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Résumé

Les travaux présentés dans ce manuscrit décrivent la recherche de molécules anti-
infectieuses ciblant respectivement la protéine FtsZ de Staphylococcus aureus et la
protéase majeure de SARS-CoV-2.

Une stratégie pour lutter contre les pathogénes antibiorésistants est de développer
des molécules ayant un nouveau mécanisme d’action. FtsZ, protéine essentielle de la
division bactérienne, est donc une cible de choix. Deux approches ont été utilisées pour
identifier de nouveaux inhibiteurs de cette protéine. D’'une part, des composés portant
un motif 2,6-difluorobenzamide, pharmacophore récurrent chez les inhibiteurs de FtsZ,
ont été développés. D’autre part, le criblage virtuel par docking au sein de la poche
allostérique de FtsZ de deux chimiotheques a été réalisé. Les hits potentiels ont été
synthétisés et testés, permettant en particulier d’identifier des dérivés
benzo[b]thiophenes présentant une activité antibactérienne. L’action sur le divisome et
la cytotoxicité des meilleurs composés issus de chaque démarche ont été évaluées.

La recherche de nouveaux antiviraux pour lutter contre la pandémie de COVID-19
causée par le SARS-CoV-2 a été au coeur de nombreuses études depuis deux ans. La
protéase majeure (MPro) est une cible pertinente car elle est indispensable a la
réplication virale. Deux études de criblage virtuel par docking ont été entreprises pour
identifier de potentiels inhibiteurs de cette protéase. La premiere a été réalisée sur des
chimiotheques d’électrophiles mous pouvant agir comme inhibiteurs covalents. La
deuxieme visait quant a elle a trouver des molécules potentiellement actives sur SARS-
CoV-2 parmi une chimiotheque d’inhibiteurs connus de la protéase majeure du
coronavirus aviaire. La stabilit¢ des complexes entre les inhibiteurs non-covalents
potentiels et la protéine a ensuite été étudiée par dynamique moléculaire.

Mots-clés : S. aureus, FtsZ, SARS-CoV-2, MPro, criblage virtuel, inhibition



Abstract

The work presented in this manuscript describes the research of anti-infective
agents targeting respectively the protein FtsZ of Staphylococcus aureus and the main
protease of SARS-CoV-2.

A strategy to fight drug-resistant pathogens is to develop molecules with a new mode
of action. FtsZ, an essential protein for bacterial division, is therefore a prime target.
Two approaches were used to identify new inhibitors of this protein. On the one hand,
compounds bearing a 2,6-difluorobenzamide moiety, a recurrent pharmacophore in FtsZ
inhibitors, were developed. On the other hand, the virtual screening by docking in the
allosteric pocket of FtsZ of two chemical libraries was performed. The identified
potential hits were synthesized and tested, allowing in particular the identification of
benzo[b]thiophene derivatives showing an antibacterial activity. The action on divisome
and the cytotoxicity of the best compounds from each approach were assayed.

Research of new antiviral agents to fight the COVID-19 pandemic caused by SARS-
CoV-2 was at the heart of many studies over the past two years. The main protease
(MPro) is a relevant target for it is essential for viral replication. Two virtual screening
studies by docking were undertaken to identify potential inhibitors of this protease. The
first one was performed on soft electrophiles chemical libraries, theoretically able to act
as covalent inhibitors. The second one aimed at the discovery of compounds potentially
active on SARS-CoV-2 amongst a library of avian coronavirus’ main protease known
inhibitors. The stability of the complexes between the potential reversible inhibitors and
the protein was studied by molecular dynamics studies.

Keywords: S. aureus, FtsZ, SARS-CoV-2, MPro, virtual screening, inhibition
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Introduction générale

Introduction générale

Ce manuscrit décrit mes travaux de these de conception, de synthese organique,
d’évaluation biologique et de modélisation moléculaire visant a l'identification de
nouveaux agents anti-infectieux.

Une premiére partie, principale, porte sur la recherche d’inhibiteurs de FtsZ a visée
anti-staphylococcique et se divise en cinq chapitres, a savoir i) une introduction
exposant les informations clés sur Staphylococcus aureus, FtsZ et son inhibition, ii) trois
chapitres développant les trois démarches appliquées pour la découverte de nouveaux
composés bioactifs suivis de iii) une conclusion générale sur ces travaux.

La deuxiéme partie porte sur la recherche par criblage virtuel d’inhibiteurs de la
protéase majeure de SARS-CoV-2, virus responsable de la pandémie de COVID-19.
Quatre chapitres sont présentés ici, regroupant i) une introduction portant sur la
protéase majeure de SARS-CoV-2 et les stratégies employées pour découvrir de petites
molécules capables de l'inhiber, ii) deux chapitres décrivant les deux approches de
criblage virtuel et iii) la conclusion de cette partie.

Vient ensuite une partie qui regroupe 'ensemble des données expérimentales des
travaux présentés dans la these, a savoir les voies de synthése des produits et leurs
caractérisations, les protocoles des évaluations biologiques et les parametres des études
de modélisation moléculaire.

Le manuscrit est enfin complété par I'ensemble des références bibliographiques.

La réalisation de ce projet a été impactée par la pandémie de COVID-19 et les
confinements qui en ont résulté, ce qui a eu pour conséquence une réduction du temps
de présence au laboratoire. Une demande de prolongation de contrat doctoral de deux
mois a alors été demandée a I'université mais celle-ci a été refusée. L'impact a cependant
pu étre limité en consacrant une partie du temps hors du laboratoire a des études de
modélisation moléculaire.

Ce projet de these est le fruit d’'une collaboration entre deux unités de recherche de
la région lyonnaise. La partie chimie et modélisation moléculaire a été réalisée dans
I’équipe de Chimie Organique et Bioorganique (COB-INSA) dirigée par le Dr Yves
QUENEAU a l'Institut de Chimie et de Biochimie Moléculaires et Supramoléculaires
(ICBMS, UMR5246) a Villeurbanne. La partie biologie a été faite au sein du groupe du
Pr Gérard LINA dans I'équipe Pathogénie des Staphylocoques (StaPath) dirigée par le
Pr Francois VANDENESCH au Centre International de Recherche en Infectiologie (CIR],
INSERM U1111) 4 Lyon.
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I.  Lalutte contre Staphylococcus aureus

1. Introduction

Si le XXéme sjecle est celui de I'essor des antibiotiques avec la découverte de la
pénicilline par Alexander Fleming en 1928, le XXIéme siécle est quant a lui le siécle de
'antibiorésistance. Environ 700 000 déces sont attribués chaque année a des infections
causées par des pathogenes résistant aux antibiotiques, et ce nombre pourrait atteindre
10 millions d’ici 20501

Face a l'urgence de la situation, en février 2017, I'organisation mondiale de la santé
(OMS) a publié une liste de douze pathogenes pour lesquels de nouveaux antibiotiques
sont urgemment nécessaires (Tableau 1)2. Au sein de cette liste, on retrouve entre
autres les six bactéries souvent regroupées sous 'acronyme ESKAPE, exprimant leur
capacité a échapper a l'effet des antibiotiques couramment utilisés contre elles:
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae (de la famille des
Enterobacteriaceae), Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, et Enterobacter
spp3. Le travail présenté dans ce manuscrit sera consacré a S. aureus.

