCHs),
1.34 (t, 3H3J = 7.1 Hz, CH).

13C NMR (100 MHz, DMSO), 8 ppm: 163.9 (C=0), 160.8 (§, 158.6 (G), 155.4 (G),
135.7 (C), 135.6 (C), 129.0 (2CH), 128.6 (2CH), .526L.CH), 128.4 (1CH), 128.1 (2CH),
127.9 (2CH), 124.6 (§, 113.0 (CN), 106.3 (C), 92.0 {8), 80.5 (G), 71.6 (CH), 71.3
(CHp), 60.1 (CHCH;), 53.4 (C), 14.6 (Ch).

IR (cmY): 3504, 2223, 1614, 1554, 1508, 1454, 1338, 13053,1965, 700.

MS (ESI), m/z (%): 443.2 (100) [M+H].
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Experimental section

7,9-Dibenzyloxy-4-oxo0-3,4-dihydro[1]benzofuro[3,2]pyrimidine-6-carbonitrile (19)

White powder

C2sH17N304 oBn N
M= 423.12 g.mot N
Rf = 0.65 (ethyl acetate) Bn o ©
Mp = 265-266 °C N

Yield = 54%

Method 11: A mixture of ethyl 3-amino-7-cyano-4,6-dibenzyex-benzofuran-2-
carboxylatel7 (500 mg, 1.1 mmol) in triethyl orthoformate (3 miydas irradiated in a
microwave at 200C for 15 min. The resultant yellow solution was gwated to dryness and
the residue was dissolved in a solution of ammoniaethanol 7M (3 mL). The mixture was
irradiated in a microwave at 14Q for 15 min and the resultant precipitate waseadd and
evaporated to dryness. The residue was trituratddagetonitrile and the solid was collected
by filtration. The solids were combined to give qgmund19 as a white solid (258 mg, 54%
yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 13.03 (d2J = 3.8 Hz, 1H, NH), 8.27 (] = 3.7 Hz, 1H,
Hy), 7.96 — 7.29 (m, 10H, &), 7.20 (s, 1H, k), 5.54 (s, 2H, Ch), 5.50 (s, 2H, Ch).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &: 164.1 (C=0), 159.3 (§, 157.8 (G), 151.7 (C),
147.6 (GH), 143.5 (C), 138.4 (C), 135.8 (C), 135.6 (C), B§2CH), 128.7 (2CH),
128.5 (1CH), 128.4 (1CH), 128.0 (2CH), 127.9 (2CH)2.7 (GN), 106.7 (C), 95.2 (&),
79.0 (), 71.7 (CH), 71.0 (CH).

IR (cmY): 3182, 2222, 1685, 1598, 1487, 1433, 1366, 11163,10822, 962, 692.

MS (ESI), m/z (%): 424.1 (100) [M+H].
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Experimental section

7,9-Dihydroxy-4-oxo-3,4-dihydro[1]benzofuro[3,2d]pyrimidine-6-carbonitrile (22)

Brown powder

C11HsN3O4 OH  N=
M, = 243.16 g.mot N
Rt = 0.37 (dichloromethane) HO o ©
Mp = 335-336 °C CN

Yield = 61%

Method J: A mixture of 7,9-dibenzyloxy-4-oxo0-3,4-dihydroldgnzofuro[3,2d]pyrimidine-6-
carbonitrile19 (200 mg, 0.5 mmol) and concentrated sulfuric g2idL) was stirred at room
temperature for 15 min. Water (25 mL) was addeduench the reaction. The mixture was
extracted with ethyl acetate (100 mL). The orgdayers were washed with brine, dried over
sodium sulfate, filtered and evaporated to dryn€ks.residue was triturated with acetonitrile
and the solid was collected by filtration. The dslivere combined to give compou22ias a
brown solid (70 mg, 61% yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 14.03 (s, 1H, OH), 12.91 (s, 1H, OH), 11.77 (s, MH),
8.20 (s, 1H, H), 6.57 (s, 1H, ).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &: 169.8 (G), 166.4 (G), 164.4 (G), 159.0 (C), 151.6 (C),
147.1 (GH), 144.1 (C), 137.5 (C), 113.6 48, 104.7 (Q), 98.4 (GH).

IR (cm1): 3045, 2796, 2229, 1614, 1384, 1267, 1112, 1060.

MS (ESI), m/z (%): 244.1 (100) [M+HI.
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Experimental section

Ethyl 3-amino-7-cyano-4,6-dihydroxy-1-benzofuran-2zarboxylate (21)

Brown powder

C12H10N205 OH  NH,
M= 262.06 g.mot N\ /P
Rr = 0.35 (ethyl acetate) HO O OEt
Mp = 150-151 °C CN

Yield = 73%

Method J: A mixture of ethyl 3-amino-4,6-dibenzyloxy-7-cyarenzofuran-2-carboxylater
(200 mg, 0.5 mmol), concentrated sulfuric acid (2) was stirred at room temperature for
15 min. Water (25 mL) was added to quench the i@acThe mixture was extracted with
ethyl acetate (100 mL). The organic layers werehedswvith brine, dried over sodium sulfate,
filtered and evaporated to dryness. The resultingwas purified by silica gel column
chromatography, eluting sequentially with 0% to %06thyl acetate in cyclohexane as eluent
to give compoun@1 as a brown solid (86 mg, 73% yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 11.91 (s, 1H, OH), 11.82 (s, 1H, OH), 6.36 (s, H3),
5.88 (s, 2H, NiJ), 4.30 (q3J = 7.0 Hz, 2H, Ch), 1.33 (t3] = 7.1 Hz, 3H, CH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 8: 164.2 (C=0), 159.7 (C), 158.9 (2§, 156.1 (G),
122.2 (G), 113.0 (CN), 103.7 (C), 96.3 {8), 74.9 (G), 59.1 (CHCHs), 14.6 (CH).

IR (cm1): 3498, 3388, 2918, 2222, 1614, 1381, 1288, 12073,11018.

MS (ESI), m/z (%): 263.1 (100) [M+HI.
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Experimental section

Ethyl (2-cyano-3,5-dibenzyloxy-6-iodophenoxy)acetat(23)

White powder

CasH22INOs OBn
M, = 543.35 g.mot N

Rr = 0.46 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) Bn O/\?O
Mp = 74-75 °C | OEt
Yield = 86%

Method E2: A mixture of ethyl (2,6-diiodo-3,5-dibenzyloxyphexy)acetatel5 (1.00 g,
1.6 mmol) and copper(l) cyanide (0.14 g, 1.6 mnlN,N-dimethylformamide (5 mL) was
heated at 160 °C for 2 h. After cooling, the reattnixture was poured into crushed ice and a
precipitate was formed, which was extracted wittyleacetate (100 mL). The organic layers
were washed with water and brine, dried over sodsutfate, filtered, and evaporated to
dryness. The resulting oil was purified by silical gcolumn chromatography using
cyclohexane/ethyl acetate (9/1) as eluent to gorepound23 as a white solid (748 mg, 86%
yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 7.57 — 7.39 (m, 10H, k), 6.99 (s, 1H, h),
5.38 (s, 2H, Ch), 5.37 (s, 2H, Ch), 4.82 (s, 2H, Ch), 4.24 (q,3] = 7.1 Hz, 2H, CHCHs),
1.27 (t3) = 7.1 Hz, 3H, CH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-de) &: 167.3 (C=0), 162.8 (§, 162.7 (G), 160.9 (G),
135.9 (C), 135.7 (C), 128.8 (2CH), 128.7 (2CH), Z26L.CH), 128.2 (1CH), 127.8 (2CH),
127.5 (2CH), 113.6 (€N), 95.5 (GH), 88.9 (G), 74.2 (G), 71.3 (CH), 71.0 (CH),
70.0 (CHC=0), 61.0 (CHCHs3), 14.1 (CH).

IR (cm™): 2985, 2222, 1747, 1583, 1344, 1215, 1170, 11142,19%8, 813, 736, 694.

MS (ESI), m/z (%): 544.1 (100) [M+HI.
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Experimental section

Ethyl 3-amino-4,6-dibenzyloxy-7-iodo-1-benzofuran-Zarboxylate (24)

Brown powder

Ca2sH22INOs OBN  NH,
M, = 543.35 g.mot NP
Rt = 0.44 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) Bn O  OEt

Mp = 160-161 °C |
Yield = 76%

Method G1. To a solution of ethyl (2-cyano-3,5-dibenzyloxyeslophenoxy)acetat@3
(200 mg, 0.4 mmol) irN,N-dimethylformamide (2 mL) was added sodium hydrid¥o6
(30 mg, 0.8 mmol) at 0 °C. The mixture was stirfed 30 min, quenched with water and
extracted with ethyl acetate (100 mL). The orgdayers were washed with brine, dried over
sodium sulfate, filtered and evaporated to dryn€ks. resulting oil was purified by silica gel
column chromatography using cyclohexane/ethyl ae€&1) as eluent to give compouddi

as a brown solid (152 mg, 76% yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 7.53 — 7.34 (m, 10H, k), 6.84 (s, 1H, H),
5.74 (s, 2H, NH), 5.37 (s, 2H, Ch), 5.28 (s, 2H, Ch), 4.28 (9,2] = 7.1 Hz, 2H, CHCHs),
1.30 (t,3 = 7.1 Hz, 3H, CH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &: 159.9 (C=0), 159.4 (§, 155.4 (G), 155.3 (C),
140.2 (G), 136.4 (C), 136.1 (C), 128.8 (2CH), 128.6 (2CH28.3 (1CH), 128.1 (1CH),
128.0 (2CH), 127.3 (2CH), 122.2 4C 105.8 (C), 94.0 (&), 71.0 (CH), 70.0 (CH),
59.4 (CHCHs), 58.0 (G), 14.7 (CH).

IR (cm): 3485, 3334, 2926, 1658, 1620, 1550, 1371, 13270,18922, 1145, 1101, 1028,
904, 744, 698.

MS (ESI), m/z (%): 544.1 (100) [M+H].
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Experimental section

6-lodo-7,9-dibenzyloxy[1]benzofuro[3,2d]pyrimidin-4(3 H)-one (25)

Brown powder

C24H17IN204 OBn
M= 524.31 g.mot 3
Rr = 0.35 (ethyl acetate) Bn o ©
Mp = 233-234 °C |

Yield = 33%

Method I1: A mixture of ethyl 3-amino-4,6-dibenzyloxy-7-iodebenzofuran-2-carboxylate
24 (100 mg, 0.18 mmol) in triethyl orthoformate (IrlL) was irradiated in a microwave at
200°C for 10 min. The resultant yellow solution was pmated to dryness and the residue
was dissolved in a solution of ammonia in methaidl(1.0 mL). The mixture was irradiated
in a microwave at 140C for 10 min and the resultant precipitate was exddld and
evaporated to dryness. The resulting oil was mdithy silica gel column chromatography,
eluting sequentially with 0% to 100% ethyl acetate cyclohexane as eluent to give
compound25 as a brown solid (31 mg, 33% vyield).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 12.91 (s, 1H, NH), 8.24 (s, 1H2H7.86 - 7.23 (m, 10H,
Har), 7.0 (s, 1H, k), 5.45 (s, 2H, Cb), 5.39 (s, 2H, CH).

13C NMR (100 MHz, DMSO<s) &: 163.2 (G), 160.0 (G), 158.1 (G), 155.4 (C), 151.9
(CzH), 146.7 (C), 144.2 (C), 137.6 (C), 136.4 (C), B3€C), 128.5 (2CH), 127.9 (2CH),
127.8 (1CH), 127.6 (1CH), 127.4 (2CH), 127.0 (2CH)6.7 (C), 95.9 (g}, 71.1 (CH), 70.3
(CH>).

IR (cm'l): 3109, 2922, 1672, 1614, 1454, 1321, 1226, 1095, 731

MS (ESI), m/z (%): 525.1 (100) [M+H].
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Experimental section

2,5-Dioxopyrrolidin-1-yl formate 1 (26)

White powder
CsHs5NO4

M= 143.09 g.mot
Mp = 114-115 °C
Yield = 99%

Method L: In a 250 mL flask, acetic anhydride (77 mL, 0.8118.0 equiv) was cooled to

0 °C. Formic acid (38 mL, 1.0 mol, 10.0 equiv) wadded slowly, and the solution was
stirred at room temperature for 2 h. Then, 1-hygpyxrolidine-2,5-dione (11.7 g, 0.1 mol,
1.0 equiv) was added. The reaction mixture wasestiovernight and then evaporated to
dryness and dried several houmsvacuoto afford the expected produ26 (14.2 g, 99%
yield) as an odorless white solid. NHS formaéwas stable enough to be stored for several
weeks under inert atmosphere. However, it was wbdethat traces of formic acid can be
formed over time. In that case, it was driedracuoprior to use.

IH NMR (400 MHz, CDCl3), & ppm: 8.18 (s, 1H), 2.86 (s, 4H).
13C NMR (100 MHz, CDCl3), & ppm: 168.4 (2G.), 155.0 (CHO), 25.5 (2CH,

IR (cm1): 3000, 2952, 1694, 1208, 644.
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Experimental section

Ethyl 3-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-7-iodo-4,6-dibenzyloxy-1-bemnofuran-2-
carboxylate (27)

Brown powder

CaoH30INO7 OBN NHBoc
M= 643.47 g.mO} N /9
Rr = 0.54 (cyclohexane/ethylacetate: 6/4) Bn O  OEt
Mp =67-68 °C |

Yield = 92%

Method H: Ethyl 3-amino-4,6-dibenzyloxy-7-iodo-1-benzofuaftarboxylate24 (50 mg,
0.09 mmol) was dissolved in dry tetrahydrofuranen(?), di-tert-butyl dicarbonate (120 mg,
0.55 mmol) and catalytic amount of 4-dimethylamiyrigiine (2 mg) was added. The solution
was heated at 8% for 2 h. After cooling and evaporated to drynéls, crude product was
purified by silica gel column chromatography usoyglohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent
to give the compound7 as a brown solid (54 mg, 92% yield).

H NMR (400 MHz, CDCls), 8 ppm: 7.43 - 7.15 (m, 10H, K, 1H, NH), 6.40 (s, 1H, ),
5.51 (s, 4H, 2Ch), 4.43 (q, 2H3J = 7.2 Hz, CH), 1.43 (s, 9H, Boc), 1.35 (t, 3R] = 7.2 Hz,
CHy).

13C NMR (100 MHz, CDCl), 8 ppm: 159.7 (C=0), 159.2 (C=0), 155.6 d}C155.0 (G),
152.8 (C), 136.1 (C), 136.0 (C), 133.3 (C), 128TH), 128.6 (2CH), 128.3 (1CH), 128.0
(Cs), 127.1 (2CH), 126.9 (CH), 126.7 (2CH), 109.6 (85,2 (GH), 80.9 (G), 72.0 (CH),
70.8 (CH), 61.0 (CHCHs), 31.3 (C), 27.4 (3C¥), 14.3 (CH).

IR (cmY): 3482, 3337, 2925, 1712, 1618, 1502, 1392, 1338},12810, 1147, 1103, 1024.

MS (ESI), m/z (%): 644.2 (100) [M+H].
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Experimental section

2,4-bis(Benzyloxy)-6-hydroxybenzamide (28)

White powder

C21H19NO4 OBn
M, = 349.38 g.mot

Rr = 0.48 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) Bn OH
Mp = 151-152 °C CONH,
Yield =53%

Method M: To a stirred suspension of 3,5-dibenzyloxyphefq500 mg, 1.6 mmol) in
acetonitrile (5 mL) at 0 °C under argon was addbabbrosulfonyl isocyanate (0.62 mL,
6.4 mmol). The mixture was maintained at this terapge for 10 min then the reaction
mixture was quenched with hydrochloric acid 1N (@D). After 10 h at room temperature,
the reaction was diluted with water (50 mL) and@stied with dichloromethane (3 x 50 mL).
The combined organic extracts were dried over sodiulfate and filtered. The solvent was
evaporatedn vacuoand the residue was purified by silica gel colurthromatography using
cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to gorepound28 as a white solid (302 mg, 53%
yield).

H NMR (400 MHz, DMSO-de) §: 14.59 (s, 1H, OH), 7.97 - 7.34 (m, 12H;HCONHp),
6.28 (t,*J = 1.8 Hz, 1H, H), 6.16 (t,*J = 1.8 Hz, 1H, H), 5.27 (s, 2H, Ch), 5.11 (s, 2H,
CHy).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6: 171.7 (C=0), 165.9 (§, 162.6 (G), 159.0 (GQ),
136.4 (C), 136.0 (C), 128.6 (2CH), 128.4 (2CH), .228.CH), 127.9 (1CH), 127.9 (2CH),
127.8 (2CH), 97.1 (§, 95.3 (G), 92.3 (GH), 70.4 (CH), 69.4 (CH).

IR (cm™): 3425, 2922, 1639, 1591, 1490, 1456, 1421, 13863,1828, 1161, 1083, 1033.