Tableau 1 : Liste établie par I'OMS des pathogénes pour lesquelles la recherche et le
développement de nouveaux antibiotiques doit étre une priorité.

Priorité 1 : Critique Priorité 2 : Elevée Priorité 3 : Moyenne

Acinetobacter baumannii
Résistant aux carbapénemes

Pseudomonas aeruginosa
Résistant aux carbapénemes

Enterobacteriaceae
Résistant aux carbapénemes
Produisant des BLSE (-
lactamases a spectre élargi)

Enterococcus faecium
Résistant a la vancomycine

Staphylococcus aureus
Résistant a la méticilline
Résistant et de résistance
intermédiaire a la vancomycine

Helicobacter pylori
Résistant a la clarithromycine

Campylobacter spp.
Résistant aux fluoroquinolones

Salmonellae
Résistant aux fluoroquinolones

Neisseria gonorrhoeae
Résistant aux céphalosporines
Résistant aux fluoroquinolones

Streptococcus pneumoniae
Non-susceptible a la pénicilline

Haemophilus influenzae
Résistant a 'ampicilline

Shigella spp.
Résistant aux fluoroquinolones

Staphylococcus aureus est une bactérie gram-positive du genre Staphylococcus
découverte dans les années 1880 dont le nom provient de sa couleur jaune, causée par
des pigments caroténoides*>. C’est a l'origine une bactérie commensale chez ’homme,
portée par environ 30 % de la population, en particulier dans les fosses nasales®.
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Cependant, c’est également un pathogene opportuniste, responsable de nombreuses
infections’. S. aureus est en effet la premiére cause d’endocardite infectieuse a travers le
monde, une pathologie cardiaque rare mais fatale dans 20 % des cas®?. Cette bactérie est
également responsable d’'un grand nombre d’infections de la peau et des tissus mous ou
d’infections ostéoarticulaires comme I'ostéomyélite10.11,

2. L’utilisation des antibiotigues contre S. aureus et ses limites

L’utilisation massive d’antibiotiques pour lutter contre les infections a S. aureus a
entrainé 'émergence de souches résistantes. Dés les années 1950, de premieres souches
résistantes a la pénicilline ont été découvertes, portant le geéne blaZ de la f-
lactamase'>'3. A la fin des années 1990, moins de 5 % des isolats étaient encore
sensibles a la pénicilline G, bien qu'il soit possible que ce pourcentage soit aujourd’hui
plus élevé®14, Cette résistance a dans un premier temps été contrée par l'utilisation de
méticilline, une pénicilline semi-synthétique résistante a la pénicillinase (Figure 1).
Cependant en 1961, seulement deux ans apres le début de son utilisation, une premiere
souche de S. qureus résistant a la méticilline (SARM) a été identifiée'>. Cette résistance
est due a la présence des génes mec, codant pour la PBP2a (Penicillin-Binding Protein
2A), une enzyme responsable de la formation du peptidoglycane et ayant une faible
affinité pour les B-lactames!*1©,

Pénicilline G Méticilline

Figure 1 : Structures de la pénicilline G et de la méticilline.

La vancomycine (Figure 2), un glycopeptide découvert en 1952, s’est ensuite
imposée comme le traitement de référence pour les infections au SARM et reste utilisée
aujourd’hui encore!”. Simultanément, de premiéres souches d’entérocoques résistant a
la vancomycine ont émergé, suivi au début des années 2000 de souches de S. aureus
résistant a la vancomycine (SARV) portant les mémes genes van, responsable du
phénoméne de résistance'®!®. Des souches de SARM modérément résistantes a la
vancomycine (S. aureus de résistance intermédiaire a la vancomycine ou SAIV) ont
également été isolées des la fin des années 199020. En 2020, 52 souches de SARV portant
les génes van avaient été rapportées, et la prévalence de ces souches est passée de 2 %
avant 2006 a 7 % en 2020, traduisant une progression inquiétante de ces souches parmi
les infections a S. aureus*'?2. D’autres antibiotiques sont également utilisés pour lutter
contre les infections a SARM, tels que la daptomycine, le linezolid ou différents
glycolipopetides*2°. 1l est cependant a noter que la méticilline et la vancomycine ne
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sont pas les seuls antibiotiques touchés par des phénomeénes de résistance. En effet, des
genes responsables de la résistance a d’autres antibiotiques (comme I'érythromycine, la
clindamycine ou les tétracyclines) ont été retrouvés indépendamment chez différentes
souches de SARM ou de SASM (S. aureus sensible a la méticilline) .

N N
@) 0

Vancomycine

Figure 2 : Structure de la vancomycine.

Si a l'origine les infections a SARM étaient d’origine nosocomiales (HA-MRSA,
healthcare-associated methicillin-resistant S. aureus), des souches résistantes ont par la
suite été retrouvées chez des patients n’ayant pas fréquenté d’établissement de santé.
Ces infections sont alors qualifiées d’origine communautaire (CA-MRSA, community-
associated methicillin-resistant S. aureus)®’. Plus récemment encore, des cas d’infection
au SARM ont également été attribuées a I'exposition a du bétail (LA-MRSA, livestock-

associated methicillin-resistant ~ S.  aureus)**%.

Par conséquent, les souches
antibiorésistantes de S. aureus ne se limitent plus aux établissements de santé, mais sont

désormais présentes partout.

Il devient donc urgent de contrer I'expansion du SARM et du SARV, et une méthode
pour trouver de nouveaux antibiotiques est d’utiliser des cibles pharmacologiques
différentes. Parmi les méthodes actuellement en développement, on peut citer entre
autres les bactériophages (seuls ou combinés a des antibiotiques classiques) ainsi que
des anticorps monoclonaux ciblant par exemple la PBP2a ou la protéine A30-33, Une autre
stratégie possible est de cibler le divisome bactérien.
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[I. Laprotéine FtsZ etle divisome bactérien

La division cellulaire chez les bactéries est un processus complexe impliquant de
nombreux systémes, responsables par exemple de la réplication du matériel génétique,
de la ségrégation des chromosomes ou encore de la synthese du peptidoglycane et de la
cytokinese. Cette derniere est régie par le divisome, un complexe protéique qui
s’assemble au milieu de la bactérie lors de la division et qui permet de séparer la cellule-
mere en deux cellules filles. Parmi les différentes protéines impliquées dans le divisome,
FtsZ a un role clé34.

FtsZ (Filamenting temperature-sensitive mutant Z) est une protéine cytoplasmique
du cytosquelette bactérien découverte chez Escherichia coli en 198035, Cette protéine
hydrolysant le GTP (guanosine triphosphate) est une homologue de la tubuline
eucaryote, bien que les deux protéines partagent moins de 20 % d’identité3¢. La
structure de FtsZ est en revanche tres conservée entre les eubactéries et les archées, et
on retrouve également cette protéine dans quelques organelles eucaryotes comme les
chloroplastes ou les mitochondries37.

1. Structure de la protéine FtsZ

FtsZ consiste en une protéine globulaire formée de deux domaines, N-terminal et C-
terminal, reliés entre eux par I'hélice H7 ainsi que la boucle T7 (Figure 3) 3839,

Figure 3 : Structure de FtsZ chez S. aureus (SaFtsZ, code PDB : 6RVN)40. Bleu : domaine N-
terminal ; jaune : domaine C-terminal ; vert : hélice H7 et boucle T7 ; cyan : guanosine
diphosphate (GDP).
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Le domaine N-terminal est constitué de six feuillets [3 paralleles (S1-S6) encadrés par
cinq hélices o (H1-H6, deux d’un c6té et trois de l'autre) et contient la poche de liaison
au nucléotide (NBD, pour nucleotide-binding domain, résidus 12-171) permettant la
liaison et '’hydrolyse du GTP. Le domaine C-terminal est quant a lui constitué de quatre
feuillets 8 (S7-S10) majoritairement paralleles encadré par trois hélices a (H8-H10, deux
d’un coté et une de 'autre)3°.

2. Action de FtsZ dans le divisome bactérien

L’action de FtsZ dans la cytokinese bactérienne se fait en quatre étapes, comme
montré dans la Figure 4. Brievement, FtsZ polymérise en présence de GTP pour former
des protofilaments qui s’agencent au milieu de la bactérie pour former I'anneau Z. La
contraction de ce dernier permet la cytokinese, ce qui entraine la dépolymérisation
subséquente des protofilaments et la disparition de 'anneau Z.

. $ e R R — o oy
] Cood” L] %0 ] [ ] %0 ]
[ ] [ ] ) . Voo i Qoo
e T _® ™ * o (i) ® ¢ ® o
o © o @ o ° ° °
(ii)
{) ,f ADN bactérien ‘JD" FtsZ (filament)
®  FtsZ (monomére) | FtsA et ZipA

Figure 4 : Action de FtsZ dans la cytokinése bactérienne. (i) Polymérisation en présence de GTP.
(ii) Formation de I'anneau Z. (iii) Contraction de I'anneau Z. (iv) Dépolymérisation.
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2.1. Polymérisation en présence de GTP

A Tl'instar de la tubuline homologue, FtsZ est capable de polymériser sous forme de
filaments. Les monomeres de FtsZ se lient dans un premier temps au GTP au sein du
NBD, dans le domaine N-terminal. Un équilibre se fait entre la liaison au GTP et la liaison
au GDP (par hydrolyse du GTP ou par liaison au GDP en solution) mais cet équilibre est
déplacé vers le complexe FtsZ-GTP, plus stable4l. La protéine, initialement dans une
conformation dite « fermée », passe a une conformation dite « ouverte » qui permet la
polymérisation#2. En effet, la polymérisation se fait dans un format « téte-a-queue », par
'insertion de la boucle T7 du monomere A dans le NBD du monomere B, ce qui forme
une unité fonctionnelle capable de lyser le GTP43. La polymérisation entraine alors la
formation de protofilaments d’environ 30 monomeres de long*+.

2.2. Formation de ’anneau Z

Les protofilaments s’assemblent ensuite latéralement pour former l'anneau Z au
milieu de la cellule*4. Cet anneau, piece maitresse du divisome, est une structure tres
dynamique, ayant une demi-vie de 30 secondes, et qui se déplace a la maniére d’un
tapis-roulant, par la polymérisation d’'un c6té des filaments et dépolymérisation de
I'autre#546, Environ 30 % des protéines FtsZ disponibles dans la cellule sont inclues dans
I'anneau Z, le reste flottant autour et pouvant prendre part a la polymérisation4s. Au sein
de cet anneau, l'extrémité C-terminale de FtsZ permet l'interaction avec d’autres
protéines. On peut citer par exemple EzrA, qui sert entre autres a réguler la
polymérisation, mais surtout FtsA et ZipA, deux protéines servant a relier FtsZ a la
membrane*’-50, Ce complexe permet également le recrutement des protéines
synthétisant le peptidoglycane3+.

2.3. Contraction de I'anneau Z

Faisant suite a I'invagination de la membrane au milieu de la bactérie, I'anneau Z
commence a se contracter. Les protofilaments de FtsZ reliés au GTP étant relativement
linéaires alors que ceux reliés au GDP sont beaucoup plus courbés, 'hypothese actuelle
est que l'hydrolyse du GTP en GDP par la protéine entraine un changement de
conformation de la protéine et la courbure des protofilaments>1. De plus, des études de
dynamique moléculaire ont prédit que la force engendrée par I'’hydrolyse du GTP serait
de 30 pN par monomere de FtsZ, alors que la force nécessaire pour engendrer la
septation est de 8 a 80 pN5152, C’est donc l'activité GTPasique de FtsZ qui serait
responsable de la contraction de I'anneau Z.
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2.4. Dépolymérisation

La contraction de 'anneau Z est suivie par la dépolymérisation des protofilaments,
favorisée par I'hydrolyse du GTP. FtsZ est a nouveau sous forme de monomeres en
solution dans le cytosol.

3. Inhibition de FtsZ

FtsZ est devenue une cible pharmacologique de choix dans la recherche de nouveaux
antibiotiques pour plusieurs raisons. Tout d’abord de par son role indispensable dans le
divisome : une bactérie ne possédant pas de FtsZ fonctionnel ne peut pas se diviser et
forme des filaments qui sont ensuite lysés>3. Ensuite, la conservation de FtsZ au sein des
bactéries et des archées permettrait le développement d’antibiotiques a large spectre,
luttant contre une grande variété de pathogenes>*. A contrario, FtsZ étant
majoritairement absente chez les eucaryotes et '’homologie structurale avec la tubuline
étant faible, les risques de toxicité des inhibiteurs de FtsZ sur les cellules humaines
serait limitée36. Enfin, aucun inhibiteur n’étant actuellement sur le marché, les cas de
résistances croisées seraient exceptionnels (bien que possibles)>>.

La recherche d’inhibiteurs de FtsZ s’articule majoritairement autour de deux sites de
liaison, a savoir le site de liaison du GTP et la poche allostérique formée par I'hélice H7,
la boucle T7 et le feuillet f du domaine C-terminal (Figure 5). Certains inhibiteurs de
FtsZ n’ont aussi pas de site de liaison connu a ce jour, et d’autres stratégies d’inhibition
de la protéine existent également. Plusieurs revues recensent les inhibiteurs de FtsZ
décrits dans la littérature>6-¢0, Dans cette partie, nous nous focaliserons donc sur les
meilleures molécules de chaque série.