MS (ESI), m/z (%): 350.1 (100) [M+HI.
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Experimental section

4,6-bis(Benzyloxy)-2-hydroxy-3-iodobenzamide (29)

White powder

C21H18INO4

M= 475.28 g.mot

Rr = 0.42 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4)
Mp = 170-171 °C

Yield = 80%

Method D3: A solution of 2,4-bis(benzyloxy)-6-hydroxybenza@i28 (200 mg, 0.6 mmol)
in dichloromethane (10 mL) at 0 °C under argon wddedN-iodosuccinimide (130 mg,
0.6 mmol) and the reaction mixture was maintainedhe temperature for 10 min. The
reaction was quenched by the addition of 10% agueotassium carbonate solution (20 mL)
and warmed to room temperature. The reaction watediwith water (30 mL) and extracted
with dichloromethane (100 mL). The combined orgaextracts were dried over sodium
sulfate and filtered. The solvent was evaporatedacuoand the residue was purified by
silica gel column chromatography using cyclohexeitgd acetate (8/2) as eluent to give
compound?9 as a white solid (215 mg, 80% vyield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 15.65 (s, 1H, OH), 8.22 - 7.38 (m, 12HyHCONH),
6.61 (s, 1H, k), 5.40 (s, 2H, Ch), 5.30 (s, 2H, CH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &: 171.3 (C=0), 164.0 (&}, 160.9 (G), 159.8 (G),
136.2 (C), 135.7 (C), 128.7 (2CH), 128.4 (2CH), Z26L.CH), 128.1 (1CH), 127.8 (2CH),
127.1 (2CH), 97.8 (g, 90.5 (G), 70.8 (CH), 70.2 (CH), 68.3 (G).

IR (cm™): 3439, 1647, 1597, 1226, 1143, 1101.

MS (ESI), m/z (%): 476.0 (100) [M+H].
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Experimental section

Ethyl (2-carbamoyl-6-iodo-3,5-dibenzyloxyphenoxy)agtate (30)

Beige powder

CasH24INOs¢ Qe |
M;=561.37 g.mot

Rr = 0.16 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) Bn o) ©
Mp = 65-66 °C CONH, OEt
Yield = 86%

Method F1. To a solution of 4,6-bis(benzyloxy)-2-hydroxy-@dobenzamide€9 (200 mg,
0.42 mmol) inN,N-dimethylformamide (5 mL) was added sodium hydrid¥66(25 mg,
0.63 mmol) at room temperature. When no more gadved, ethyl bromoacetate (7.,
0.71 mmol) was added and the reaction mixture waed at room temperature for 4 h. After
addition of water, the aqueous layer was extraeté@d dichloromethane (100 mL). The
combined organic extracts were dried over sodiutfateuand filtered. The solvent was
evaporatedn vacuoand the residue was purified by silica gel colurthromatography using
cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to gorepound30 as a beige solid (203 mg, 86%
yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 7.93 (s, 1H, CONb, 7.74 (s, 1H, CON,
7.50 - 7.33 (m, 10H, K), 6.79 (s, 1H, W), 5.22 (s, 2H, Ch), 5.14 (s, 2H, Ch), 4.56 (s, 2H,
COCHb), 4.16 (q, 2H3J = 7.2 Hz, CHCH), 1.22 (t, 3H3J = 7.2 Hz, CH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ts) 8: 167.2 (2C=0), 162.8 @, 162.7 (G), 160.9 (G),
135.9 (C), 135.7 (C), 128.7 (2CH), 128.7 (2CH), 12€L.CH), 128.2 (1CH), 127.8 (2CH),
127.5 (2CH), 113.6 (§, 95.5 (GQ), 74.2 (G), 71.3 (CH), 71.0 (CH), 70.0 (CH), 61.0
(CHy), 14.1 (CH).

MS (ESI), m/z (%): 562.1 (100) [M+H].
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Experimental section

4,6-bis(Benzyloxy)-3-cyano-2-hydroxybenzamide (32)

Beige powder

C22H18N204

M, = 374.39 g.mot

Rr = 0.30 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4)
Mp =211-212 °C

Yield = 73%

Method E: A mixture of 4,6-bis(benzyloxy)-2-hydroxy-3-iodolmamide 29 (200 mg,
0.42 mmol) and copper(l) cyanide (50 mg, 0.5 mnmol,N-dimethylformamide (2 mL) was
heated at 160 °C for 6 h. After cooling, the reattnixture was poured into crushed ice and a
precipitate was formed, which was extracted wittyleacetate (100 mL). The organic layers
were washed with brine, dried over sodium sulféliered, and evaporated to dryness. The
resulting oil was purified by silica gel column ohwatography using cyclohexane/ethyl
acetate (9/1) as eluent to give compoGB8@as a beige solid (115 mg, 73% yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 16.06 (s, 1H, OH), 8.40 (s, 1H, COMH
8.01 (s, 1H, CONY), 7.54-7.43 (m, 10H, K), 6.61 (s, 1H, &), 5.45 (s, 2H, Ch),
5.32 (s, 2H, Ch).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &: 171.0 (C=0), 168.3 (&g, 164.2 (Q), 162.9 (G),
135.4 (C), 135.2 (C), 128.7 (2CH), 128.6 (2CH), .526L.CH), 128.2 (1CH), 128.1 (2CH),
127.6 (2CH), 113.6 (CN), 97.2 {£90.1 (GH), 83.6 (G), 71.2 (CH), 70.5 (CH).

IR (cm™): 3439, 3182, 2220, 1651, 1496, 1429, 1381, 134),11882, 1111.

MS (ESI), m/z (%): 375.1 (100) [M+HI.

200



Experimental section

Ethyl (2-carbamoyl-6-cyano-3,5-dibenzyloxyphenoxy)eetate (31)

White powder

C26H24N206 e

M, = 460.48 g.mot N

Rt = 0.57 (ethyl acetate) Bn o™
Mp = 52-53 °C CoNH,  OFt
Yield = 90%

Method F1:. To a solution of 4,6-bis(benzyloxy)-3-cyano-2-hygybenzamide32 (50 mg,
0.13 mmol) inN,N-dimethylformamide (2 mL) was added sodium hydrid#66(8 mg,
0.2 mmol) at room temperature. When no more gasvedp ethyl bromoacetate (24,
0.23 mmol) was added and the reaction mixture iaged at room temperature for 12 h.
After addition of water, the aqueous layer wasasted with dichloromethane (100 mL). The
combined organic extracts were dried over sodiutfateuand filtered. The solvent was
evaporatedn vacuoand the residue was purified by silica gel colurthromatography using
cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to gorapound31 as a white solid (54 mg, 90%
yield).

(The compound3l is prepared from the compourdd according to thanethod E and
obtained with a yield of 20%)

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg) &: 7.84 (s, 1H, CONb), 7.74 - 7.22 (m, 10H, A, 1H,
CONH,), 6.90 (s, 1H, W), 5.34 (s, 2H, Ch), 5.23 (s, 2H, Ch), 4.82 (s, 2H, CkLCO),
4.16 (9,2 = 7.1 Hz, 2H, CHCHs), 1.21 (t3J = 7.1 Hz, 3H, CH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &: 167.5 (C=0), 164.8 (C=0), 161.8 {C 160.3 (G),
157.6 (G), 135.9 (C), 135.7 (C), 128.6 (2CH), 128.4 (2CH{8.2 (1CH), 128.0 (1CH),
127.5 (2CH), 127.3 (2CH), 114.8 (CN), 113.6,)(C94.6 (GH), 87.9 (G), 70.5 (CH),
70.3 (CH), 69.8 (CHC=0), 60.7 (CHCHs), 13.9 (CH).

IR (cm™): 2924, 2223, 1747, 1666, 1597, 1188, 1111.

MS (ESI), m/z (%): 461.1 (100) [M+H]
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Experimental section

Ethyl 3-amino-7-carbamoyl-4,6-dibenzyloxy-1-benzoftan-2-carboxylate (18)

White powder

C26H24N20e OBn i,
M= 460.48 g.mot N\
Rr = 0.34 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) Bn O  OEt
Mp = 182-183 °C CONH,

Yield = 67%

Method G1: To a solution of ethyl (2-carbamoyl-6-cyano-8j6enzyloxyphenoxy)acetate
31 (200 mg, 0.4 mmol) itN,N-dimethylformamide (2 mL) was added sodium hydri6&ocan
mineral oil (24 mg, 0.6 mmol) at 0 °C. The mixtweas stirred for 10 min, quenched with
water and extracted with ethyl acetate (100 mL)e dlganic layers were washed with brine,
dried over sodium sulfate, filtered and evapordtedryness. The resulting oil was purified
by silica gel column chromatography using cyclome{athyl acetate (6/4) as eluent to give
compoundl8 as a white solid (134 mg, 67% vyield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 7.67 - 7.32 (m, 12H, K, CONH), 6.78 (s, 1H, ),
5.76 (s, 2H, NH), 5.38 (s, 2H, Ch), 5.21 (s, 2H, Ch), 4.26 (9,2] = 7.1 Hz, 2H, CHCHs),
1.29 (,3 = 7.1 Hz, 3H, CH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &: 164.2 (C=0), 160.0 (C=0), 157.5 (&4, 154.7 (C),
152.3 (G), 136.6 (C), 136.2 (C), 128.5 (2CH), 128.3 (2CH28.1 (1CH), 127.9 (1CH),
127.8 (2CH), 127.4 (2CH), 105.6 4C 105.3 (G), 93.3 (GH), 70.7 (CH), 69.8 (CH),
59.1 (CHCHs), 54.8 (C),14.5 (CH).

IR (cmY): 3462, 3365, 2922, 1620, 1556, 1454, 1296, 115%,110P6.

MS (ESI), m/z (%): 461.2 (100) [M+H].

Anal. calcd for GsH24N20g: C 67.82, H 5.25, N 6.08. Found: C 68.03, H 5124.06.
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Experimental section

7,9-bis(Benzyloxy)-4-oxo-3,4-dihydro[1]benzofuro[2-d]pyrimidine-6-carboxamide (20)

Brown powder

C2sH19N305 Qe N\
M, = 441.44 g.mot \

Rf = 0.40 (dichloromethane/methanol: 9/1) Bn o ©
Mp = 254-255 °C (methanol) CONH,
Yield = 62%

Method 11: A mixture of ethyl 4,6-dibenzyloxy-7-carboxamiB@eaminobenzofuran-2-
carboxylate18 (50 mg, 0.1 mmol) in triethyl orthoformate (2 mL)asv irradiated using
microwave heating at 208 for 15 min. The resultant yellow solution was gwated to
dryness and the residue was dissolved in a solofi@mmonia in methanol 7N (2 mL). The
mixture was then irradiated using microwave heatih@40°C for 15 min and the resultant
precipitate was collected and evaporated to dryndss residue was triturated with methanol
and the solid was collected by filtration. The dslivere combined to give compou2@das a
brown solid (30 mg, 62% yield).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 8.13 (s, 1H, H), 7.88 (s, 1H, CON},
7.78 (s, 1H, CONb), 7.60 - 7.34 (m, 10H, K), 6.93 (s, 1H, B, 5.44 (s, 2H, Cb),
5.26 (s, 2H, CH). NH (not seen).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 8: 166.0 (C=0), 164.1 (&, 157.3 (2Gyg), 154.6 (2C),
154.4 (GH), 143.3 (C), 136.6 (2C), 128.4 (2CH), 128.3 (2CH)7.8 (1CH), 127.8 (1CH),
127.5 (2CH), 127.4 (2CH), 106.5 (C), 106.%)®5.2 (GH), 70.7 (CH), 70.2 (CH).

IR (cm™): 1600, 1581, 1454, 1417, 1315, 1109.

MS (ESI), m/z (%): 442.1 (100) [M+H].

Anal. calcd for GsH19N3Os: C 68.02, H 4.34, N 9.52. Found: C 68.26, H 4186.49.
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Experimental section

7,9-Hydroxy-4-oxo0-3,4-dihydro[1]benzofuro[3,2d]pyrimidine-6-carboxamide (33)

Brown powder

C11H7N30O4

M;=261.19 g.mot

Rr = 0.44 (dichloromethane/methanol: 9/1)
Mp = 396-397 °C (methanol)

Yield =53%

Method J: A mixture of 7,9-bis(benzyloxy)-4-oxo-3,4-dihydigbenzofuro[3,2-
d]pyrimidine-6-carboxamid®0 (50 mg, 0.11 mmol), concentrated sulfuric acid(ll) was
stirred at room temperature for 15 min. The reacti@s quenched with water and extracted
with ethyl acetate (100 mL). The organic layerseverashed with brine, dried over sodium
sulfate, filtered and evaporated to dryness. THeesb was evaporateth vacuo and the
residue was purified by silica gel column chromaaphy using dichloromethane/methanol
(9/1) as eluent to give compouBidas a brown solid (16 mg, 53% vyield).

1H NMR (400 MHz, DMSO-dg) &: 14.03 (s, 1H, OH), 12.89 (s, 1H, NH), 11.50 (s, OH),
8.40 (s, 1H, CONb), 8.21 (s, 1H, k), 7.44 (s, 1H, CON), 6.36 (s, 1H, ).

13C NMR (100 MHz, DMSO-de) &: 169.6 (C=0), 166.2 ({, 158.2 (G), 156.1 (G),
151.4 (C), 146.9 (), 144.0 (C), 136.8 (C), 104.0 (C), 99.1sK(}, 92.9 (C).

IR (cm™): 3464, 3072, 2883, 1604, 1402, 1269, 1195, 1120.
MS (ESI), m/z (%): 262.0 (100) [M+HI.

Anal. calcd for GiH7N3Os: C 50.58, H 2.70, N 16.09. Found: C 50.42, H 2N'16.13.
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Experimental section

2-(2-Amino-2-oxoethoxy)-3-cyano-4,6-dibenzyloxybeamide (34)

Beige powder

C24H21N305 Q8

M, = 431.44 g.mot N

Rr = 0.48 (dichloromethane/methanol: 9/1) Bn OCH,CONH,
Mp = 153-154 °C CONH,

Yield = 69%

Method F2: A solution of 4,6-bis(benzyloxy)-3-cyano-2-hydroxytzamide32 (400 mg,
1.07 mmol), 2-iodoacetamide (790 mg, 4.27 mmol) aodium hydride 60% (131 mg,
3.21 mmol) inN,N-dimethylformamide (10 mL) was heated at 60 °C &l After addition
of water, the aqueous layer was extracted withldiomethane (3 x 50 mL). The combined
organic extracts were dried over sodium sulfate fdteted. The solvent was evaporatied
vacuo and the residue was purified by silica gel colurshromatography using
dichloromethane/methanol (9/1) as eluent to givemmund34 as a beige solid (318 mg, 69%
yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 7.99 (s, 1H, CONp, 7.92 (s, 1H, CONB,
7.73 - 7.41 (m, 10H, K; 2H, CONH), 6.95 (s, 1H, B), 5.38 (s, 2H, Ch), 5.28 (s, 2H, Cb),
4.61 (s, 2H, CHCONH,).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &: 169.1 (C=0), 165.1 (C=0), 162.4 {)C 160.6 (G),
158.3 (G), 136.0 (C), 135.8 (C), 128.7 (2CH), 128.6 (2CH{?8.4 (1CH), 128.2 (1CH),
127.7 (2CH), 127.6 (2CH), 115.0 (CN), 114.11)(C94.9 (GH), 87.1 (G), 72.3 (CH),
70.7 (CH), 70.6 (CH).

IR (cm™): 2223, 1656, 1597, 1388, 1344, 1192, 1112, 1010.

MS (ESI), m/z (%): 432.3 (100) [M+Hj
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Experimental section

3-Amino-4,6-dibenzyloxy-1-benzofuran-2,7-dicarboxande (35)

Brown powder

C24H21N30s DB NH,

Mr: 431.44 ngjr \ CONH,
Rt = 0.71 (dichloromethane/methanol: 9/1) Bn 0

Mp = 152-153 °C CONH,

Yield = 60%

Method G2 To a  suspension of  2-(2-amino-2-oxoethoxy)-3-oy4r6-
dibenzyloxybenzamid&4 (300 mg, 0.70 mmol) in ethanol (10 mL) was addethgsmium
hydroxide (150 mg, 2.68 mmol). The reaction mixtwas heated at reflux for 30 min and
was then condensed wacuo The remaining residue was diluted with hydrodel@cid 1N
and then filtered. The filtered solids were washaith water and cold methanol. Drying the
remaining material in a stream of air afforded coomd 35. Yield 180 mg (60%), brown
solid.

IH NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 7.63 (s, 1H, CON), 7.53-7.30 (m, 12H, 10and 2H
CONHy), 6.94 (s, 1H, CONY, 6.77 (s, 1H, &), 5.52 (s, 2H, N, 5.36 (s, 2H, Ch),
5.20 (s, 2H, Ch).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &: 164.2 (C=0), 162.5 (C=0), 157.1 {iC 154.4 (G),
151.0 (C), 136.8 (§, 136.3 (C), 136.0 (C), 128.5 (2CH), 128.3 (2CHPS.0 (1CH),
127.8 (1CH), 127.7 (2CH), 127.3 (2CH), 125.4,)(C105.6 (G), 105.4 (C), 93.6 (&),
70.8 (CH), 69.7 (CH).

IR (cm™): 1620, 1321, 1174, 1107, 729.

MS (ESI), m/z (%): 432.2 (100) [M+H].

Anal. calcd for G4H21N30s: C 66.81, H 4.91, N 9.74. Found: C 67.08, H 4188.76.
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Experimental section

7,9-Dibenzyloxy-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro[1]berafuro[3,2-d]pyrimidine-6-
carboxamide (36)

Pink powder o o
C2sH19N306 oBn 4
M= 457.43 g.mot N N
Rt = 0.62 (dichloromethane/methanol: 9/1) B g o
Mp = 238-239 °C CONH,
Yield = 56%

Method 12: To a suspension of 3-amino-4,6-dibenzyloxy-1-loémzan-2,7-dicarboxamidés
(300 mg, 0.70 mmol) in acetic acid (10 mL) and wgfemL) was added potassium cyanate
(600 mg, 7.41 mmol). The reaction was stirred fordt 100 °C, diluted with water (100 mL)
and extracted with ethyl acetate (100 mL). The daetb organic phases were washed with
brine, dried over sodium sulfate, filtered and antcated invacua The product was purified
by silica gel column chromatography using dichloebinane/methanol (9/1) as eluent to give
urea intermediate as a brown solid (220 mg, 67%d)ié\ suspension of urea intermediate
(200 mg, 0.42 mmol) in ethanolic 2M KOH solutio®(@L) was heated to 90 °C for 1 h. The
reaction mixture was cooled to room temperature acidified with hydrochloric acid 1N
(50 mL). The precipitate was washed with a largangjity of water (50 mL) and dried to
afford compound6 (107 mg, 56%) as a pink solid.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 11.39 (s, 1H, NH), 11.28 (s, 1H, NH), 8.03 - 7(82,
12H, Hy and CONH), 6.81 (s, 1H, k), 5.44 (s, 2H, Ch), 5.20 (s, 2H, Ch).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &: 163.5 (C=0), 158.1 (&g, 154.3 (G), 153.9 (G),
153.6 (G) 151.4 (C), 136.4 (C), 136.3 (C), 133.0 (C), 1263, 128.4 (2CH), 128.3 (2CH),
128.0 (1CH), 127.9 (1CH), 127.7 (2CH), 127.3 (2CH)5.7 (G), 102.5 (C), 94.6 (&),
70.7 (CH), 69.1 (CH).

IR (cmY): 1693, 1666, 1068.

MS (ESI), m/z (%): 458.2 (100) [M+HI.

Anal. calcd for GsH19N30s: C 65.64, H 4.19, N 9.19. Found: C 65.51, H 41¢3,.22.

207



Experimental section

7,9-Dihydroxy-2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydro[1]benzairo[3,2-d]pyrimidine-6-
carboxamide (37)

Beige powder H o
C11H7N3Os oH W4
M= 277.19 g.mot N\ JH
Rf = 0.13 (dichloromethane/methanol: 9/1) HO o ‘o
Mp = 174-175 °C (methanol) CONH,
Yield = 48%

Method J: A mixture of 7,9-dibenzyloxy-2,4-dioxo-1,2,3,4ut@hydro[1]benzofuro[3,2-
d]pyrimidine-6-carboxamide36 (50 mg, 0.11 mmol) and concentrated sulfuric g&idnL)
was stirred at room temperature for 5 min. Watérr{il.) was added to quench the reaction,
the aqueous layer was extracted with ethyl ac€ifi® mL). The combined organic extracts
were dried over sodium sulfate and filtered. Thivestt was evaporateth vacuoand the
residue was purified by silica gel column chromaaphy using dichloromethane/methanol
(9/1) as eluent to give compouBld as a beige solid (15 mg, 48% yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg) : 14.08 (s, 1H, OH), 11.81 (s, 1H, OH), 11.26 (s, hHi),
11.20 (s, 1H, NH), 8.35 (s, 1H, COMK17.30 (s, 1H, CON}, 6.20 (s, 1H, i).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &: 169.4 (C=0), 166.7 &, 157.4 (G), 155.5 (G),
153.6 (C), 151.2 (§, 133.7 (C), 128.7 (C), 100.5 {C98.9 (G), 92.81 (C).

IR (cmY): 1620, 1338, 1072.
MS (ESI), m/z (%): 278.1 (100) [M+H].

Anal. calcd for GiH7N3Os: C 47.66, H 2.55, N 15.16. Found: C 47.81, H 2M%45.11.
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Experimental section

4,6-bis(Benzyloxy)-3-cyano-2-(cyanomethoxy)benzangd38)

Brown powder

C24H19N304

M= 413.43 g.mot

Rr = 0.65 (dichloromethane/methanol: 9/1)
Mp = 169-170 °C

Yield = 72%

Method F3: A solution 4,6-bis(benzyloxy)-3-cyano-2-hydroxylzamide 32 (300 mg,
0.80 mmol), bromoacetonitrile (72 pL, 0.96 mmol)dapotassium carbonate (330 mg,
2.4 mmol) inN,N-dimethylformamide (10 mL) was heated at 80 °C &2 After addition
of water, the aqueous layer was extracted withldiomethane (3 x 50 mL). The combined
organic extracts were dried over sodium sulfate fdteted. The solvent was evaporatied
vacuo and the residue was purified by silica gel colurshromatography using
dichloromethane/methanol (9/1) as eluent to givemaund38 as a brown solid (238 mg,
72% yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-de) & 7.91 (s, 1H, CONb, 7.71 (s, 1H, CONB,
7.50 - 7.36 (m, 10H, M), 7.02 (s, 1H, &), 5.37 (s, 2H, CH, 5.26 (s, 2H, Cb),
5.13 (s, 2H, CHCN).

13C NMR (100 MHz, DMSO-de) &: 164.2 (C=0), 161.8 (§§, 160.4 (), 156.5 (G),
135.7 (C), 135.5 (C), 128.6 (2CH), 128.4 (2CH), 226L.CH), 128.0 (1CH), 127.6 (2CH),
127.4 (2CH), 116.2 (CN), 115.5 {C 113.2 (CHCN), 96.1 (GH), 88.5 (G), 70.7 (CH),
70.5 (CH), 59.8 (CH).

IR (cm™): 3496, 3387, 2218, 1668, 1604, 1591, 1436, 134&.111

MS (ESI), m/z (%): 414.1 (100) [M+H].
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Experimental section

3-Amino-2-cyano-4,6-dibenzyloxy-1-benzofuran-7-carixamide (39)

Beige powder

C24H19N304

M= 413.43 g.mot

Rr = 0.28 (cyclohexane/ethyl acetate: 4/6)
Mp = 208-209 °C

Yield = 64%

Method G1: To a suspension of 4,6-bis(benzyloxy)-3-cyan@yafiomethoxy)benzamidis
(50 mg, 0.12 mmol) iN,N-dimethylformamide (2 mL) was added sodium hydri@&66in
mineral oil (8 mg, 0.18 mmol) at 0 °C. The mixtwas stirred for 5 min, quenched with
water and extracted with ethyl acetate (100 mL)e dlganic layers were washed with brine,
dried over sodium sulfate, filtered and evapordtedryness. The resulting oil was purified
by silica gel column chromatography using cyclome{athyl acetate (6/4) as eluent to give
compound39 as a beige solid (32 mg, 64% vyield).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 7.64 (s, 2H, NH), 7.64-7.32 (m, 12H, K and CONH),
6.79 (s, 1H, i), 5.37 (s, 2H, Ch), 52.9 (s, 2H, Ch).

13C NMR (100 MHz, DMSO-de) &: 163.7 (C=0), 158.0 (§ 154.5 (G), 153.1 (G),
142.1 (G), 136.4 (C), 136.1 (C), 128.5 (2CH), 128.4 (2CH?8.1(1CH), 127.9 (1CH),
127.8 (2CH), 127.4 (2CH), 114.3 (CN), 105.8,CL05.2 (C), 104.5 (C), 93.8 £ 70.8
(CHy), 69.8 (CH).

IR (cm™): 3468, 3331, 3188, 2200, 1643, 1614, 1498, 1413],1BD61, 1124.

MS (ESI), m/z (%): 414.2 (100) [M+HI.

Anal. calcd for GsH19N304: C 69.72, H 4.63, N 10.16. Found: C 69.96, H 4143,0.19.
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Experimental section

4-Amino-7,9-dibenzyloxy[1]benzofuro[3,2d]pyrimidine-6-carboxamide (40)

Beige powder

C2sH20N404 OB N—
M, = 440.45 g.mot \ /N
R¢ = 0.23 (dichloromethane/methanol: 9/1) Bn 0  NH,
Mp = 255-256 °C (methanol) CONH,

Yield = 45%

Method I1: A mixture of 3-amino-2-cyano-4,6-dibenzyloxy-1Azefuran-7-carboxamidd9

(50 mg, 0.12 mmol) in triethyl orthoformate (2 mivps irradiated in a microwave at 280D

for 15 min. The resultant yellow solution was evaped to dryness and the residue was
dissolved in a solution of ammonia in methanol 7M{L). The mixture was irradiated in a
microwave at 140C for 15 min and the resultant precipitate wasemddld and evaporated to
dryness. The residue was triturated with methandl the solid was collected by filtration.
The solids were combined to give compodiddas a beige solid (24 mg, 45% yield).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 8.35 (s, 1H, H), 7.86 (s, 1H, CONb,
7.59 - 7.31 (m, 10H, K; 1H, CONH; 2H, NH), 6.98 (s, 1H, k), 5.46 (s, 2H, Ch),
5.28 (s, 2H, CH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) &: 164.1(C=0), 157.9 (§, 154.7 (G), 154.5 (C), 153.5
(C2), 149.0 (G), 145.3 (C), 136.6 (C), 136.6 (C), 133.3 (C), #2RCH), 128.3 (2CH), 127.8
(1CH), 127.4 (1CH), 127.4 (2CH), 127.3 (2CH), 10623, 105.8 (C), 95.2 (§}, 70.7 (CH),
70.2 (CH).

IR (cm™): 3109, 3061, 1600, 1494, 1452, 1415, 1363, 13133,11120, 1095.

MS (ESI), m/z (%): 441.2 (100) [M+H].

Anal. calcd for GsH2oN4O4: C 68.17, H 4.58, N 12.72. Found: C 68.40, H 41%82.68.
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Experimental section

4-Amino-7,9-dihydroxy[1]benzofuro[3,2-d]pyrimidine-6-carboxamide (41)

Pink powder

C11HsN4O4 OH

M, = 260.21 g.mot 9!
Rf = 0.41 (dichloromethane/methanol: 9/1) o NH,
Mp = 298-299 °C (methanol) Ho Lons,

Yield = 66% (Method J)
43%Nlethod K1)

Method J: A mixture of 4-amino-7,9-dibenzyloxy[l]benzofuBy?-djpyrimidine-6-
carboxamide40 (20 mg, 0.045 mmol) and concentrated sulfuric acid (1) mas stirred at
room temperature for 5 min. Water (25 mL) was admeduench the reaction, the aqueous
layer was extracted with ethyl acetate (100 mL)e Thmbined organic extracts were dried
over sodium sulfate and filtered. The solvent weaperatedn vacuoand the residue was
purified by silica gel column chromatography usthghloromethane/methanol (9/1) as eluent
to give compound1 as a pink solid (7.7 mg, 66% yield).

Method K1: A mixture of 4-Amino-7,9-dimethoxy[l]benzofuroBd]pyrimidine-6-
carboxamide(48) (50 mg, 0.17 mmol) in warm pyridine hydrochloridgg) was irradiated
using microwave (100W ) heating at 28D for 10 min. After addition of water, the mixture
was extracted with ethyl acetate (100 mL). The oig&ayers were washed with brine, dried
over sodium sulfate, filtered and evaporated tomesg. The solvent was evaporatedacuo
and the residue was purified by silica gel columrhromatography using
dichloromethane/methanol (9/1) as eluent to givempaund41 as a yellow solid (19 mg,
43% vyield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-d¢) &: 14.74 (s, 1H, OH), 8.74 (s, 1H, OH),
8.54 - 8.50 (2s, 2H, CONHH,), 8.08 (s, 1H, CONW, 6.97 (s, 2H, Nb), 6.35 (s, 1H, k).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &: 169.4 (C=0), 168.2 (&, 157.8 (G), 156.0 (C),
149.9 (G), 149.6 (C), 131.6 (C), 128.548), 128.2 (C), 99.2 (&), 92.5 (G).

IR (cmY): 3199, 1693, 1620, 1404, 1354, 1296, 1240, 1201),11(74, 1033.
MS (ESI), m/z (%): 261.1 (100) [M+H].

Anal. calcd for @QiHgN4O4: C 50.77, H 3.10, N 21.53. Found: C 50.62, H 3NL21.60.
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Experimental section

2-Hydroxy-4,6-dimethoxybenzamide (43)

White powder

CoH11NO4 OMe
M;=197.19 g.mot

Rr = 0.46 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) Me OH
Mp = 154-155 °C CONH,
Yield = 45%

Method M: To a stirred suspension of 3,5-dimethoxyphe#?l(1.00 g, 6.5 mmol) in
acetonitrile (20 mL) at 0 °C under argon was addelbrosulfonyl isocyanate (1.26 mL,
13 mmol). The mixture was maintained at this terapee for 10 min then the reaction
mixture was quenched with hydrochloric acid 5M (B0Q). After 10 h at room temperature,
the reaction was diluted with water (100 mL) andramted with dichloromethane (3 x 50
mL). The combined organic extracts were dried ®ggtium sulfate and filtered. The solvent
was evaporateth vacuoand the residue was purified by silica gel coluchnomatography
using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluegivi®o compound!t3 as a white solid (576 mg,
45% vyield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 14.69 (s, 1H, OH), 8.00 (s, 1H, COMH
7.92 (s, 1H, CONB), 6.08 (d,J = 2.5 Hz, 1H, H), 6.05 (d,J = 2.4 Hz, 1H, H),
3.87 (s, 3H, Ch), 3.77 (s, 3H, CH).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &: 171.7 (C=0), 165.9 ), 163.7 (@), 160.2 (G), 96.6
(C1), 94.1 (G), 90.1 (G), 56.0 (CH), 55.3 (CH).

IR (cm™): 3429, 3209, 1620, 1587, 1492, 1415, 1355, 13154,1P®17, 1199, 1159, 1109,
1041.

MS (ESI), m/z (%): 198.1 (100) [M+H].
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Experimental section

2-Hydroxy-3-iodo-4,6-dimethoxybenzamide (44)

White powder

CoH10INO4

M= 323.08 g.mot

Rr = 0.21 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4)
Mp = 270-271 °C

Yield = 60%

Method D3: A solution of 2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzamid8 (200 mg, 1.01 mmol) in
dichloromethane (10 mL) at 0 °C under argon waseddd-iodosuccinimide (230 mg,
1.01 mmol) and the reaction mixture was maintaiaedhis temperature for 10 min. The
reaction was diluted with water (30 mL) and extedctvith dichloromethane (3 x 50 mL).
The combined organic extracts were dried over sodsulfate and filtered. The solvent was
evaporatedn vacuoand the residue was purified by silica gel colurthromatography using
cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to gorepound44 as a white solid (196 mg, 60%
yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 15.74 (s, 1H, OH), 8.13 (s, 1H, COMNH
8.13 (s, 1H, CONb), 6.30 (s, 1H, &), 3.97 (s, 3H, Ch), 3.92 (s, 3H, Ch).

13C NMR (100 MHz, DMSO) §: 171.3 (C=0), 163.9 (&, 162.1 (), 161.2 (G), 97.1 (G),
87.5 (G), 67.1 (G), 56.5 (CH), 56.4 (CH).

IR (cm™): 3439, 1602, 1579, 1415, 1396, 1336, 1286, 1215),11078.

MS (ESI), m/z (%): 324.0 (100) [M+H].
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Experimental section

3-Cyano-2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzamide (45)

Beige powder

C10H10N204

M= 222.20 g.mot

Rr = 0.82 (dichloromethane/methanol: 9/1)
Mp = 300-301 °C

Yield = 38%

Method E: A mixture of 2-hydroxy-3-iodo-4,6-dimethoxybenzai@ 44 (1.00 g, 4.3 mmol)
and copper(l) cyanide (465 mg, 5.2 mmolNN-dimethylformamide (4 mL) was heated at
160 °C for 6 h. After cooling, the reaction mixtuneas poured into crushed ice and a
precipitate was formed, which was extracted wittyeacetate (100 mL). The organic layers
were washed with brine, dried over sodium sulféleered, and evaporated to dryness. The
resulting oil was purified by silica gel column ohratography using
dichloromethane/methanol (9/1) as eluent to givemmund45 as a beige solid (367 mg, 38%
yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 16.21 (s, 1H, OH), 8.34 (s, 1H, COMH
8.18 (s, 1H, CONb), 6.32 (s, 1H, &), 4.03 (s, 3H, Ch), 3.98 (s, 3H, Ch).