Domaine C-terminal

Poche Site de
allostérique liaison
du GTP

Figure 5 : Structure de SaFtsZ (vert) co-cristallisée avec I'inhibiteur allostérique PC190723
(cyan) (code PDB : 4DXD)s1.
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3.1. Inhibiteurs ciblant le site de liaison au GTP

Servant a lier puis a hydrolyser le GTP, le site de liaison au nucléotide est un domaine
clé pour I'action de FtsZ. Par conséquent, I'inhibition de FtsZ par des molécules ciblant
cette poche a été rapportée, a la fois par des composés naturels et synthétiques.

3.1.1. Molécules naturelles

Curcumine

La curcumine (Figure 6) est un polyphénol naturel extrait du Curcuma longa connu
pour ses propriétés anticancéreuses, antioxydantes et antibactériennes®2. Elle possede
une activité antiproliférative sur les cellules eucaryotes en se liant a la tubuline ce qui
déstabilise les microtubules®3. Elle est également un effet similaire sur Bacillus subtilis :
ce composé est capable de se lier au site de liaison au GTP de FtsZ, ce qui augmente
'activité GTPasique et entraine une déstabilisation des protofilaments. La concentration
minimale inhibitrice (la concentration minimale en composé nécessaire pour inhiber la
croissance d’'un inoculum bactérien standardisé) est de 100 uM pour cette molécule
contre B. subtilis.

o 0 HO OH Cl HO OH
o) > o)
-~
. Ly
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HO OH

Cl Cl
Curcumine | \ . |
HO HO (o)
P4 98¢ 98
OH o \O
Cl OH Cl
(6] OH
Purpurin Chrysophaentine A Hémi-chrysophaentine

Figure 6 : Structures de molécules naturelles actives sur FtsZ et ciblant le site de liaison au GTP.

Chrysophaentine A

Les chrysophaentines sont des macrocycles bisdiarylbuténes d’origine marine issus
de l'algue Chrysophaeum taylori. Plusieurs ont montré une activité antibactérienne, et
plus particulierement la chrysophaentine A (Figure 6), active sur plusieurs bactéries
antibiorésistantes a l'instar du SARM ou d’Enterococcus faecium résistant a la
vancomycine®4. L'inhibition de FtsZ se fait par compétition avec le GTP au sein du site de
liaison avec une Clso (concentration inhibitrice 50, soit la concentration nécessaire pour
inhiber a 50 % un processus biologique, ici la croissance bactérienne) de 67 uM chez
SaFtsZ65. Un dérivé synthétique, I'hémi-chrysophaentine, a été identifié et a quant a lui
une Clso de 38 puM sur SaFtsZ.
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Purpurine

La purpurine (Figure 6) est une anthraquinone naturelle identifiée chez plusieurs
plantes du genre Rubia. En 2021, Susobhan Mahanty et Krishnan Rathinasamy ont
démontré qu’elle inhibait la polymérisation et I'activité GTPasique de FtsZ¢. Elle se lie
vraisemblablement au sein du site de liaison du GTP, avec une constante de dissociation
(Kp) de 11 pM, et sa CMI contre B. subtilis est de 30 pM.

3.1.2. Analogues du GTP

Profitant de légeres différences entre les sites de liaison au GTP de FtsZ et de la
tubuline, den Baauwenn et son équipe ont développé une série d’analogue du GTP
spécifiques de la protéine bactérienne. Le premier composé identifié est le 8-
bromoguanosine 5’-triphosphate (BrGTP, Figure 7), inhibiteur compétitif du GTP chez
FtsZ et ayant une Clso de 60 puM pour l'activité GTPasique®’. Une diversification
structurale a ensuite été menée et le dérivé méthoxy (MeOGTP) s’est révélé encore plus
actif avec une Clso de 15 pM®8. Cependant, ces deux composés n’ont pas montré d’activité
antibactérienne intéressante, vraisemblablement lié a une mauvaise perméabilité de la
paroi bactérienne.
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OHOH OHOH
BrGTP MeOGTP

Figure 7 : Structures d’analogues de GTP actifs sur FtsZ et ciblant le site de liaison au GTP.

3.1.3. UCM44 et biphényle

Afin de trouver de nouveaux inhibiteurs non-nucléotidiques pouvant cibler le site de
liaison au GTP de FtsZ, José M. Andreu et ses collegues ont criblé plusieurs composés
issus de leur chimiotheque propre sur FtsZ. Ils ont ainsi identifié plusieurs dérivés
polyphénoliques a I'instar d’'UCM44 (Figure 8), ayant une CMI de 37 uM et n’inhibant
qu'a hauteur de 20 % l'activité GTPasique de la protéine®®. Une diversification
structurale a permis d’identifier Bis-1, inhibiteur beaucoup plus puissant avec une CMI
de 7 uM et un Kp de 0,5 pM70.
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OO OH O H
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UCM44 Bis-1

Figure 8 : Structures de UCM44 et de son analogue biphényle actifs sur FtsZ et ciblant le site de
liaison au GTP.

3.1.4. Zantrines

En 2004, 18 320 composés ont été criblés sur leur capacité a inhiber I'hydrolyse du
GTP par FtsZ et cinq molécules structurellement tres différentes appelées Zantrines ont
été identifiées (Z1-Z5, Figure 9)71. Deux modes d’actions ont été observés : Z1, Z2 et Z4
déstabilisent les protofilaments, tandis que Z3 (et Z5, mais dans une moindre mesure)
les stabilisent. Ces deux effets étant néfastes pour 'anneau Z, ces composés possédent
une activité antibactérienne avec une CMI pour S. aureus allant de 1,25 pM a 10 pM, a
I'exception de Z5 pour lequel la CMI est supérieure a 80 uM.
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Figure 9 : Structures des Zantrines actives sur FtsZ.

Plusieurs dérivés de Z3 dont Zant-1 et Zant-2 ont par la suite été développé et
possedent une Clso respective de 12 uM et 9 uM, contre 24 uM pour Z3 (Figure 10)72. Le
site de liaison des Zantrines a été peu étudié, mais il était initialement pensé que Z3 se
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lierait au site du GTP. Cependant, cette hypothese a été remise en question, et il
semblerait que Z3 ne se lie pas non plus au sein de la poche allostérique?3.74.

S
®
TFA NH3

IN\

i o

Zant-1 Zant-2

Figure 10 : Structure des dérivés de Z3 actifs sur FtsZ.