13C NMR (101 MHz, DMSO) §: 171.0 (C=0), 168.4 (¢, 165.4 (G), 164.3 (G), 113.8
(CN), 96.5 (G), 87.4 (), 82.8 (G), 57.0 (CH), 56.7 (CH).

IR (cm™): 3477, 3367, 2220, 1651, 1583, 1483, 1450, 14274,18209, 1126, 1070.

MS (ESI), m/z (%): 223.1(100) [M+H]".
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Experimental section

3-Cyano-2-(cyanomethoxy)-4,6-dimethoxybenzamide (%6

Beige powder

C12H11N304

M= 261.23 g.mot

Rr = 0.72 (dichloromethane/methanol: 9/1)
Mp = 185-186 °C

Yield = 62%

Method F3:. A solution of 3-cyano-2-hydroxy-4,6-dimethoxybanzde 45 (300 mg,
1.35 mmol), bromoacetonitrile (152 pL, 2.03 mmoi)dapotassium carbonate (557 mg,
4.05 mmol) inN,N-dimethylformamide (10 mL) was heated at 80 °C #h2 After addition
of water, the aqueous layer was extracted with witlyl acetate (100 mL). The combined
organic extracts were dried over sodium sulfate fdteted. The solvent was evaporatied
vacuo and the residue was purified by silica gel colurshromatography using
dichloromethane/methanol (9/1) as eluent to givemaund46 as a beige solid (218 mg, 62%
yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg) &: 7.82 (s, 1H, CONb), 7.66 (s, 1H, CON),
6.73 (s, 1H, i), 5.11 (s, 2H, CECN), 3.99 (s, 3H, CH), 3.92 (s, 3H, Ch).

13C NMR (101 MHz, DMSO) : 164.2 (C=0), 163.0 (§, 161.6 (G), 156.4 (G), 115.6
(CN), 115.5 (CHCN), 113.3 (@), 93.7 (G), 87.7 (G), 59.8 (CHCN), 57.0 (CH), 56.7
(CHg).

IR (cm™): 3377, 3186, 2218, 1645, 1600, 1562, 1469, 13904,18%32, 1222, 1107, 1020.

MS (ESI), m/z (%): 262.1(100) [M+H]".
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Experimental section

3-Amino-2-cyano-4,6-dimethoxy-1-benzofuran-7-carbcmide (47)

Beige powder

C12H11N304

M= 261.23 g.mot

Rr = 0.68 (dichloromethane/methanol: 9/1)
Mp = 275-276 °C

Yield =52%

Method G1. To a suspension of 3-cyano-2-(cyanomethoxy)-dnGethoxybenzamidet6
(100 mg, 0.38 mmol) imtN,N-dimethylformamide (2 mL) was added sodium hydri@&o6in
mineral oil (23 mg, 0.57 mmol) at 0 °C. The mixtwes stirred for 5 min, quenched with
water and extracted with ethyl acetate (100 mL)e dlganic layers were washed with brine,
dried over sodium sulfate, filtered and evapordtedryness. The resulting oil was purified
by silica gel column chromatography using dichloetnane/methanol (9/1) as eluent to give
compound47 as a beige solid (52 mg, 52% vyield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 7.57 (s, 1H, CONb, 7.44 (s, 1H, CON,
6.54 (s, 1H, k), 6.22 (s, 2H, Nb), 3.97 (s, 3H, CH), 3.91 (s, 3H, Ch).

13C NMR (101 MHz, DMSO) §: 163.8 (C=0), 159.4 (¢, 156.0 (), 153.3 (G), 142.2 (G),
114.5 (CN), 105.5 (€, 104.0 (C), 103.9 (C), 90.7 {56.7 (CH), 56.0 (CH).

IR (cm1): 3469, 3313, 2185, 1631, 1620, 1579, 1469, 1231518217, 1155, 1109.

MS (ESI), m/z (%): 262.1(100) [M+H]".

217



Experimental section

4-Amino-7,9-dimethoxy[1]benzofuro[3,2€d]pyrimidine-6-carboxamide (48)

Beige powder

C13H12N404 OMe N—
M, = 288.26 g.mot NN
Rr = 0.21 (dichloromethane/methanol: 9/1) Me 0 NH,
Mp = 292-293 °C (methanol) CONH,

Yield = 41%

Method 11: A mixture of 3-amino-2-cyano-4,6-dimethoxy-1-befman-7-carboxamidd?
(200 mg, 0.77 mmol) in triethyl orthoformate (1 mAgs irradiated in a microwave at 28D

for 15 min. The resultant yellow solution was evaped to dryness and the residue was
dissolved in a solution of ammonia in methanol 7M{L). The mixture was irradiated in a
microwave at 140C for 15 min and the resultant precipitate wasemddld and evaporated to
dryness. The residue was triturated with methandl the solid was collected by filtration.
The solids were combined to give compodids a beige solid (95 mg, 41% yield).

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 8.31 (s, 1H, H), 7.76 (s, 1H, CON}j,
7.52 (s, 1H, CONb), 7.28 (s, 2H, NB), 6.71 (s, 1H, k), 4.05 (s, 3H, Ck), 3.95 (s, 3H,
CHy).

13C NMR (101 MHz, DMSO) &: 164.0 (C=0), 159.2 (&, 156.0 (G), 154.6 (C), 153.3 (&,
148.9 (C), 145.3 (§, 133.1 (C), 105.1 (C), 105.0{C91.9 (), 56.6 (CH), 56.1 (CH).

IR (cm™): 3429, 3169, 1649, 1608, 1317, 1215, 1099, 1002.

MS (ESI), m/z (%): 289.1(100) [M+H]".
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Experimental section

1,3-Dibenzyloxy-5-(2’-nitrophenoxy)benzene (51)

Yellow powder

C26H21NOs 0Bn

M= 427.45 g.mot OoN

Rr = 0.76 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) o O@
Mp = 148-149 °C

Yield = 73%

Method N1: A mixture of 3,5-dibenzyloxyphenat (1.00 g, 3.26 mmol) and potassium
hydroxide (0.18 g, 3.26 mmol) N,N-dimethylformamide (10 mL) was heated at 120 °C and
stirred for 0.5 h, and then 1-iodo-2-nitrobenze@e3Z g, 3.26 mmol) and copper powder
(0.4 g, 6.25 mmol) were added, respectively. Tisailteng mixture was stirred at 170 °C for
2 h then cooled down to room temperature. Aftentamdof water, the mixture was extracted
with ethyl acetate (100 mL). The organic layerseverashed with brine, dried over sodium
sulfate, filtered and evaporated to dryness. Thaltieag oil was purified by silica gel column
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate ¢€&2luent to give compouind (1.02 g)

in 73% yield as a yellow powder.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.80 (dd,J = 8.1, 1.7 Hz, 1H, B,
735 (ddd, J = 85, 7.4, 1.7 Hz, 1H, 4, 734 — 7.15 (m, 10H, A,
7.12 (ddd,J = 8.6, 7.4, 1.3 Hz, 1H, 4, 6.93 (dd,J = 8.4, 1.3 Hz, 1H, ),
6.33 (t,J = 2.2 Hz, 1H, H), 6.17 (d,J = 2.2 Hz, 1H, H), 6.17 (d,J = 2.2 Hz, 1H, H),
4.86 (s, 4H, 2CH.

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) &: 160.9 (2G3), 157.7 (G), 150.0 (G), 141.5 (@),
136.4 (2C), 134.2 (£), 128.6 (2C), 128.6 (2C), 128.1 (1C), 128.1 (1037.6 (2C), 127.6
(2C), 125.7 (G), 123.5 (G), 121.3 (@), 98.7 (2G,9), 98.2 (G), 70.3 (2CH)).

IR (cm™): 1589, 1529, 1450, 1355, 1236, 1157, 1128.

MS (ESI), m/z (%): 428.2 (100) [M+HI.
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Experimental section

2-(3',5’-Dibenzyloxyphenoxy)aniline (52)

Brown powder

C26H23NOs oBn

M= 397.47 g.mot HoN

Rr = 0.72 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) @
Mp = 217-218 °C Bn 0

Yield = 92% (Method O1)
65%lethod O2)

Method O1. To a solution of 1,3-dibenzyloxy-5-(2’-nitrophenybenzene §1) (100 mg,
0.23 mmol) in methanol (10 mL) at room temperatwsaturated agueous amomonium
chloride (5 mL) and zinc dust (75 mg, 1.15 mmolyevadded sequentially. After stirring 30
min at room temperature, additional zinc was ad@dmg, 1.15 mmol) and the reaction
mixture was refluxed for 2 h. After addition of watthe aqueous layer was extracted with
dichloromethane (3 x 50 mL). The combined orgamictaets were dried over sodium sulfate
and filtered. The solvent was evaporated/acuoand the residue was purified by silica gel
column chromatography using cyclohexane/ethyl éedg2) as eluent to give compouba

as a brown solid (84 mg, 92% yield).

Method O2: Compound52 was obtained using tin(ll) chloride and hydrochloricicaén
methanol and heating at 80 °C for 24 h. After additof water, the aqueous layer was
extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The borad organic extracts were dried over
sodium sulfate and filtered. The solvent was evafgolin vacuoand the residue was purified
by silica gel column chromatography using cyclome{athyl acetate (8/2) as eluent to give
compound2 as a brown solid (59 mg, 65% vyield).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.37 - 7.12 (m, 10H, K),
689 (td, J = 7.6, 1.5 Hz, 1H, k), 6.80 (dd,J = 8.0, 1.5 Hz, 1H, ¥,
6.69 (ddJ=7.9, 1.6 Hz, 1H, k), 6.65 (tdJ = 7.6, 1.5 Hz, 1H, b, 6.24 (t,J = 2.2 Hz, H'),
6.15 (d,J=2.3 Hz, H), 6.14 (dJ = 2.3 Hz, K'), 4.87 (s, 4H, 2C}).

13C NMR (100 MHz, Chloroform-d) &: 160.8 (2Gs), 159.5 (G'), 142.4 (G), 138.9 (G),
136.6 (2C), 128.6 (4C), 128.0 (2C), 127.6 (4C),.3q8), 120.9 (G), 118.8 (G), 116.6 (GQ),
96.7 (2G's), 96.4 (G, 70.1 (2CH)).

IR (cm™): 2819, 1597, 1492, 1450, 1379, 1253, 1157, 1126).106

MS (ESI), m/z (%): 398.1 (100) [M+HI.
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Experimental section

2,4-Dimethoxy-6-(2’-nitrophenoxy)benzamide (50)

Brown powder

C15H14N20s OMcf N

M, = 318.28 g.mot Zoji)
Rr = 0.45 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) Me

Mp = 209-210 °C CONH,
Yield = 15%

Method N1. A mixture of 2-hydroxy-4,6-dimethoxybenzami@43) (0.50 g, 2.5 mmol) and
potassium hydroxide (0.13 g, 2.5 mmol) NpN-dimethylformamide (5 mL) was heated at
120 °C and stirred for 2 h, and then 1-iodo-2-té&azene (0.64 g, 2.5 mmol) and copper
powder (0.20 g, 3.13 mmol) were added, respectivEfye resulting mixture was stirred at
170 °C for 24 h then cooled down to room tempegatAfter addition of water, the mixture
was extracted with ethyl acetate (100 mL). The oigéayers were washed with brine, dried
over sodium sulfate, filtered and evaporated tonésg. The resulting oil was purified by
silica gel column chromatography using cyclohexaitgd acetate (8/2) as eluent to give
compoundb0 (125 mg) in 15% vyield as a brown solid.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 13.51 (s, 1H, CONp, 11.76 (s, 1H, CON},
848 (dd, J = 85, 1.4 Hz, 1H, k), 824 (dd,J = 83, 1.6 Hz, 1H, ¥),
7.86 (ddd,J = 8.7, 7.3, 1.6 Hz, 1H, 4, 7.46 (ddd,J = 85, 7.3, 1.4 Hz, 1H, 4,
6.31 (d,J = 2.4 Hz, 1H, H), 6.25 (d,J = 2.4 Hz, 1H, H), 4.10 (s, 3H, CH), 3.89 (s, 3H,
CHy).

13C NMR (100 MHz, DMSO) §: 168.5 (C=0), 165.7 (¢, 164.6 (G), 159.9 (G), 139.6
(Cr), 134.8 (G), 132.0 (G), 125.4 (@), 124.8 (G), 124.8 (G), 97.2 (G), 94.7 (G), 91.0
(C3), 56.5 (CH), 55.6 (CH).

IR (cm™): 3284, 1639, 1575, 1502, 1390, 1346, 1276, 12497, 11047.

MS (ESI), m/z (%): 319.1 (100) [M+HI.
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Experimental section

1,3-Dimethoxy-5-(2’-nitrophenoxy)benzene (54)

Yellow oll oMo
C14H13NOs O,N

M= 275.26 g.mo} O:@
Rr = 0.42 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) Me

Yield = 78%

Method N1. A mixture of 3,5-dimethoxyphenok®) (1.00 g, 6.5 mmol) and potassium
hydroxide (0.18 g, 6.5 mmol) iN,N-dimethylformamide (5 mL) was heated at 120 °C and
stirred for 0.5 h, and then 1-iodo-2-nitrobenzef@e8Z g, 6.5 mmol) and copper powder
(1.00 g, 15.6 mmol ) were added, respectively. fEsalting mixture was stirred at 170 °C for
2 h then cooled down to room temperature. Afteritaadd of water, the aqueous layer was
extracted with ethyl acetate (100 mL). The orgdayers were washed with brine, dried over
sodium sulfate, filtered and evaporated to dryn€ks. resulting oil was purified by silica gel
column chromatography using cyclohexane/ethyl ae€g2) as eluent to give compoubdi
(1.34 g) in 78% yield as a yellow oil.

IH NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 8.07 (dd,3] = 8.2 Hz,%) = 1.6 Hz, 1H, H),
7.77 — 7.63 (m, 1H, ), 7.38 (1,3) = 7.8 Hz, 1H, W), 7.21 (d,%] = 8.4 Hz, 1H, W),
6.38 (t,J = 2.2 Hz, 1H, H), 6.25 (d,J = 2.2 Hz, H), 6.24 (d,J = 2.2 Hz, H),
3.74 (s, 6H, 2CH).

13C NMR (100 MHz, DMSO) &: 161.4 (2G2), 157.2 (G), 148.8 (G), 141.0 (G), 134.9
(Cx), 125.5 (@), 124.2 (G), 120.9 (@), 97.1 (2G), 96.4 (Q), 55.4 (2CHj).

IR (cm1): 1585, 1523, 1471, 1346, 1234, 1203, 1149, 11260.104

MS (ESI), m/z (%): 276.1 (100) [M+HI.
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Experimental section

2-(3',5’-Dimethoxyphenoxy)aniline (55)

Brown oll oM

e
C14H15NO3 HoN
M, = 245.27 g.mot Kj
Rr = 0.72 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) Me
Yield = 92%

Method O1. To a solution of 1,3-dimethoxy-5-(2’-nitrophengkgnzene(54) (250 mg,
0.91 mmol) in methanol (10 mL) at room temperatwsaturated agueous amomonium
chloride (5 mL) and zinc dust (295 mg, 4.54 mmoérevadded sequentially. After stirring 30
min at room temperature, additional zinc was ad@® mg, 4.54 mmol) and the reaction
mixture was refluxed for 2 h. After addition of watthe aqueous layer was extracted with
ethyl acetate (100 mL). The combined organic emdracere dried over sodium sulfate and
filtered. The solvent was evaporated vacuo and the residue was purified by silica gel
column chromatography using cyclohexane/ethyl ée€@4) as eluent to give compoubdsl

as a brown oil (205 mg, 92% vyield).

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 6.89 (td, J = 7.6, 1.5 Hz, 1H, W,
6.82 (dd, J = 8.0, 1.4 Hz, 1H, B, 6.71 (dd,J = 7.9, 1.6 Hz, 1H, ¥,
6.62 (td,J = 7.6, 1.6 Hz, 1H, ), 6.09 (t,J = 2.2 Hz, 1H, H&), 6.06 (d,J = 2.3 Hz, 1H, 2H),
6.05 (d,J = 2.3 Hz, 2H, 2H), 3.64 (s, 3H, CH), 3.60 (s, 3H, Ch).

13C NMR (100 MHz, DMSO0) &: 170.3 (G), 161.2 (&), 159.4 (G, 141.0 (G), 140.4 (G),
125.1 (G), 120.7 (G), 116.4 (G), 115.8 (Q), 95.1 (2G.¢), 94.0 (G), 55.0 (CH), 26.9
(CHg).

IR (cm™): 3373, 2964, 1697, 1595, 1500, 1473, 1458, 14271,18969, 1197, 1149, 1130,
1051.

MS (ESI), m/z (%): 246.1 (100) [M+H].
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Experimental section

1,3-Dimethoxy-6-nitrodibenzop,d]furan (57)

Yellow powder
C14H11NOs QMe
M= 273.24 g.mot O
Rr = 0.64 (cyclohexane/ethyl acetate: 6/4) O o NO,
Mp = 212-213 °C
Yield = 72%

MeO

Method Q1. 1,3-Dimethoxy-5-(2'-nitrophenoxy)benzen®4) (1.00 g, 3.6 mmol) was
dissolved in warm pivalic acid (60 g). Silver a¢etfl.20 g, 7.2 mmol) and palladium(ll)
acetate (40 mg, 0.18 mmol) were added and theioeattixture was properly stirred at 135
°C for 4 h. After cooling to room temperature, thixture was diluted with methanol (50 mL)
and sodium hydroxide (1M) was added until the pathed 9. Elemental silver was removed
by filtration. The filtrate was extracted with ettacetate (100 mL) and washed with water (2
x 100 mL). The organic layers were washed withdyraried over sodium sulfate, filtered and
evaporated to dryness. The resulting oil was pmdifby silica gel column chromatography
using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluegtve® compound7 (0.71 g) in 72% vyield as
a yellow solid.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 8.27 (dd,®] = 7.6 Hz,%) = 1.1 Hz, 1H, H),
8.18 (dd, 3 = 83,4 = 1.1 Hz, 1H, H), 755 (t, 33 = 8.0 Hz, 1H, H),
7.13 (d,"J = 1.8 Hz, 1H, H), 6.66 (d,*J = 1.8 Hz, 1H, H), 4.03 (s, 3H, Ch), 3.90 (s, 3H,
CHy).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) : 162.2 (G), 158.2 (G), 155.5 (C), 147.1 (C), 132.9 {C
127.6 (@), 126.9 (C), 123.7 (§, 120.5 (G), 104.4 (C), 95.3 (&}, 89.3 (G), 56.1 (CH), 56.1
(CHg).

IR (cm™): 3088, 2933, 1637, 1602, 1531, 1502, 1450, 1417418219, 1145, 1095.

MS (ESI), m/z (%): 274.1 (100) [M+HI.
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Experimental section

1,3-Dimethoxy-6-nitrodibenzop,d]furan-4-carboxamide (58)

Yellow powder

C15H12N20s Ve O
M= 316.27 g.mot O

R¢ = 0.63 (dichloromethane/methanol: 9/1) MeO o NO
Mp = 298-299 °C CONH,

Yield =53%

Method M: To a stirred suspension of 1,3-dimethoxy-6-niitbedzop,d]furan (57) (1.00 g,
3.7 mmol) in acetonitrile (20 mL) at 0 °C under @mgnvas added chlorosulfonyl isocyanate
(0.64 mL, 7.4 mmol). The mixture was maintained@m temperature for 24 h then the
reaction mixture was quenched with hydrochloricdaM (20 mL). After 24 h at room
temperature, the reaction was diluted with wat®0(inL) and extracted with ethyl acetate
(100 mL). The combined organic extracts were doedr sodium sulfate and filtered. The
solvent was evaporateth vacuo and the residue was purified by silica gel column
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate) @4eluent to give compourk8 as a
yellow solid (0.61 g, 53% yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 8.32 (d,3J = 7.6 Hz, 1H, i), 8.20 (d,2] = 8.3 Hz, 1H,
H7), 7.77 (s, 1H, CONY), 7.67 — 7.54 (m, 2H, CONkHs), 6.82 (s, 1H, b), 4.13 (s, 3H,
CHa), 3.98 (s, 3H, Ch).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) &: 163.7 (C=0), 158.7 (§, 155.8 (G), 154.8 (C), 147.1
(C), 133.0 (@), 127.7 (G), 126.6 (C), 123.8 (§, 120.9 (G), 105.1 (C), 104.3 (g, 92.2 (G),
56.8 (CH), 56.4 (CH).

IR (cm™): 3136, 3091, 2846, 2140, 1977, 1643, 1606, 15217,14355, 1323, 1217, 1085.

MS (ESI), m/z (%): 317.2 (100) [M+HI.
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Experimental section

1,3-Dihydroxy-6-nitrodibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (59)

Yellow powder

C13HsN20g OH

M, = 288.21 g.mot O

Rf = 0.67 (dichloromethane/methanol: 9/1) O J No

Mp > 300 °C Ho 2

Yield = 72% (Method K1)
46%Nlethod K2)

CONH,

Method K1: A mixture of 1,3-dimethoxy-6-nitrodibenmfl]furan-4-carboxamide(58)

(50 mg, 0.16 mmol) in warm pyridine hydrochloridgg) was irradiated using microwave
(100W ) heating at 20%C for 10 min. After addition of water, the mixtunas extracted with
ethyl acetate (100 mL). The organic layers werehwdswith brine, dried over sodium sulfate,
filtered and evaporated to dryness. The solventevaporatedn vacuoand the residue was
purified by silica gel column chromatography usoyglohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent
to give compoun®9 as a yellow solid (33 mg, 72% vyield).

Method K2: A mixture of the 1,3-dimethoxy-6-nitrodibenbgf]furan-4-carboxamidg58)
(50 mg, 0.16 mmol) in dry dichloromethane (20 mit)0a°C under nitrogen was treated
dropwise with boron tribromide (1M in dichlorometigg 13.6 mL, 13.6 mmol). The resulting
mixture was allowed to warm to room temperature stirdovernight, after which time it was
added dropwise to a stirring mixture of ice watg (ML). The mixture was stirred for 30 min
at room temperature then filtered and dried to ®vhe productt9 as a yellow solid
(21 mg, 46%)

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 13.80 (s, 1H, OH), 11.77 (s, 1H, OH), 8.54 (s, 1H,
CONHy), 8.42 — 8.07 (M, 2H, CONiHg), 7.75 — 7.36 (m, 2H, &), 6.39 (s, 1H, b).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 8: 169.6 (C=0), 165.1 (g, 157.9 (G), 155.7 (C), 146.3
(C), 133.0 (Q), 127.7 (G), 126.5 (C), 124.5 (§, 120.3 (G), 103.1 (G), 98.9 (G), 92.7 (C).

IR (cm): 3458, 3196, 1654, 1629, 1608, 1517, 1477, 14404,14859, 1323, 1251, 1220,
1195, 1120, 1082.

MS (ESI), m/z (%): 289.1 (100) [M+HI.
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Experimental section

6-Amino-1,3-dihydroxydibenzob,d]furan-4-carboxamide (60)

Brown powder

C13H10N204 oH

M, = 258.23 g.mot O O
Rt = 0.34 (dichloromethane/methanol: 9/1) HO 0 NH,
Mp = 292-293 °C CONH,

Yield = 62%

Method O1. To a solution of 1,3-dihydroxy-6-nitrodibenbgf]furan-4-carboxamide 50)
(50 mg, 0.17 mmol) in methanol (10 mL) at room temapure, saturated aqueous
amomonium chloride (5 mL) and zinc dust (55 mg,50m8mol) were added sequentially.
After stirring 30 min at room temperature, addiabninc was added (55 mg, 0.85 mmol) and
the reaction mixture was refluxed for 2 h. Aftedaihn of water, the agqueous layer was
extracted with ethyl acetate (100 mL). The combioeghnic extracts were dried over sodium
sulfate and filtered. The solvent was evaporatedacuoand the residue was purified by
silica gel column chromatography using cyclohexeitgd acetate (6/4) as eluent to give
compounds0 as a brown solid (28 mg, 62% vyield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 14.19 (s, 1H, OH), 11.12 (s, 1H, OH), 8.19 (s, 1H,
CONHy), 8.11 (s, 1H, CONb), 7.12 (d,2] = 7.5 Hz, 1H, H), 7.03 (1,3] = 7.6 Hz, 1H, Hj),
6.63 (d,2J = 7.8 Hz, 1H, H), 6.25 (s, 1H, b).

13C NMR (100 MHz, DMSO) &: 170.2 (C=0), 164.2 (&, 157.7 (G), 154.8 (C), 142.2 (C),
133.3 (Q), 124.4 (G), 123.0 (C), 110.2 (§, 108.1 (G), 105.3 (G), 97.8 (), 92.5 (C).

IR (cm™): 3294, 3192, 1492, 1427, 1261, 1190, 1085, 1053.

MS (ESI), m/z (%): 259.2 (100) [M+H].
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Experimental section

1,3-dihydroxydibenzolb,d]furan-4-carboxamide (61)

Brown powder

C13H9NO4 OH

M, = 243.21 g.mot O
Rf = 0.20 (dichloromethane) O

Mp = 219-220 °C HO °
Yield = 52% (Method P) CONF

46%Nlethod K1)

Method P: To a solution of 6-amino-1,3-dihydroxydibenbkm|]furan-4-carboxamidg60)
(100 mg, 0.38 mmol) in ethanol (10 mL) at room tenmapure, sulfuric acid (25%, 40 mL)
was added under warming. The mixture was coolddl 16, and a solution of sodium nitrite
(54 mg, 0.76 mmol) in 5 mL of water was added dngpwvith stirring. The reaction mixture
was stirred for 45 min at 80 °C then reaction wasnghed with water. The aqueous layer
was extracted with ethyl acetate and the organjerlavas washed with brine, dried over
sodium sulfate and filtered. The solvent was evaieolin vacuoand the residue was purified
by silica gel column chromatography using cyclome{athyl acetate (6/4) as eluent to give
compoundl as a brown solid (49 mg, 52% vyield).

Method K1: A mixture of 1,3-dimethoxydibenzibd]furan-4-carboxamideg(64) (50 mg,
0.18 mmol) in warm pyridine hydrochloride (3g) wiasadiated using microwave (100W)
heating at 200C for 10 min. After addition of water, the mixtunes extracted with ethyl
acetate (100 mL). The organic layers were washet faine, dried over sodium sulfate,
filtered and evaporated to dryness. The solventevaporatedn vacuoand the residue was
purified by silica gel column chromatography usoyglohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent
to give compoundl as a yellow solid (20 mg, 46% vyield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 13.93 (s, 1H, OH), 11.34 (s, 1H, OH), 8.28 (s, 1H,
CONHp), 8.03 — 7.88 (m, 1H, §)}, 7.85 (s, 1H, CONY, 7.77 — 7.65 (m, 1H, &)
7.57 —7.25 (m, 2H, ), 6.31 (s, 1H, B).

13C NMR (100 MHz, DMSO) &: 170.0 (C=0), 164.3 (&, 157.7 (G), 155.2 (C), 154.2 (C),
124.8 (G), 123.7 (Q), 122.7 (C), 121.0 (§, 111.3 (Q), 104.4 (G), 98.0 (G), 92.6 (C).

IR (cm1): 3456, 3132, 1604, 1446, 1409, 1348, 1315, 1286),1PR5, 1103, 1053.

MS (ESI), m/z (%): 244.1 (100) [M+HI.
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Experimental section

6-Nitrodibenzo[b,d]furan-1,3-diol (62)

Yellow powder
C12H7NOs OH

M, = 245.19 g.mot &)
Rt = 0.68 (dichloromethane/methanol: 9/1) o O J  No,

Mp = 223-224 °C
Yield = 66%

Method K1: A mixture of 1,3-dimethoxy-6-nitrodibenzafl]furan (57) (100 mg, 0.37 mmol)
in warm pyridine hydrochloride (3g) was irradiatesing microwave heating at 20C for
10 min. After addition of water, the aqueous layes extracted with ethyl acetate (100 mL).
The combined organic extracts were dried over sodiulfate and filtered. The solvent was
evaporatedn vacuoand the residue was purified by silica gel colurthromatography using
cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to gorepound62 as a yellow solid (59 mg, 66%
yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 10.76 (s, 1H, OH), 10.07 (s, 1H, OH),
8.24 (dd,3 = 7.6 Hz,4J = 1.1 Hz, 1H, K), 8.10 (dd,3) = 8.3,% = 1.1 Hz, 1H, H),
7.50 (t,3) = 8.0 Hz, 1H, tg), 6.63 () = 1.8 Hz, 1H, H), 6.41 (d2J = 1.8 Hz, 1H, H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) &: 160.2 (G), 158.7 (G), 154.1 (C), 147.0 (C), 132.8 {C
127.6 (G), 127.1 (C), 123.4 (§}, 119.6 (G), 102.7 (C), 98.6 (&}, 89.9 (G).

IR (cm1): 3556, 3435, 3390, 1610, 1498, 1342, 1213, 1138.103

MS (ESI), m/z (%): 246.1 (100) [M+HI.
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Experimental section

6-Amino-1,3-dimethoxydibenzop,d]furan-4-carboxamide (63)

Brown powder

Ci15H14N204 oMe

M, = 286.28 g.mot O O

Rr = 0.52 (dichloromethane/methanol: 9/1) MeG 0 NH
Mp = 293-294 °C CONH,

Yield = 49%

Method O1: To a solution of 1,3-dimethoxy-6-nitrodibenbg]]furan-4-carboxamidg58)
(50 mg, 0.16 mmol) in methanol (10 mL) at room temapure, saturated aqueous
amomonium chloride (5 mL) and zinc dust (55 mg,50m8mol) were added sequentially.
After stirring 30 min at room temperature, addiabninc was added (55 mg, 0.85 mmol) and
the reaction mixture was refluxed for 2 h. Aftedaibn of water, the aqueous layer was
extracted with ethyl acetate (100 mL). The combioeghnic extracts were dried over sodium
sulfate and filtered. The solvent was evaporatedacuoand the residue was purified by
silica gel column chromatography using cyclohexeitgd acetate (6/4) as eluent to give
compounds3 as a brown solid (22 mg, 49% vyield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 7.67 (s, 1H, CONb, 7.44 (s, 1H, CON,
7.17 (d,J = 7.5 Hz, 1H, W), 7.03 (tJ = 7.7 Hz, 1H, H), 6.70 (dJ = 5.9 Hz, 1H, H), 6.68 (s,
1H, Hp), 5.25 (s, 2H, Ni), 4.05 (s, 3H, Ch), 3.93 (s, 3H, Ch).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) &: 164.6 (C=0), 157.2 (§, 155.5 (G), 153.9 (C), 142.9
(C), 133.1 (Q), 123.7 (G), 122.7 (C), 111.2 (&}, 109.1 (G), 107.0 (G), 104.8 (C), 90.9 (8,
56.6 (CH), 56.0 (CH).

IR (cm™): 3180, 1643, 1604, 1492, 1413, 1319, 1211, 1101.

MS (ESI), m/z (%): 287.2 (100) [M+HI.
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Experimental section

1,3-Dimethoxydibenzop,d]furan-4-carboxamide (64)

Brown powder
Ci15H13NOas
M= 271.27 g.mot
Rf = 0.41 (dichloromethane/methanol: 9/1)
Mp = 296-297 °C
Yield = 36% (Method M)
46%Nlethod P)
61%Nlethod Q2)

Method M: To a stirred suspension of 1,3-dimethoxydibebzijfuran (56) (1.00 g, 4.4
mmol) in acetonitrile (20 mL) at 0 °C under argoasmadded chlorosulfonyl isocyanate (0.64
mL, 7.4 mmol). The mixture was maintained at ro@mperature for 24 h then the reaction
mixture was quenched with hydrochloric acid 5M (8Q). After 24 h at room temperature,
the reaction was diluted with water (100 mL) anttaoted with ethyl acetate (100 mL). The
combined organic extracts were dried over sodiuffateuand filtered. The solvent was
evaporatedn vacuoand the residue was purified by silica gel colurhromatography using
cyclohexane/ethyl acetate (6/4) as eluent to gorepound64 as a yellow solid (0.43 g, 36%
yield).

Method P: To a solution of 6-amino-1,3-dihydroxydibenbkm]]furan-4-carboxamidg63)

(50 mg, 0.17 mmol) in ethanol (10 mL) at room tenapgre, sulfuric acid (25%, 20 mL) was
added under warming. The mixture was cooled to P &@l a solution of sodium nitrite
(24 mg, 0.34 mmol) in 5 mL of water was added dngpwvith stirring. The reaction mixture
was stirred for 45 min at 80 °C then the reacti@s uenched with water. The aqueous layer
was extracted with ethyl acetate and the organjerlavas washed with brine, dried over
sodium sulfate and filtered. The solvent was evaieolin vacuoand the residue was purified
by silica gel column chromatography using cyclome{athyl acetate (6/4) as eluent to give
compounds4 as a brown solid (21 mg, 46% vyield).

Method Q2. A mixture of 2'-fluoro-2-hydroxy-4,6-dimethoxykbipnyl-3-carboxamid€69)
(50 mg, 0.17 mmol) and cesium carbor(@&6 mg, 0.51 mmol) in acetonitrile was irradiated
using microwave (80W) heating at 180 for 1 h. Ethyl acetate (50 mL) was added to the
mixture and the organic layer was washed with wgter 50 mL), dried over sodium sulfate
and filtered. The solvent was evaporatedacuoand the residue was crystallized with ether
diisopropyl furnished the title compoud as pale brown solid (28 mg, 61%).