3.1.5. Pyrimidines

En 2013, le criblage virtuel d’'une chimiotheque de plus de 20 000 composés
(naturels et synthétiques) a été réalisé sur le site de liaison au GTP de la protéine FtsZ de
Methanococcus jannaschii. Ces travaux ont permis l'identification du composé Pyr-1
(Figure 11), une pyrimidine portant un motif quinuclidine, également active sur
S. aureus’>. L’optimisation structurale de ce dérivé a conduit a l'identification de Pyr-2,
ayant une CMI de 26,9 uM sur S. aureus, contre 897 uM pour le hit identifié par criblage
virtuel.

Pyr-1 Pyr-2

Figure 11 : Structure de dérivés pyrimidines quinuclidines actifs sur FtsZ et ciblant le site de
liaison au GTP.

Le motif pyrimidine 2,4,6-trisubstitué a continué d’étre étudié dans les années
suivantes par Chan et al. (Pyr-3) et Fang et al. (Pyr-4 a Pyr-7), conduisant a la
découverte de nouveaux inhibiteurs de type diazépane ayant des CMI allant de 4 a 8 uM
pour les trois premiers et de 52 uM pour le dernier (Figure 12)76-78,
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Pyr-4 : R = i-Pr
Pyr-3 Pyr-5: R = t-Bu
Pyr-6 : R = CF3

Pyr-7

Figure 12 : Structure de dérivés pyrimidines diazépanes actifs sur FtsZ et ciblant le site de
liaison au GTP.

3.1.6. Dérivés de la vanilline

En 2014, Hai-Liang Zhu et son équipe ont synthétisé et criblé 21 analogues de la
vanilline pour leur activité antibactérienne’?. Van-1 (Figure 13) a une excellente CMI de
0,79 uM contre E. coli, et de 5,7 uM contre S. aureus. Ce composé inhibe l'activité
GTPasique de FtsZ et se lierait, d’aprées le docking, au niveau du site de liaison du GTP.

N
HO Z
Hs,CO  NO,
Van-1

Figure 13 : Dérivé de la vanilline actif sur FtsZ et ciblant le site de liaison au GTP.

3.1.7. Conclusion

Compte-tenu de 'importance de la liaison et de I'hydrolyse du GTP par FtsZ, des
mutations sur le site de liaison au GTP pourraient impacter négativement l'affinité de la
protéine pour le nucléotide et par extension la division bactérienne toute entiere. C'est
donc un domaine tres conservé, y compris entre bactéries Gram positives et négatives,
ce qui en fait une cible de choix pour de nouveaux antibiotiques a large spectre.
Cependant, I'homologie avec le site de liaison au GTP de la tubuline peut rendre difficile
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le développement d’inhibiteurs spécifiques de FtsZ par rapport a la protéine eucaryote.
Par exemple, la curcumine qui a une CMI de 100 uM a une Clso de 18 pM sur des cellules
HeLa (cellules eucaryotes issues de cancer du col de I'utérus)é280, De méme, 'UCM44 a
une Clso de 48 uM sur les cellules HeLa pour une CMI de 37 puM®?. De plus, I'affinité tres
forte de la protéine pour le GTP (Kp de 20 nM) nécessite des inhibiteurs trés puissants
afin de déplacer I'équilibre#?. Une alternative est donc de cibler la poche allostérique de
FtsZ, absente de la tubuline.

3.2. Inhibiteurs ciblant la poche allostérique

Cette poche allostérique, également appelée « fente inter-domaine » est formée par
I’hélice H7, la boucle T7 et les feuillets B du domaine C-terminal. Sa taille est variable, car
elle dépend de la courbure de I'hélice H7. Quand la protéine est liée au GTP, I'hélice est
peu courbée, ce qui génere une poche plus ouverte. A contrario, quand du GDP est lié, la
courbure de I'hélice est plus importante, entrainant une poche plus fermée8l. Ces
différentes conformations entrainent une grande variété de ligands potentiels.

3.2.1. Benzamides

En 1999, Fujio Kawamura et son équipe découvrent que le 3-méthoxybenzamide (3-
MBA, Figure 14) inhibe la prolifération de B. subtilis en ciblant FtsZ82. Méme si les CMI
sont élevées (13,2 mM sur B. subtilis, 6,6 mM sur S. aureus), le 3-MBA est le point de
départ de nombreux inhibiteurs de FtsZ.

CONH,
F F
CONH, o/\\\/s \ CONH,
N—y? F F
— _CoH
OMe Cl O
3-MBA PC190723 DFNBA

Figure 14 : Structure de dérivés benzamides actifs sur FtsZ et ciblant la poche allostérique.

PC190723

En 2008, I'étude de 500 analogues du 3-MBA a permis l'identification du PC190723
(Figure 14), une thiazolopyridine couplée a un motif 2,6-difluorobenzamide>>. Cette
découverte s’est faite en deux temps. Tout d’abord, une premiere étude portant sur le 3-
MBA avait permis de découvrir que la présence de deux fluors en positions 2 et 6 du
benzamide augmentait drastiquement l'activité anti-FtsZ83. Cette étude a également
montré que la substitution du groupement méthoxy par une chaine alkyloxy plus longue
permettait de diminuer la CMI. In fine, le 2,6-difluoro-3-nonyloxybenzamide (DFNBA,
Figure 14) a une CMI de 1,7 uM contre S. aureus, soit 4 000 fois inférieure a celle du 3-
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MBA. Une deuxieme étude visait quant a elle a remplacer la chaine nonyle trop flexible
par un groupement hétéroaromatique plus rigide pour permettre un développement
pharmaceutique par la suite84. Les benzamides portant un motif benzothiazole étaient
les plus puissants, mais le dérivé pyridinothiazole a été retenu, car il était
métaboliquement plus stable et se liait moins aux protéines plasmatiques.

Le PC190723 est donc un inhibiteur de FtsZ ayant une CMI de 2,8 uM sur B. subtilis
ainsi que sur plusieurs souches de S. aureus, sensibles ou résistantes a différents
antibiotiques, mais étant inactif sur E. coli (car substrat de la pompe d’efflux AcrAB, un
mécanisme classique de résistance aux antibiotiques)®>. Il est a noter que ce composé ne
présente pas de cytotoxicité sur des cellules HepG2 (cellules de cancer hépatique
humain). La liaison a FtsZ se fait au niveau de la poche allostérique, le benzamide faisant
des liaisons hydrogéne avec plusieurs acides aminés de la poche tandis que le bicycle fait
des interactions hydrophobes avec le reste de la poche (Figure 15). Cette liaison a la
protéine prévient I'activité GTPasique, ce qui stabilise les protofilaments.
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Figure 15 : Structure co-cristallisée de PC190723 au sein de la poche allostérique de SaFtsZ
(code PDB : 4DXDs1).

Prodrogues du PC190723

L’hydrophobicité du PC190723 limitant son développement in vivo, sa formulation
sous forme de prodrogue a été envisagée. Deux dérivés ammoniums ont donc été
synthétisés et testés, a savoir le TXY541 et le TXY436 (Figure 16)8687,
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Figure 16 : Structures d’analogues et de prodrogues de PC190723.

Cette formulation a fortement augmenté la solubilité des produits, en particulier en
milieu acide (facteur 140 pour TXY541 et facteur 100 pour TXY436). Cependant, des
doses élevées de produit restaient nécessaire pour obtenir un effet in vivo. De plus, le
PC190723 est capable d’étre métabolisé par le cytochrome P450, ce qui entraine une
déchloration en position 5 suivie d'une monooxygénation?s.

L’atome de chlore sur le PC190723 a donc été remplacé par un groupement
trifluorométhyle (TXA707, Figure 16), et le nouveau produit formulé sous forme de
prodrogue, TXA70988, Si le TXA707 a une activité similaire au PC190723 in vitro (CMI
de 1,3-2,6 pM), le TXA709 a en revanche une meilleure pharmacocinétique que
TXY541, ce qui fait qu’il est actuellement en phase clinique I, développé par le
laboratoire américain TAXIS Pharmaceuticals®®. Grace aux structures co-cristallisées du
PC190723 et du TXA707 avec FtsZ, on peut noter que le premier est plan tandis que le
deuxieme est courbé (Figure 17). Il semblerait donc que I'’hydrophobicité du
groupement CF3 entraine un changement de conformation de la protéine, et permette au
ligand de se fixer plus en profondeur au sein de la poche allostérique.
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Figure 17 : Superposition des structures co-cristallisées de PC190723 (vert, code PDB :
4DXDe61) et de TXA707 (cyan, code PDB : 5XDT9) avec SaFtsZ.

Dérivés azolés

La recherche de nouveaux benzamides actifs sur FtsZ a conduit en 2012 a la
découverte du dérivé oxazole Azole-1 (Figure 18), et de sa prodrogue portant un motif
succinate Azole-2°192, Beaucoup plus puissant que le PC190723 et ses dérivés, Azole-1
a une CMI de 0,24 puM contre S. aureus, et sa formulation sous forme de dérivé succinate
permet un gain de solubilité aqueuse d'un facteur 32 pour atteindre 400 pg/mL (contre
12,5 pg/mL pour Azole-1)3.
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Figure 18 : Structures de dérivés azolés actifs sur FtsZ et ciblant la poche allostérique.

La mutation de certains acides aminés de FtsZ, en particulier du résidu Gly196, rend
le PC190723 inactif5>. Cependant, chez un mutant G196A (une des mutations les plus
fréquentes avec G196S), Azole-1 reste actif sur FtsZ, mais avec une CMI plus élevée
(7,9 uM). Cette activité est expliquée par la plus grande flexibilité de ce dérivé, la liaison
entre le C4 de l'oxazole et le C1 du phényle pouvant tourner, a la différence du
PC190723 pour lequel les deux cycles sont fusionnés?. La découverte de ce composé
avec une structure flexible tripartite (benzamide - cycle azolé - phényle) a servi de base
pour de nouveaux inhibiteurs azolés de FtsZ pouvant également lutter contre les
souches mutées. Un autre oxazole a par exemple récemment été décrit avec une CMI de
1 uM sur S. aureus (Azole-3, Figure 18), sur lequel le difluorobenzamide a été remplacé
par un motif nicotinamide?4.
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En 2018, Shutao Ma a travaillé avec son équipe sur des dérivés isoxazoles, a savoir
deux séries d’isoxazol-3-yl-5-benzamides et d’isoxazol-5-yl-3-benzamides®. Les deux
meilleurs composés (Azole-4 et Azole-5, Figure 18), portant tous les deux un motif 4-
tert-butylphényl, ont montré des CMI excellentes sur B. subtilis (0,078 uM et 0,039 uM)
et bonnes sur S. aureus (21 uM et 5,2 uM). Les chercheurs de la méme équipe ont ensuite
fait des analogues 4,5-dihydroisoxazoles des mémes séries d’isoxazol-3-yl-5-benzamides
et d’'isoxazol-5-yl-3-benzamides?®. Cette fois, c’est le dérivé 4-butylphényl qui s’est
montré le plus actif (Azole-6, Figure 18), avec une CMI inférieure a 0,32 puM contre
B. subtilis et de 0,64 uM contre S. aureus. Il est en revanche a noter que les analogues
réduits de Azole-4 et Azole-5 ont vu leur activité baisser. Enfin, au cours d’'une étude
portant sur de nombreuses variations autour du motif oxadiazolone, cette méme équipe
a décrit en 2019 le composé Azole-7, avec une CMI de 0,31 uM contre B. subtilis et
2,48 uM contre S. aureus?’. 1l est a noter que les meilleurs composés issus de ces séries
isoxazole, 4,5-dihydroisoxazole et oxadiazolone n’ont pas montré de cytotoxicité contre
des cellules HeLa.

Dérivés benzodioxane

Outre les dérivés du PC190723 et les dérivés azolés, une troisiéme famille de
benzamides portant un motif benzodioxane a été développée. En 2015, par optimisation
du DFNBA, le composé Bzdiox-1 (Figure 19) a été identifié et possede une CMI de
1,4 uM contre S. aureus?8. Il est par ailleurs a noter que la CMI du composé énantiopur de
configuration (S) est divisée par deux par rapport au mélange racémique, et ne montre
pas de cytotoxicité sur des cellules Vero (cellules épithéliales de rein de singe vert
africain). Différentes étapes d’optimisation de ce composé ont conduits a Bzdiox-2,
Bzdiox-3 et Bzdiox-4 (Figure 19), avec des CMI respectives contre S. aureus de 1,6 puM,
1,4 uM et 0,25 uM?99-101 ]| est intéressant de noter que tel le PC190723, ce dernier
composé est inactif sur E. coli car il est substrat de la pompe d’efflux AcrAB.
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Figure 19 : Structures de dérivés benzodioxanes actifs sur FtsZ et ciblant la poche allostérique.
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Autres dérivés du 3-MBA

D’autres dérivés du 3-MBA ont également été développés ces dernieres années, a
'instar de 3-arylalkoxybenzamides, dont le dérivé 3-chlorophényl (Bzm-1, Figure 20) a
une CMI de 13 pM sur S. aureus02, L’étude de 3-alkyloxybenzamides a également
conduit a l'identifications des composés Bzm-2 et Bzm-3 avec des CMI respectives de
3 uM et 3,5 uM contre S. aureus193. Kin-Fai Chan et son équipe ont également remplacé la
fonction éther par une amine et le criblage de 47 molécules a permis de découvrir que
I'analogue aminé du DFNBA, Bzm-4, avait une CMI de 3,7 uM contre S. aureus, n’était
pas toxique contre des cellules L929 (fibroblastes du tissu conjonctif sous-cutané murin)
et possede des propriétés pharmacocinétiques moyennesl%4. La recherche de
bioisostéres de 'amide du benzamide a également été entreprise, mais a ce jour seuls
des dérivés triazoles comme Bzm-5 (CMI: 7,3 uM contre S. aureus) ont montré une
activité10s,
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Figure 20 : Structures d’autres dérivés benzamides actifs sur FtsZ et ciblant la poche
allostérique.