1H NMR (400 MHz, DMSO-de) &: 7.95 (dd,J = 7.5, 1.5 Hz, 1H, b, 7.69 (s, 1H, NH),
7.65 (d,J = 8.0 Hz, 1H, K), 7.51 (s, 1H, NH), 7.38 (m, 2H, W), 6.72 (s, 1H, H),
4.09 (s, 3H, CH), 3.95 (s, 3H, Ch).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) &: 164.5 (C=0), 157.6 (§, 155.7 (G), 154.8 (C), 154.4
(C), 125.5 (G), 123.2 (G), 122.5 (C), 121.3 (§, 110.9 (Q), 105.9 (G), 104.7 (C), 91.1 (§),
56.7 (CH), 56.1 (CH).

IR (cm™): 3381, 3201, 2968, 1641, 1602, 1452, 1421, 13213.121

MS (ESI), m/z (%): 272.2 (100) [M+HI.
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Experimental section

1,3-Dimethoxy-5-phenoxybenzene (65)

Colorless oil oo
C14H1403

M, = 230.26 g.mot L{@ @
Rr = 0.68 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) Me o
Yield = 32%

Method N2: To a solution of 3,5-dimethoxyphenoé?) (200 mg, 1.30 mmol) in
N,N-dimethylformamide (4 mL), copper(l) iodide (10 nfdl), cesium carbonatgc00 mg,
1.53 mmol) and iodobenzene (200 pL, 1.79 mmol) watded sequentially. The reaction
mixture was irradiated using microwave heating Hd 9C for 2 h. After cooling to room
temperature, the mixture was diluted with ethyltatee (50 mL) then washed with water
(3 x 50 mL). The organic layers were washed withdyrdried over sodium sulfate, filtered
and evaporated to dryness. The resulting oil wasifigpdi by silica gel column
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate g2luent to give compoued (96 mg,
32%) as a colorless oil.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.24 (mt, 2H, HBs), 7.03 (mt, 1H, H),
6.95 (mt, 2H, Hg), 6.13 (t,J = 2.2 Hz, 1H, H), 6.08 (d,J = 2.2 Hz, 2H, Hg),
3.64 (s, 6H, 2CH).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) &: 161.6 (2G,3), 159.2 (G), 156.7 (G'), 129.7 (2G5, 123.5
(Cs), 119.2 (2G &), 97.3 (2Ge), 95.5 (G), 55.4 (2CH).

IR (cm™): 1583, 1487, 1469, 1215, 1203, 1149, 1128, 1053.

MS (ESI), m/z (%): 231.2 (100) [M+H].
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Experimental section

1,3-Dimethoxydibenzop,d]furan (56)

Colorless oil e
C14H1203

M= 228.24 g.mot O O
Rt = 0.64 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) MeO 0
Yield = 73%

Method Q1: 1,3-Dimethoxy-5-phenoxybenzer{é5) (200 g, 0.87 mmol) was dissolved in
warm pivalic acid (50 g). Silver acetate (435 mg12mmol) and palladium(ll) acetate (20
mg, 0.09 mmol) were added and the reaction mixtas properly stirred at 130 °C for 2 h.
After cooling to room temperature, the mixture wdikited with methanol (50 mL) and
sodium hydroxide (1M) was added until the pH redcteElemental silver was removed by
filtration. The filtrate was extracted with ethydedate (100 mL) and washed with water (2 x
100 mL). The organic layers were washed with brdveed over sodium sulfate, filtered and
evaporated to dryness. The resulting oil was pmdifby silica gel column chromatography
using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluegivi®e compound6 (145 mg) in 73% yield as
a colorless ail.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.92 (mt, 1H, H), 7.28 (mt, 1H, H),
7.27 - 7.15 (m, 2H, ¥), 6.63 (d,J = 1.9 Hz, 1H, H), 6.33 (d,J = 1.9 Hz, 1H, H),
3.92 (s, 3H, CHh), 3.80 (s, 3H, Ch).

13C NMR (101 MHz, CDCl) &: 161.0 (G), 158.1 (G), 155.9 (Ga), 155.4 (Ga), 124.6 (G),
123.7 (G9), 122.7 (G), 121.7 (G), 110.5 (@), 107.2 (Gp), 93.8 (C), 88.4 (G), 55.6 (CH),
55.5 (Ch).

IR (cm™): 2970, 1697, 1483, 1413, 1365, 1300, 1197.

MS (ESI), m/z (%): 229.1 (100) [M+H].

233



Experimental section

2'-Fluoro-2-hydroxy-4,6-dimethoxybiphenyl-3-carboxanide (69)

Brown powder

Ci1sH14FNOg4

M;=291.27 g.mot

Rf = 0.41 (dichloromethane/methanol: 9/1)
Mp = 223-224 °C

Yield = 26%

Method R: 2-Hydroxy-3-iodo-4,6-dimethoxybenzamid€44) (1.00 g, 3.1 mmol),
2-fluorobenzeneboronic acid (650 mg, 4.7 mmol) g@uadassium phosphate (1.33 g, 6.2
mmol) were added to degassed acetonitrile (16 mb)water (4 mL). After stirring during
10 min, palladium(ll) acetate (35 mg, 0.05 eq) amghenylphosphine (40 mg, 0.05 eq) were
added to the mixture. The tube was then sealedhenteaction mixture was irradiated using
microwave heating at 90C for 2 h. Acetonitrile was removed, the crude picidwas
extracted with ethyl acetate (100 mL) and washet water (2 x 100 mL), dried over sodium
sulfate, filtered and concentrated under reducedsure. The crude product was purified by
flash silica gel column chromatography using cyekdme/ethyl acetate (6/4) as eluent to
afford compound9 (234 mg, 26%) as a brown powder.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 14.92 (s, 1H, OH), 8.13 (s, 1H, COMNH
8.03 (s, 1H, CONY), 7.34 (d,J = 7.0 Hz, 1H), 7.26 - 6.95 (m, 3H), 6.32 (s, 1H;)H
4.00 (s, 3H, CH), 3.78 (s, 3H, Ch).

13C NMR (100 MHz, DMSO-de) &: 171.9 (C=0), 162.5 (g, 160.9 (G), 160.5 (G),
158.8 (d,%J = 243 Hz, C-F), 133.3 () = 4 Hz, @), 128.8 (d,3] = 9 Hz, G),
123.60 (d*) = 4 Hz, G, 121.18 (dX) = 17 Hz, G), 115.0 (d2J = 22 Hz, G), 104.4 (G),
96.5 (G), 86.8 (G), 56.2 (CH), 55.7 (CH).

IR (cm™): 3435, 1649, 1604, 1591, 1415, 1317, 1209, 11384111

MS (ESI), m/z (%): 292.2 (100) [M+HI.
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Experimental section

1-[4-(3,5-Dimethoxyphenoxy)phenyllethanone (72)

Brown powder

C16H1604 OMe o)
M, = 272.30 g.mot {@K@AM
Rr = 0.60 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) Me

Mp = 85-86 °C

Yield = 71%

Method N2: To a solution of 3,5-dimethoxyphendl?) (1.00 g, 6.5 mmol), copper(l) iodide
(124 mg, 0.65 mmol), cesium carbonéde20 g, 13 mmol) and 4-iodoacetophenone (2.40 g,
9.7 mmol) inN,N-dimethylformamide (4 mL) were added sequentialllye Teaction mixture
was irradiated using microwave heating at 3@Gor 2 h. After cooling to room temperature,
the mixture was diluted with ethyl acetate (50 rnthgn washed with water (3 x 50 mL). The
organic layer was washed with brine, dried overisodsulfate, filtered and evaporated to
dryness. The resulting oil was purified by silical gcolumn chromatography using
cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluent to gwapound73 (1.20 g) in 71% vyield as a
brown powder.

IH NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.97 (d,J = 2.1 Hz, 1H), 7.96 (dJ = 2.1 Hz, 1H),
7.06 (d,J = 2.1 Hz, 1H), 7.05 (dJ = 2.0 Hz, 1H), 6.32 (tJ = 2.2 Hz, 1H),
6.26 (d,J = 2.3 Hz, 1H), 6.24 (d] = 2.3 Hz, 1H), 3.79 (s, 6H, 2GH 2.60 (s, 3H, COCH).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) &: 196.7 (C=0), 161.7 (26), 161.5 (G), 157.3 (G), 132.1
(Cy), 130.5 (2Ge), 117.6 (2Gs), 98.5 (2G'¢), 96.7 (G), 55.4 (2CH), 26.4 (CQCH).

IR (cm1): 1674, 1585, 1425, 1361, 1267, 1230, 1136, 1053.

MS (ESI), m/z (%): 273.2 (100) [M+HI.

235



Experimental section

1-(7,9-Dimethoxydibenzobp,d]furan-2-yl)ethanone (73)

Brown powder

O,
C16H1404 Me
M, = 270.30 g.mot OMe
Rr = 0.34 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) O O
Mp = 162-163 °C MeO o
Yield = 83%

Method Q1: 1-[4-(3,5-Dimethoxyphenoxy)phenyllethanoifé2) (1.00 g, 3.7 mmol) was
dissolved in warm pivalic acid (20 g). Silver a¢et&3.06 g, 18.4 mmol) and palladium(Il)
acetate (80 mg, 0.37 mmol) were added and theioeattixture was properly stirred at 135
°C for 24 h After cooling to room temperature, théture was diluted with methanol (50
mL) and sodium hydroxide (1M) was added until thé ©@ached 9. Elemental silver was
removed by filtration. The filtrate was extractedhnethyl acetate (100 mL) and washed with
water (2 x 100 mL). The organic layers were washét brine, dried over sodium sulfate,
filtered and evaporated to dryness. The resultingwas purified by silica gel column
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate é&2luent to give compoufi@ (0.83 g)

in 83% vyield as a brown powder.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 8.60 (d,J = 1.9 Hz, 1H, H), 8.02 (dd,J = 8.6, 2.0
Hz, 1H, H), 7.52 (d,J = 8.6 Hz, 1H, H), 6.74 (d,J = 1.9 Hz, 1H, H), 6.46 (d,J = 1.9 Hz,
1H, Hg), 4.06 (s, 3H, Ck), 3.92 (s, 3H, Ch), 2.73 (s, 3H, COCH¥).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) §: 197.6 (C=0), 161.6 (¢, 158.8 (C), 158.3 (§, 156.1 (C),
132.7 (Q), 125.8 (G), 124.1 (C), 122.6 (g, 110.6 (G), 106.7 (C), 94.4 (§, 88.6 (Q), 55.8
(CHs), 55.7 (CH), 26.8 (COCH).

IR (cm™): 1674, 1637, 1618, 1581, 1510, 1425, 1408, 13615,1%290, 1253, 1215, 1197,
1151, 1093, 1045, 1010.

MS (ESI), m/z (%): 271.2 (100) [M+HI.

236



Experimental section

8-Acetyl-1,3-dimethoxydibenzop,d]furan-4-carboxamide (71)

Yellow powder X vre
C17H1sNOs OMe

M, = 313.30 g.mot O

Rr = 0.61 (dichloromethane/methanol: 9/1) O 5

Mp = 237-238 °C MeG

Yield = 32% conre

Method M: To a stirred suspension of 1-(7,9-dimethoxydilm¢bd]furan-2-yl)ethanong€72)
(200 mg, 0.74 mmol) in acetonitrile (20 mL) at O 6@der argon was added chlorosulfonyl
isocyanate (128 pL, 1.48 mmol). The mixture wasnta@ed at room temperature for 12 h
then the reaction mixture was quenched with hydmihacid 5M (20 mL). After 12 h at
room temperature, the reaction was diluted withew&l00 mL) and extracted with ethyl
acetate (100 mL). The combined organic extract®wleed over sodium sulfate and filtered.
The solvent was evaporatéd vacuo and the residue was purified by silica gel column
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate) @4eluent to give compourtl as a
yellow solid (74 mg, 32% yield).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) : 8.48 (s, 1H, k), 8.07 (d,J = 8.8 Hz, 1H, H),
7.78 — 7.74 (m, 2H, & CONH), 7.55 (s, 1H, CONb), 6.78 (s, 1H, b), 4.14 (s, 3H, Ch),
3.96 (s, 3H, Ch), 2.68 (s, 3H, CH).

13C NMR (101 MHz, DMSO) §: 197.0 (COCH), 164.1 (CONH), 158.2 (G), 157.5 (G),
155.9 (C), 155.1 (C), 132.6 £ 126.6 (G), 122.9 (C), 121.3 (§, 110.9 (@), 105.3 (G),
104.8 (C), 91.6 (§), 56.7 (CH), 56.3 (CH), 26.8 (CQCH).

IR (cm): 3381, 1649, 1612, 1415, 1365, 1321, 1286, 12157.109

MS (ESI), m/z (%): 314.2 (100) [M+HI.
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Experimental section

8-Acetyl-1,3-dihydroxydibenzop,d]furan-4-carboxamide (74)

Brown powder 0
C15H11NOs Me
M, = 285.25 g.mot

Rr = 0.53 (dichloromethane/methanol : 9/1) O O
Mp = 355-356 °C HO

Yield = 26% CONFp

Method K1: A mixture of 8-acetyl-1,3-dimethoxydibentyf]furan-4-carboxamide71
(50 mg, 0.16 mmol) in warm pyridine hydrochloridgg) was irradiated using microwave
(100W) heating at 20@C for 15 min. After addition of water, the aquedanger was extracted
with ethyl acetate (100 mL). The combined orgamtacts were dried over sodium sulfate
and filtered. The solvent was evaporated/acuoand the residue was purified by silica gel
column chromatography using cyclohexane/ethyl &ed&4) as eluent to give compoundi

as a yellow solid (11 mg, 26% vyield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg) & 13.98 (s, 1H, OH), 11.54 (s, 1H, OH),
8.47 (d,J = 1.9 Hz, 1H, k), 8.32 (s, 1H, CONY), 8.06 (dd,J = 8.6, 2.0 Hz, 1H, b},
7.88 (s, 1H, CONb), 7.81 (d,J = 8.6 Hz, 1H, H), 6.36 (s, 1H, k), 2.68 (s, 3H, COCH).

13C NMR (101 MHz, DMSO) §: 197.0 (COCH), 169.8 (CONH), 164.8 (G), 157.8 (G),
156.8 (C), 156.0 (C), 133.0 4 125.9 (G), 123.2 (C), 121.0 (§, 111.3 (@), 103.9 (G),
98.4 (G), 92.8 (C), 26.8 (CH).

IR (cm™): 3479, 3190, 1600, 1415, 1359, 1284, 1249, 11905.104

MS (ESI), m/z (%): 286.1(100) [M+H]".
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Experimental section

1-(7,9-Dihydroxydibenzop,d]furan-2-yl)ethanone (75)

Brown powder

O,
C14H1004 o Me
M= 242.28 g.mot O
Rf = 0.43 (dichloromethane/methanol : 9/1) O
Mp = 215-216 °C HO ©
Yield =57%

Method K1: A mixture of 1-(7,9-dimethoxydibenzof]furan-2-yl)ethanong72) (60 mg,
0.22 mmol) in warm pyridine hydrochloride (3g) wasadiated using microwave (100W)
heating at 200C for 15 min. After addition of water, the mixtuneas extracted with ethyl
acetate (100 mL). The organic layers were washel fine, dried over sodium sulfate,
filtered. The solvent was evaporated vacuo and the residue was purified by silica gel
column chromatography using cyclohexane/ethyl &ed&4) as eluent to give compound

as a yellow solid (30 mg, 57% vyield).

I1H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) &: 10.57 (s, 1H, OH), 9.86 (s, 1H, OH),
8.42 (d,J = 1.9 Hz, 1H, H), 7.96 (dd,J = 8.6, 2.0 Hz, 1H, &), 7.62 (d,J = 8.6 Hz, 1H, H),
6.52 (d,J = 1.9 Hz, 1H, k), 6.38 (dJ = 1.9 Hz, 1H, k), 2.65 (s, 1H, CECO).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) §: 197.0 (C=0), 159.4 (¢, 158.7 (C), 157.3 (§, 154.0 (C),
132.3 (G), 125.5 (G), 124.1 (C), 120.8 (g, 110.4 (G), 103.6 (C), 98.1 (§}, 89.8 (G),
26.8 (CHCO).

IR (cm™): 3211, 1643, 1598, 1442, 1359, 1246, 1134, 104%.101

MS (ESI), m/z (%): 243.1 (100) [M+HI.
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Experimental section

1-lodo-3-methoxybenzene (77)

Brown oil

C7H710 /@\
M= 234.03 g.mot | oMe
Rr = 0.57 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2)

Yield = 89%

Method A2: 3-lodophenol 76) (1.00 g, 4.5 mmol) and cesium carbonate (2.48.8 ,mmol)
were introduced in a round bottom flask under ardony acetonitrile (20 mL) was added,
followed by iodomethane (420 pL, 6.8 mmol). Thectea mixture was stirred at 70 °C for
12 h and then the reaction was diluted with watB® (mL) and extracted with
dichloromethane (3 x 50 mL). The combined orgamitaets were dried over sodium sulfate
and filtered. The solvent was evaporated/acuoand the residue was purified by silica gel
column chromatography using cyclohexane/ethyl aed@1) as eluent to give compound

as a brown oil (940 mg, 89% vyield).