Utilisation de dérivés benzamides comme sondes fluorescentes

Les dérivés benzamides se liant au sein de la poche allostérique de FtsZ, le greffage
de motifs fluorescents permet d’utiliser ces composés comme sondes fluorescentes pour
I’étude de la fonction ou de I'inhibition de FtsZ. C’est ce qui a été fait en 2017 par José M.
Andreu, Sonia Huecas et leur équipe, qui ont développé la sonde Fluo-1 (Figure 21),
portant un fluorophore nitrobenzoxadiazolel%6. Cette sonde a permis de confirmer par
fluorescence le phénomene de changement de conformation de la protéine « ouverte » /
« fermée » expliqué précédemment. Afin de développer un test pour identifier par
compétition de nouveaux inhibiteurs de FtsZ se liant au niveau de la poche allostérique,
la sonde Fluo-1 a été optimisée et Fluo-2 a été identifiée, passant d’'un Kp de 26 puM pour
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la premiere contre 1,9 uM pour la deuxieme. Basé sur la structure du dérivé oxadiazole
Azole-1 (Figure 18), la sonde Fluo-3, portant un BODIPY comme fluorophore, est
capable de se lier aux protéines FtsZ de nombreuses bactéries avec de tres bon Kp (0,6-
4,6 uM pour les Gram-positives, 0,2-0,8 uM pour les Gram-négatives)107.
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Figure 21 : Structures de dérivés benzamides fluorescents pouvant se lier a la poche
allostérique de FtsZ.

3.2.2. Quinoliniums

Berbérine et dérivés

La berbérine (Figure 22) est un alcaloide portant un motif isoquinolinium isolé chez
diverses plantes du genre Berberis. Si I'activité antibactérienne était déja connue depuis
longtemps, son activité sur FtsZ a été décrite pour la premiere fois en 2008108109 [,
berbérine est en effet capable d’inhiber I'activité GTPasique de la protéine, prévenant la
formation de I'anneau Z. S’il était initialement pensé que la berbérine se liait au site du
GTP, des études de docking réalisées par Wong et son équipe ont identifié la poche
allostérique, bien plus hydrophobe, comme le site de liaison le plus probable de la
berbérine a FtsZ110, Suite a ces travaux, des dérivés synthétiques de type 9-
phénoxyberbérine ont par la suite été synthétisés, conduisant a I'identification de Ber-1,
ayant une CMI de 3,5 uM sur S. aureus, contre 360 pM pour la berbérine naturelle.
D’autres analogues de la berbérine ont été développés, a l'instar du dérivé
dibenzoquinolizinium Ber-2 et de I'isoquinolinium Ber-3, avec des CMI respectives de
0,7 uM et 1,5 uM contre S. aureusi11.112,
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Figure 22 : Structures de la berbérine et de dérivés actifs sur FtsZ et ciblant la poche
allostérique.

Sanguinarine et dérivés

La sanguinarine (Figure 23) est un phénanthridium naturel retrouvé chez
Sanguinaria canadensis capable de se lier a FtsZ avec un Kp de 30 uM113, Cependant, elle
est également active sur la tubuline avec une Clso de 1,6 pM, ce qui la rend
cytotoxiquell4. Des dérivés phénantridium ont ensuite été développés, a l'instar de
Phen-1, Phen-2 et Phen-3, ayant respectivement une CMI de 29 uM, 0,15 uM et 2,2 uM
sur S. aureus'15-117, Des dérivés naphtaléenes, inspirés du bicycle de la sanguinarine et
n’étant pas chargés, promeuvent également la polymérisation de FtsZ et Napht-1 a une
CMI de 1,5 uM sur S. aureus!1s,
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Figure 23 : Structures de la sanguinarine et de dérivés actifs sur FtsZ et ciblant la poche
allostérique.

Indoloquinoliniums et benzofuroguinoliniums

Se basant sur la structure de la berbérine et de la sanguinarine, Yu-Jing Lu et son
équipe ont développé de nouvelles séries de indolo- et benzofuroquinoliniums ciblant la
poche allostérique de FtsZ et inhibant I'activité GTPasiquell®. Les meilleurs composés
identifiés, deux dérivés 4-méthoxyphényl portant un motif benzofurane ou indole
(Figure 24), ont montré respectivement une CMI de 8,3 et 4,2 uM sur S. aureus.

HN HN

H
X0 XN
= =
I@TG) |@ T@
Benzofuroquinolinium Indoloquinolinium

Figure 24 : Structures de dérivés benzofuroquinolinium et indoloquinolinium actifs sur FtsZ et
ciblant la poche allostérique.
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Thiazole orange

En 2017, le criblage sur B. subtilis de 200 molécules naturelles et synthétiques a
conduit a lidentification d'un dérivé du thiazole orange (Thia-1, Figure 25), non
cytotoxique et ayant une CMI de 2,7 uM sur B. subtilis et S. aureus'?0. Par la suite,
d’autres dérivés benzothiazoles ont également été développés, a I'instar des composés

Thia-2 a Thia-5, ayant respectivement des CMI de 2,7 uM, 1,8 uM, 2,8 uM et 0,48 pM 121-
124

Thia-4 Thia-5

Figure 25 : Structures de dérivés thiazoles actifs sur FtsZ et ciblant la poche allostérique.

Indolylquinoliniums et dérivés

Une nouvelle série de quinoliniums portant un motif indole a été développée en
2019125, Les deux meilleurs composés, Indole-1 et Indole-2 sont substitués en position
4 par un groupement pipéridinyl, et sont reliés respectivement sur les positions 2 et 3 de
I'indole (Figure 26). Les deux produits ont montré une CMI de 2 a 4 uM sur des souches
de SASM et de SARM. Un dérivé bisindole (Indole-3) a également été découvert et
posseéde une CMI de 1,8 uM contre S. aureus!?2e.
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Figure 26 : Structures de dérivés indolylquinoliniums actifs sur FtsZ et ciblant la poche
allostérique.

Autres quinoliniums

D’autres structures portant un motif quinolinium ou apparenté ont été décrits
comme inhibiteurs de FtsZ. En 2022, Lu et son équipe ont poursuivi leurs travaux sur
Indole-3 et ont identifié Quin-1 (Figure 27) par diversification structurale, ayant une
CMI de 1,9 uM sur S. aureus?’. Plusieurs dérivés acridiniums ont également été
recensés, a l'instar de Acri-1 et Acri-2 avec des CMI respectives de 1 uM et 0,45 uM
contre S. aureus128.129,
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Figure 27 : Structures d’autres quinoliniums et motifs associés actifs sur FtsZ et ciblant la poche
allostérique.