IH NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.21 - 7.16 (m, 2H, k¥, 6.91 (t,J = 8.0 Hz, 1H,
Hs), 6.78 (ddd,) = 8.4, 2.5, 0.9 Hz, 1H, H| 3.69 (s, 3H, OCH.

13C NMR (101 MHz, CDCl3) &: 160.1 (G), 130.7 (G), 129.8 (), 123.0 (G), 113.7 (G),
94.3 (G), 55.3 (CH).

IR (cm1): 1581, 1566, 1471, 1284, 1240, 1228, 1029.

MS (ESI), m/z (%): 233.1 (100) [M-H].
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Experimental section

1,3-Dimethoxy-5-(3-methoxyphenoxy)benzene (78)

Colorless oil OMe

Ci15H1604

M, = 260.29 g.mot O/@ QN

R: = 0.55 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) Me © OMe
Yield = 30%

Method N2: To a solution of 3,5-dimethoxyphenact?) (200 mg, 1.30 mmol), copper(l)
iodide (10 mol %), cesium carbondfie27 g, 3.90 mmol) and 1-iodo-3-methoxybenz€&h®
(455 mg, 1.95 mmol) inN,N-dimethylformamide (4 mL) were added sequentiallheT
reaction mixture was irradiated using microwaveW8Gheating at 100C for 2 h. After
cooling to room temperature, the mixture was dduteith ethyl acetate (100 mL) then
washed with water (3 x 100 mL). The organic layeeye washed with brine, dried over
sodium sulfate, filtered and evaporated to dryn€ks. resulting oil was purified by silica gel
column chromatography using cyclohexane/ethyl ae€&1) as eluent to give compound
(103 mg, 30%) as a colorless oil.

IH NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.15 (t,J = 8.1 Hz, 1H, H), 6.64 - 6.49 (m, 3H,
Hza6), 6.15 (t,J = 2.2 Hz, 1H, H), 6.11 (d,J = 2.4 Hz, 1H), 6.11 (dJ = 2.4 Hz, 1H),
3.71 (s, 3H, Ch), 3.67 (s, 6H, 2CH).

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 161.5 (2G3), 160.9 (G), 158.9 (G), 157.9 (G), 130.0
(Cs), 111.3 (), 109.1 (G), 105.1 (G, 97.4 (2G,e), 95.6 (Q), 55.4 (2CH), 55.3 (CH).

IR (cm-1): 2835, 1583, 1261, 1193, 1143, 1126, 1047.

MS (ESI), m/z (%): 261.1 (100) [M+H].
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Experimental section

1,3,7-Trimethoxydibenzop,d]furan (79)

White powder
C15H1404 OMe
M= 258.27 g.mot J_N—owme
Rr = 0.51 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) MeG O

Mp = 153-154 °C
Yield =91%

Method Q1: 1,3-Dimethoxy-5-(3-methoxyphenoxy)benzeff@) (100 mg, 0.38 mmol) was
dissolved in warm pivalic acid (2 g). Silver acet§192 mg, 1.15 mmol) and palladium(II)
acetate (9 mg, 0.04 mmol) were added and the oractixture was properly stirred at 130 °C
for 12 h. After cooling to room temperature, theximie was diluted with methanol (50 mL)
and sodium hydroxide (1M) was added until the pathed 9. Elemental silver was removed
by filtration. The filtrate was extracted with ethacetate (100 mL) and washed with water
(2 x 100 mL). The organic layers were washed withdy dried over sodium sulfate, filtered
and evaporated to dryness. The resulting oil wasifigpdi by silica gel column
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate ¢&2luent to give compouii® (90 mg)

in 91% vyield as a brown powder.

'H NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.78 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H),
6.97 (d,J = 2.2 Hz, 1H, H), 6.82 (ddJ = 8.4, 2.3 Hz, 1H, b, 6.61 (d,J = 1.9 Hz, 1H, H),
6.32 (d,J=2.0 Hz, 1H, H), 3.91 (s, 3H, Ch), 3.81 (s, 3H, Ch), 3.80 (s, 3H, Ch).

13C NMR (101 MHz, CDCls) &: 160.0 (G), 158.2 (G), 158.1 (C), 156.6 (C), 155.2 {C
121.8 (G), 117.0 (C), 110.4 (§, 107.2 (C), 96.4 (8, 93.8 (G), 88.7 (G), 55.8 (CH),
55.7 (CH;), 55.6 (CH).

IR (cm™): 2940, 2832, 1594, 1435, 1365, 1320, 1264, 12065,11236.

MS (ESI), m/z (%): 259.1 (100) [M+H].
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Experimental section

1,3,7-Trimethoxydibenzop,d]furan-4-carboxamide (80)

White powder

C16H15NOs OMe

M, = 301.29 g.mot O Q oMe
Rf = 0.67 (dichloromethane/methanol: 9/1) MeO o

Mp = 332-333 °C CONH,

Yield = 44%

Method M: To a stirred suspension of 1,3,7-trimethoxydilgbz]furan (79) (100 mg,
0.38 mmol) in acetonitrile (20 mL) at 0 °C undeg@n was added chlorosulfonyl isocyanate
(67 uL, 0.77 mmol). The mixture was maintained @ temperature for 2 h then the
reaction mixture was quenched with hydrochloricdabM (20 mL). After 4 h at room
temperature, the reaction was diluted with wat®0(inL) and extracted with ethyl acetate
(100 mL). The combined organic extracts were doedr sodium sulfate and filtered. The
solvent was evaporateth vacuo and the residue was purified by silica gel column
chromatography using cyclohexane/ethyl acetate) @4eluent to give compour8D as a
white solid (52 mg, 44% yield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 7.78 (d,J = 8.5 Hz, 1H, i), 7.67 (s, 1H, CONB,
7.48 (s, 1H, CONb), 7.30 (d,J = 2.3 Hz, 1H, H), 6.95 (dd,J = 8.5, 2.3 Hz, 1H, b},
6.69 (s, 1H, k), 4.07 (s, 3H, CH), 3.92 (s, 3H, Ch), 3.84 (s, 3H, CH).

13C NMR (101 MHz, DMSO) &: 164.5 (C=0), 158.2 (&, 156.5 (C), 156.1 (C), 154.8 {C
154.4 (G), 121.4 (G), 115.5 (C), 110.8 (§, 106.1 (G), 104.9 (C), 96.7 (§, 91.2 (G),
56.7 (CH), 56.0 (CH), 55.6 (CH).

IR (cm™): 3377, 3192, 2970, 2839, 1643, 1610, 1454, 1431518321, 1267, 1209, 1107,
1026.

MS (ESI), m/z (%): 302.1 (100) [M+H].
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1,3,7-Trihydroxydibenzo[b,d]furan-4-carboxamide (81)

Brown powder

C13HoNOs oH

M. = 259.21 g.mok O { o
Rf = 0.67 (dichloromethane/methanol: 9/1) HO 0o

Mp = 360-361 °C CONH,

Yield = 38%

Method K1: A mixture of 1,3,7-trimethoxydibenzof]furan-4-carboxamidg80) (50 mg,
0.16 mmol) in warm pyridine hydrochloride (3g) wasadiated using microwave (100W)
heating at 200C for 15 min. After addition of water, the aquedager was extracted with
ethyl acetate (100 mL). The combined organic exdracere dried over sodium sulfate and
filtered. The solvent was evaporated vacuo and the residue was purified by silica gel
column chromatography using cyclohexane/ethyl &ed&4) as eluent to give compoudd

as a brown solid (16 mg, 38% yield).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 13.73 (s, 1H, OH), 11.09 (s, 1H, OH), 9.75 (s, OH),
8.20 (s, 1H, CONb), 7.80 (s, 1H, CONY), 7.68 (d,J = 8.5 Hz, 1H, ), 7.10 (s, 1H, k),
6.81 (d,J = 8.3 Hz, 1H, k), 6.25 (s, 1H, b).

13C NMR (101 MHz, DMSO) é: 170.1 (C=0), 162.8 (g, 156.7 (G), 155.7 (G), 155.5 (C),
154.9 (C), 121.1 (§, 114.4 (C), 112.0 (§, 104.7 (G), 98.5 (G), 97.8 (G), 92.7 (C).

IR (cm-1): 3423, 3321, 3242, 3219, 1664, 1556, 1502, 1448317257, 1190, 1107, 1029.

MS (ESI), m/z (%): 260.1 (100) [M+H]+.
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8-Acetyl-1,3,7-trimethoxydibenzop,dfuran-4-carboxamide (82)

White powder

(©)
C18H17NOs Me
M, = 343.33_g.m0’r OMe O OMe
Rr = 0.59 (dichloromethane/methanol: 9/1) O
Mp = 228-229 °C MeG o
Yield = 74% Method S CONH,

55% (Method M)

Method S. Anhydrous aluminium chloride (111 mg, 0.83 mmat) 1,2-dichloroethane
(10 mL) was added to acetyl chloride (24 pL, 0.33maf) and then
1,3,7-trimethoxydibenzbfd]furan-4-carboxamide8Q) in 1,2-dichloroethane (20 mL) slowly
and left at room temperature for 1 h. After thectieam (TLC) was completed, the reaction
mixture was quenched with hydrochloric acid 1N asdracted with dichloromethane
(2 x 50 mL). The combined organic extracts were hgdswith water, dried over sodium
sulfate, filtered and concentrated in vacuum. Thele product obtained was purified over
silica gel column chromatography using dichlororaeth to obtain the pure prod@2
(42 mg, 74% vyield).

Method M: To a stirred suspension of 1-(3,7,9-trimethoxgdibop,dfuran-2-yl)ethanone
(88) (100 mg, 0.33 mmol) in acetonitrile (20 mL) at € ‘under argon was added
chlorosulfonyl isocyanate (58 pL, 0.66 mmol). Thextore was maintained at room
temperature for 12 h then the reaction mixture wasnched with hydrochloric acid 5M
(20 mL). After 12 h at 60 °C, the reaction was withwith water (100 mL) and extracted with
ethyl acetate (100 mL). The combined organic exdracere dried over sodium sulfate and
filtered. The solvent was evaporated vacuo and the residue was purified by silica gel
column chromatography using cyclohexane/ethyl &e€&4) as eluent to give compoudd

as a white solid (52 mg, 55% vyield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 8.12 (s, 1H, k), 7.70 (s, 1H, CON), 7.55 (s, 1H, k),
7.53 (s, 1H, i), 6.73 (s, 1H, b), 4.09 (s, 3H, Ch), 3.98 (s, 3H, Ch), 3.94 (s, 3H, Ch).

13C NMR (101 MHz, DMSO) &: 197.9 (C=0), 164.2_ (CON#| 158.6 (C), 158.3 (8,
157.1 (C), 155.1 (§, 154.9 (G), 124.2 (G), 122.1 (G), 115.4 (C), 105.5 (C), 105.0 {C
96.0 (G), 91.6 (G), 56.7 (CH), 56.4 (CH), 56.2 (CH), 31.6 (COCH).

IR (cm-1): 3387, 3197, 1606, 1402, 1317, 1273, 1089.

MS (ESI), m/z (%): 344.2(100) [M+H]+.
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8-Acetyl-1,3,7-trihydroxydibenzolb,dfuran-4-carboxamide (83)

Brown powder Q e
C15H11NOs OH

M= 301.25 g.mot O OH
Rr = 0.53 (dichloromethane/methanol: 9/1) O

Mp = 335-336 °C HO ©

Yield = 39% conty

Method K1: A mixture of 8-acetyl-1,3,7-trimethoxydibenboffuran-4-carboxamideg82)
(50 mg, 0.15 mmol) in warm pyridine hydrochloridgg) was irradiated using microwave
(100W) heating at 208C for 15 min. After addition of water, the mixtuneas extracted with
ethyl acetate (100 mL). The organic layers werehwdswith brine, dried over sodium sulfate,
filtered and evaporated to dryness. The residue wasfied by silica gel column
chromatography using dichloromethane as eluentite gompound83 as a brown solid
(18 mg, 39% vyield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds) 8: 13.82 (s, 1H, OH), 12.44 (s, 1H, OH), 11.38 (s, OHl),
8.30 (m, 2H, K, CONH), 7.81 (s, 1H, CONb, 7.25 (s, 1H, B, 6.32 (s, 1H, B,
2.74 (s, 3H, COCBH).

13C NMR (101 MHz, DMSO) §: 203.7 (C=0), 169.7_(CON®| 163.7 (G), 160.1 (G),
158.8 (C), 157.0 (g, 155.7 (C), 123.3 (§, 117.4 (C), 115.5 (§, 103.5 (G), 99.8 (Q),
98.5 (G), 93.0 (C), 27.8 (COCH).

IR (cm-1): 3462, 3334, 3170, 1614, 1469, 1396, 1246, 1108].10

MS (ESI), m/z (%): 302.1(100) [M+H]+.
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3-lodophenyl acetate (85)

White powder
CsH7IO2

M, = 262.04 g.mot /©L Jif
Rr = 0.65 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) I 0~ "Me
Mp = 74-75 °C

Yield = 90%

Method A1l: Acetic anhydride (4.3 mL, 45.47 mmol) was addzd solution of 3-iodophenol
(76) (1.00 g, 4.55 mmol) in pyridine (5 mL). Aftersthg at 130°C for 2 h, the reaction was
concentratedn vacuo and the residue was purified by silica gel coluamomatography

using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) to give caimpd5 as a white solid (1.06 g, 90%
yield).

IH NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.49 (dt,J = 7.2, 1.7 Hz, 1H), 7.43 - 7.37 (m, 1H),
7.05 - 6.98 (m, 2H), 2.21 (s, 3H, GH

13C NMR (101 MHz, CDClk) &: 168.9 (C=0), 150.9 (G, 134.9 (G), 130.8 (G), 130.6 (G),
121.1 (@), 93.5 (G), 21.0 (CH).

IR (cm-1): 1747, 1735, 1573, 1365, 1201, 1192, 1072, 10311,1981.

MS (ESI), m/z (%): 263.1(100) [M+H]+.
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1-(2-Hydroxy-4-iodophenyl)ethanone (86)

Beige powder

CsH7IO2 0
M= 262.04 g.mot Me
Rr = 0.68 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) | o
Mp = 52-53 °C

Yield = 88%

Method T: 3-lodophenyl acetat8%) 250 mg (0.95 mmol) was dissolved in 4 mL of boron
trifluoride acetic acid complex (BRCHCOOH). The mixture was heated at 180 °C for 12
h. After cooling to room temperature, sodium hyddex(1M) was added until the pH reached
8. The mixture was extracted with dichloromethaf®0( mL). The organic layers were
washed with brine, dried over sodium sulfate, fdteand evaporated to dryness. Compound
86 is obtained after purification by chromatographysilica gel (eluent: cyclohexane/ethyl
acetate: 8/2) in the form of a beige powder withedd of 88%.

IH NMR (400 MHz, Chloroform-d) 8: 12.18 (s, 1H, OH), 7.50 — 7.24 (m, 2H),
7.27 - 7.07 (m, 1H), 2.53 (s, 3H, GH

13C NMR (101 MHz, CDCls) §: 204.1 (C=0), 162.2 (&, 131.2 (§), 128.3 (Q), 127.8 (G),
119.0 (G), 103.7 (G), 26.5 (CH).

IR (cm-1): 1620, 1600, 1543, 1475, 1365, 1317, 1284, 1211.

MS (ESI), m/z (%): 263.0(100) [M+H]+.
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1-(4-lodo-2-methoxyphenyl)ethanone (84)

White powder

CoHslO2 0
M= 276.07 g.mot /(:fLMe
Rr = 0.53 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) | OMe
Mp = 70-71 °C

Yield =91%

Method A2: A mixture of 1-(2-hydroxy-4-iodophenyl)ethanor&6) (1.00 g, 3.8 mmol) and
cesium carbonate (3.71 g, 11.4 mmol) in acetoei{dD ml) was refluxed, then methyl iodide
(490 pL, 7.6 mmol) was added dropwise. The mixtas heated at 90 °C for 2 h, the solvent
and low boiling point components were removed umedduced pressure. Water was added to
the residue and the organic matter was extractéddigchloromethane. The organic layer was
dried over magnesium sulfate after the solvent vessoved under reduced pressure and
purified by silica gel column chromatography usoyglohexane/ethyl acetate (8/2) to give
compound4 as a white solid (0.95 g, 91% vyield).

IH NMR (400 MHz, DMSO-dg) &: 7.53 (d,J = 1.4 Hz, 1H, H), 7.42 (dd,J = 8.1, 1.5 Hz,
1H, Hs), 7.32 (dJ = 8.1 Hz, 1H, K, 3.91 (s, 3H, CH), 3.33 (s, 3H, Ch).

13C NMR (101 MHz, DMSO0) é: 198.1 (C=0), 158.5 (§}, 130.8 (G), 129.4 (), 127.3 (G),
121.4 (G), 101.0 (G), 56.2 (CH), 31.4 (CH).

IR (cm-1): 3089, 2997, 1660, 1570, 1392, 1357, 1278, 12486,11085, 1016.

MS (ESI), miz (%): 277.0(100) [M+H]+.
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1-[4-(3’,5’-Dimethoxyphenoxy)-2-methoxyphenyl]ethaone (87)

Colorless oil

C17H1805 oMe I
M, = 302.32 g.mot Q/@@/@%W
Rr = 0.54 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) Me OMe
Yield = 34%

Method N2: To a solution of 3,5-dimethoxyphendi?j (400 mg, 2.6 mmol), copper(l) iodide
(20 mol %), cesium carbonate (2.50 g, 7.8 mmol) &fd-iodo-2-methoxyphenyl)ethanone
(85) (680 mg, 2.6 mmol) ifN,N-dimethylformamide (4 mL). The reaction mixture was
irradiated using microwave heating (80W) at 12D for 2 h. After cooling to room
temperature, the mixture was diluted with ethyltatee(100 mL) then washed with water (3 x
100 mL). The organic layers were washed with brdveed over sodium sulfate, filtered and
evaporated to dryness. The resulting oil was pmdiby silica gel column chromatography
using cyclohexane/ethyl acetate (8/2) as eluergite compoundd7 (266 mg, 34%) as a
colorless oil.

IH NMR (400 MHz, Chloroform-d) &: 7.71 (d,J = 8.8 Hz, 1H, k), 6.54 (d,J = 2.2 Hz, 1H,
Ha), 6.49 (dt,J = 8.7, 1.4 Hz, 1H, b}, 6.22 (t,J = 2.2 Hz, 1H, H), 6.18 — 6.06 (m, 2H,
Hz.6), 3.79 (s, 3H, Ch), 3.69 (s, 6H, 2CH), 2.52 (s, 3H, COCH).

13C NMR (101 MHz, CDCl) &: 198.0 (C=0), 162.2 (§, 161.7 (2Gs), 160.9 (G),
157.3 (G), 132.4 (@), 122.9 (G), 109.7 (G), 101.7 (G), 98.3 (2G¢), 96.7 (G), 55.6
(CHs), 55.4 (2CH), 31.8 (COCH).

IR (cm-1): 2839, 1644, 1579, 1462, 1419, 1357, 1257, 119%9,11128, 1051, 1028.

MS (ESI), m/z (%): 303.2 (100) [M+H].
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1-(3,7,9-Trimethoxydibenzop,dfuran-2-yl)ethanone (88)

White powder

(0)
C17H1605 Me
M, = 300.31 g.mot Ve O ome
Rr = 0.48 (cyclohexane/ethyl acetate: 8/2) O
Mp = 155-156 °C MeO 0
Yield = 71%

Method Q1. 1-[4-(3,5-dimethoxyphenoxy)-2-methoxyphenylletbaa (87) (100 mg,
0.33 mmol) was dissolved in warm pivalic acid (4 $ijver acetate (192 mg, 1.15 mmol) and
palladium(ll) acetate (9 mg, 0.03 mmol) were addad the reaction mixture was properly
stirred at 130 °C for 4 h. After cooling to roommigerature, the mixture was diluted with
methanol (50 mL) and sodium hydroxide (1M) was addetil the pH reached 9. Elemental
silver was removed by filtration. The filtrate wastracted with ethyl acetate (100 mL) and
washed with water (2 x 100 mL). The organic layeeye washed with brine, dried over
sodium sulfate, filtered and evaporated to dryn€ks. resulting oil was purified by silica gel
column chromatography using cyclohexane/ethyl ae€g2) as eluent to give compoud8
(70 mg) in 71% yield as a brown powder.

1H NMR (400 MHz, DMSO-de) 8: 8.10 (s, 1H, k), 7.46 (s, 1H, k), 6.92 (dJ = 1.9 Hz, 1H,
Hs), 6.57 (d,J = 1.9 Hz, 1H, H), 4.00 (s, 3H, Ch), 3.98 (s, 3H, Ch), 3.86 (s, 3H, Ch),
2.58 (s, 3H, CH).

13C NMR (101 MHz, DMSO) §: 198.0 (C=0), 160.6 (§, 158.5 (G), 158.0 (C), 157.9 (C),
154.9 (G), 124.1 (G), 121.9 (), 115.9 (C), 105.4 (C), 95.8 £ 94.5 (G), 89.2 (),
56.3 (CH), 55.9 (CH), 55.8 (CH), 31.6 (CH).

IR (cm™): 1664, 1600, 1462, 1408, 1354, 1269, 1236, 113%.109

MS (ESI), m/z (%): 301.2 (100) [M+HI.
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lll. Evaluation de I'activité des composés sur lekinases

Protocole expérimental

L’évaluation de l'activité des molécules synthétiséet des extraits de plantes est
réalisée a la station biologique de Roscoff (Francactivité kinasique est déterminée dans
les solutions tampons appropriées en présencelddrau(protéines ou peptides). La réaction
se déroule en présence dey\ d’ATP marqué (J-33P] ATP (3,000 Ci/mmol, 10 mCi/mL)
dans un volume final de 30L 2432% La radioactivité est mesurée a l'aide d'un compte
scintillation Packard aprées addition de liquidenstant ACS (Amersham). Les activités sont
exprimées en pourcentage par rapport a lactivitéximale, c’est-a-dire en absence
d’inhibiteur. Le contrdle négatif est effectué avks dilutions appropriées d’'une solution de
diméthylsulfoxide. Les différents substrats utidisésont fournis par Proteogenix
(Oberhausbergen, France). Les tests, réaliséspdinatre, mesure le taux de phosphorylation
des protéines substrats associées aux différemiasds.

Les solutions tampons
Différentes solutions tampons de composition vargant utilisées :

- Tampon A : Il est composé de 10 mM de MgCl1 mM d’EGTA (Ethylene glycol-
bis(2- aminoethylether\,N,N,N-tetraacetic acid) ; 1 mM de DTT (1,4-dithiothrdita25
mM du Tris-HCI pH 7,5 et 5Qg/mL d’héparine.

- Tampon B : Il est composé de 60 mM deglycérophosphate, 30 mM de p-
nitrophénylphosphate, 25 mM MOPS (acide 4-morplpinpanesulfonique) a pH 7 ; 5 mM
EGTA ; 15 mM MgCt ; 1 mM DTT et 0,1 mM d’orthovanadate de sodium.

- Tampon D : Il est composé de 25 mM MOPS a pH 7,2 ; 12,5 fiM
glycérolphosphate, 25 mM Mgg€l, 5 mM EGTA ; 2 mM EDTA (éthylene diamine
tétraacétique) et 0,25 mM de DTT.

- Tampon H: Il est composé de MOPS 25 mM pH 7,5 et 10 mM MgCl

- Tampon K : Il est composé de Tris (2-Amino-2-(hydroxymethy|B-propanediol)
50 mM pH 7,5 ; 20 mM MgGlet 2 mM MnCh.

- Tampon R: Il contient 5 mM MOPS pH 7,2 ; 2,5 mBtglycérophosphate, 4 mM
MgClz ; 2,5 mM MnC} ; 1 mM EGTA, 0,4 mM EDTA ; 5Qug/mL BSA (Bovine Serum
Albumine) et 0,05 mM DTT.

Les kinases
Les évaluations biologiques ont été faites lesdesasuivantes.

HsCDK2/Cycline A (cyclin-dependent kinase-2)

D’origine humaine, cette kinase est fournie pabte A. Echalier-Glazer (Leicester,
UK). Elle est testée dans le tampon A avec 0,15mhgde BSA, 0,23 mg/mL de DTT et
comme substrat 0,8g/uL de I'histone H1. Aprés 10 min a 30 °C, gb du surnageant sont
transférés sur du papier Whatman P81 (en phosphlosal) de dimension 2,5 x 3 cm. Apres
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20 secondes, les papiers filtres sont lavés cimy (B moins 5 min chaque fois) dans une
solution d’acide phosphorique a 1% et la radio@étimesurée.

HsCDK5/p25

C’est une protéine kinase recombinante d’originmé&ine exprimée pdgscherichia
coli. Le test est effectué dans le tampon B avec cosubstrat 0,8:g/uL de I'histone H1.
Apres 30 min d’incubation a 30 °C, 38 du surnageant sont transférés sur du papier
Whatman P81 (en phosphocellulose) de dimensior 3,6m. Aprés 20 secondes, les papiers
filtres sont lavés cing fois (au moins 5 min chadoés) avec une solution d’acide
phosphorique 1% suivi de la mesure de la radidétivi

HsCDKO9/CyclineT

Il s’agit d’'une protéine kinase recombinante d’oregg humaine exprimée par
baculovirus dans des cellules d’insecte Sf9. Le dést réalisé dans le tampon A avec 0,15
mg/mL de BSA, 023 mg/mL de DTT et 0,27uglul du peptide
(YSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSKKKK) comme substrat. Ap@esnid a 30 °C, 25iL du
surnageant est transféré sur du papier Whatmardngihosphocellulose) de dimension 2,5 x
3 cm. Aprés 20 secondes, les papiers filtres sadtsl cing fois (au moins 5 min chaque fois)
avec une solution d’acide phosphorique a 1% swvadnesure de la radioactivite.

HsPIM1

Elle est obtenue a partir d’'un proto-oncogene hamatombinant exprimé dans une
bactérie et testée dans le tampon B aveq@/8L de I'histone H1 (Sigma#H5505) comme
substrat. Aprés 30 min d’incubation a 30 °C, lactiéa est arrétée et le milieu est transféré
sur un filtre P81 en phosphocellulose grace atectdur de cellules (Filtermate Harvester).
Apres lavage du filtre avec une solution d’acidéyplosphorique 1%, la radioactivité est
mesurée.

HsHaspine

D’origine humaine et constituée par les acides amid70 a 798) du domaine
kinasique, elle est exprimée fascherichia coli Le test est effectué dans le tampon H avec
comme substrat 0,00w/uL de la chaine peptidigue (ARTKQTARKSTGGKAPRKQLAgd
I'histone H3 (acides aminés 1 a 21). Aprés 30 mimcdbation a 30 °C, la réaction est arrétée
et le milieu est collecté sur un filtre P81 en pitaxellulose (GE Healthcare, Velizy-
Villacoublay, France) grace au collecteur de cei(Filtermate Harvester, Packard, Meriden,
CT, USA). Apres lavage du filtre avec une solutidlacide polyphosphorique 1%, la
radioactivité est mesurée.

MmCLK1

La kinase est obtenue a partir des musculusLe test est effectué dans le tampon A
additionné de 0,15 mg/mL de BSA, 0,23 mg/mL de D&l 0,027 ug/uL du peptide
GRSRSRSRSRSR. Aprés 30 min d’incubation a 30 °Qnileeu est transféré sur un filtre
P81 en phosphocellulose (GE Healthcare) grace diectmur de cellules (Filtermate
Harvester, Packard). Le filtre est lavé avec uratiem d’acide polyphosphorique 1% et la
radioactivité mesurée.

RNDYRK1A

Il s’agit d’une protéine recombinante obtenue dipde Rattus norvegicust constitué
des acides aminés 1 a 499 (incluant le domaineskjne). Le vecteur ADN est fourni par le
Dr W. Becker (Aachen, Allemagne). Le test est séallans le tampon A additionné de 0,5
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mg/mL de BSA, 0,23 mg/mL de DTT et 0,038/uL du peptide KKISGRLSPIMTEQ
comme substrat. Aprés 30 min d’incubation a 30léGurnageant est recupéré sur du papier
filtre 3MM qui est lavé avec une solution d’acidéfluoroacétique avant la mesure de
I'activité.

Ssd5SK-3a/p (glycogen synthase kinase-3)

Il s’agit d’'une protéine d’origine porcine et pugé. Le test est effectué dans le
tampon A avec 0,15 mg/mL de BSA, 0,23 mg/mL de B¥ID,010ug/uL du peptide GS-1
(YRRAAVPPSPSLSRHSSPHQSpPEDEEE) qui est un subséiacsf de GSK-3. Apres 30
min d’incubation a 30 °C, le surnageant est tragséir du papier filtre 3MM qui est lavé
avec une solution d’acide trifluoroacétique avantiesure de I'activite.

SsaCK1é/¢g (casein kinase d/g)

Elle est d’origine porcine et purifiée. Le test efectué dans le tampon B avec 0,022
ug/uL du peptide (RRKHAAIGSpAYSITA) (substrat spécifigule CK1). Aprés 30 minutes
d’incubation a 30 °C, le surnageant est récupérésipapier filtre 3MM qui est lavé avec
une solution d’acide trifluoroacétique puis 'adiévest mésurée.

HsAurora B

C’est une protéine kinase recombinante d’originm&ine exprimée par baculovirus
dans des cellules d’insecte Sf9 (SignalChem). kedst effectué dans le milieu D avec 0,2
ug/uL de MBP comme substrat. Aprés 30 min d’incubaéid0 °C, 25uL du surnageant sont
transférés est transféré sur un filtre P81 en grmsgdlulose. Le papier filtre est lavé cing fois
avec une solution d’acide polyphosphorique 1% siivia mesure de la radioactivité.
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Conception, synthése et évaluation biologique de be
dibenzo[ b,d]furanes, dérivés du cercosporamide d’origine natur

Mots clés: benzofuro[3,2- d]pyrimidine, dibenzo[
inhibiteurs de kinases, restauration de la sensibil

Résumé : Candida albicans est la principale levure
impliquée en pathologie humaine. Chez C. albicans, la
protéine kinase C (CaPkcl), impliquée dans la voie des
MAP kinases, a un role de régulateur de l'intégrité de la
paroi cellulaire durant la croissance, la morphogenése
et la réponse au stress pariétal. Des résultats antérieurs
obtenus au laboratoire ont montré que des inhibiteurs
de CaPkcl rétablissaient la sensibilité au fluconazole de
souches de C. albicans résistantes aux azolés mais non
mutées au niveau du géne ERG11.

Le (-)-cercosporamide, de structure de base 9,9a-
dihydro-1,3,7-trihydroxy-9a-méthyl-9-
oxodibenzo[b,d]furane-4-carboxamide, est un produit
naturel antifongique a large spectre ayant un effet
inhibiteur de CaPkcl. Nous avons décidé de synthétiser
des analogues  hétérocycligues  simplifies en
s'affranchissant de la présence du carbone
asymétrique.

Design, synthesis and biological

Keywords: benzofuro[3,2- d]pyrimidine, dibenzo[
kinase inhibitors, restoration of fluconazole susce

Abstract: Candida albicans is the main yeast involved
in human pathology. In C. albicans, protein kinase C
(CaPkcl), which is involved in the MAP kinase pathway,
regulates cell wall integrity during  growth,
morphogenesis and wall stress response. Previous
results in the laboratory showed that inhibitors of
CaPkcl restored fluconazole susceptibility to resistant
C. albicans strains if not mutated on ERG11 gene.
(-)-Cercosporamide, with a base structure of 9,9a-
dihydro-1,3,7-trihydroxy-9a-methyl-9-
oxodibenzo[b,d]furan-4-carboxamide, a natural broad
spectrum antifungal product has an inhibitory effect on
CaPkcl. We decided to synthesize simplified
heterocyclic analogues by avoiding the presence of
asymmetric carbon.

b,d]Jfurane, cercosporamide,
ité au fluconazole, activité antifongique

evaluation of benz
dibenzo[ b,d]furans, derivatives of cercosporamide, a natural p
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nzofuro[3,2- d]pyrimidines et
elle

Candida albicans Pkcl,

Le cercosporamide ayant une affinité pour le site de
fixation de 'ATP de certaines kinases via le 3-OH et le
4-CONH: de la partie phényle, nous avons donc choisi
de maintenir le dihydroxybenzofurane-carboxamide
dans la conception de nouveaux CcOMPOSsés
tricycliques, a structures benzofuro[3,2-d]pyrimidine et
dibenzo[b,d]furane.

L'activité antifongique directe et la restauration de la
sensibilité au fluconazole de souches résistantes ont
été évaluées in vitro sur un panel de 6 souches de C.
albicans. L'inhibition de lactivit¢ de CaPkcl a été
mesurée pour les molécules les plus prometteuses, en
parallele d'un profil de sélectivité sur un panel de
kinases humaines afin de valider la pertinence de la
cible protéique envisagée.

ofuro[3,2- d]pyrimidines and
roduct

cercosporamide, Candida albicans Pkcl,

Cercosporamide has an affinity for the ATP binding
site of certain kinases via 3-OH and 4-CONH: of the
phenyl moiety, we have therefore chosen to maintain
dihydroxybenzofuran-carboxamide in the design of
new tricyclic compounds with benzofuro[3,2-
d]pyrimidine and dibenzo[b,d]furan structures.

The direct antifungal activity and the restoration of
fluconazole susceptibility of resistant strains were
evaluated in vitro on a panel of 6 strains of C. albicans.
The inhibition of CaPkcl activity has been measured
on the most promising molecules, in parallel with a
selectivity profile on a panel of human kinases in order
to validate the relevance of the considered protein
target.