3.2.3. Cinnamaldéhyde et phénylpropanoides

Le cinnamaldéhyde (Figure 28) est un phénylpropanoide naturel issu de
Cinnamomum cassia capable d’inhiber 'hydrolyse du GTP par FtsZ et possede une CMI
sur S. aureus de quasiment 2 mM130, La recherche de dérivés du cinnamaldéhyde a
conduit a la découverte de Cin-1, ayant une CMI sur S. aureus de 12 puM131,
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Figure 28 : Structures du cinnamaldéhyde et de dérivés phénylpropanoides actif sur FtsZ et
ciblant la poche allostérique

Plusieurs autres phénylpropanoides sont connus pour leur activité antibactérienne, a
'instar des acides cinnamique, p-coumarique, caféique, férulique et chlorogénique, ainsi
que l'eugénol32. Une étude portant sur ces six derniers, ainsi que deux dérivés d’acides
méthoxycinnamiques ont montré une Clso de 70 pM pour 'acide chlorogénique (Figure
28) pour la polymérisation de FtsZ. Des études de docking ont ensuite attribué la poche
allostérique comme site de liaison probable.

3.2.4. Coumarines

Les coumarines sont des 2-benzopyrones d’origine végétale comportant de
nombreuses propriétés pharmacologiques, dont une activité antimicrobiennel33. En
2014, le criblage de substances naturelles (dont des coumarines) a montré que la
scopolétine et la daphnétine (Figure 29) étaient toutes deux capables d’inhiber
'activité GTPasique et la polymérisation de FtsZ134 Des études de docking suggerent
que le site de liaison de la scopolétine a FtsZ serait au niveau de la poche allostérique
chez E. coli, tandis que d’autres coumarines se lieraient plutot sur le site du GTP chez
Mycobacterium tuberculosis3s.

OH
HO 0.0 HO 0._0
~o % P

Scopolétine Daphnétine

Figure 29 : Structures de coumarines actives sur FtsZ et ciblant la poche allostérique.

3.2.5. Autres molécules d’origine naturelle

De nombreuses autres molécules naturelles sont actives sur FtsZ. Plusieurs
composés issus de la réglisse (Glycyrrhyza glabra) dont la gancaonine I, la glycirine et
'isolicoflavonol (Figure 30) inhibent l'activité GTPasique de la protéine et la
gancaoninel a également un effet antibactérien avec une CMI de 5 puM contre
B. subtilis36,
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Issue de plusieurs espéces du genre Plumbago, 1a plumbagine (Figure 30) est une
naphtoquinone inhibant I'activité GTPasique et la polymérisation de FtsZ chez B. subtilis
avec un Kp de 20,7 uM, mais pas chez E. colil37138 ]] est cependant a noter que cette
molécule inhibe également la prolifération de cellules eucaryotes en se liant au site de la
colchicine chez la tubuline avec un Kp de 0,93 uM139,

L’étude de champignons obtenus a la surface de plants de Ginkgo biloba a permis
d’observer l'activité antibactérienne d'une souche de Penicillium cataractum?40,
Plusieurs molécules ont été isolées du milieu de culture, dont Pen-1 (Figure 30), ayant
une CMI de 23 puM sur S. aureus, et dont la liaison a la poche allostérique de FtsZ a été
estimée par docking.

Molécule naturelle issue d’Aspergillus viridinutans, la viriditoxine (Figure 30) a été
identifiée en 2003 par le criblage de plus de 100 000 molécules naturelles et possede
une CMI de 6 uM contre S. aureus#l. Des diversifications structurales ont par la suite été
entreprises mais n’'ont pas conduit a d’amélioration, et des études de docking ont
identifié la poche allostérique comme site de liaison probablel42,

Gancaonine | Glycyrine

OH O

Isolicoflavonol Plumbagine

Pen-1 Viriditoxine

Figure 30 : Structures de molécules naturelles actives sur FtsZ et ciblant la poche allostérique.
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3.2.6. Taxanes et autres anticancéreux

Compte-tenu de I'homologie entre FtsZ et la tubuline, les taxanes sont des candidats
potentiels pour l'inhibition de la protéine bactérienne. En 2006, le criblage de 120
taxanes sur M. tuberculosis a permis d’identifier plusieurs molécules ayant une activité
antibactérienne!43. Parmi celles-ci, on retrouve SB-RA-2001 (Figure 31),
structurellement proche du paclitaxel et ayant une CMI allant de 2,5 a 5 pM sur des
souches sensibles et résistantes aux antibiotiques. Outre sa bonne activité
antibactérienne, il s’est avéré que cette molécule inhibait I'activité GTPasique de FtsZ
chez B. subtilis, vraisemblablement par liaison au sein de la poche allostériquel44.
Cependant, SB-RA-2001 restait cytotoxique, avec une Clso de 15,7 uM sur des cellules
A549 (cellules épithéliales alvéolaires basales d’adénocarcinome humain). La synthese
d’analogues a conduit a [lidentification de SB-RA-5001, aussi puissant sur
M. tuberculosis avec une CMI de 1,25 a 5 uM mais ayant une Clso sur cellule humaine
supérieure a 80 uM143, Le dacomitinib (Figure 31), un anticancéreux classiquement
utilisé contre le cancer du poumon non a petites cellules, a également été identifié par
criblage virtuel et montre une activité modeste sur B. subtilis et S. aureus4>.

SB-RA-2001

HN XN

—

MeO N)
Dacomitinib

Figure 31 : Structures de taxanes et du dacomitinib, actifs sur FtsZ et ciblant la poche
allostérique.

3.2.7. Dérivés de la rhodanine

En 2009, le criblage d’'une chimiothéque de 81 composés sur leur capacité a
perturber la polymérisation de FtsZ a permis d’identifier 'OTBA (Figure 32), un dérivé
de la rhodanine stabilisant les protofilaments de FtsZ et ayant une CMI de 2 puM sur
B. subtilis'4, Trois ans plus tard, le criblage de 150 dérivés de la rhodanine a conduit a
I'identification de huit composés antibactériens, dont CCR-11, capable d’'inhiber
'activité GTPasique de FtsZ et se liant a la protéine avec un Kp de 1,5 uM147,
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Figure 32 : Structures de dérivés de la rhodanine actifs sur FtsZ et ciblant la poche allostérique.

3.2.8. Conclusion

La poche allostérique de FtsZ située entre I'hélice H7, la boucle T7 et le domaine C-
terminal est un domaine fréquemment ciblé lors de la recherche d’inhibiteurs de FtsZ.
Certaines familles d’inhibiteurs sont trés développées, a I'instar des dérivés benzamides
et quinoliniums. Si cette poche peut s’apparenter aux sites de liaison a la colchicine ou
aux taxanes chez la tubuline, aucun acide aminé n’est en commun, ce qui limite les
risques de toxicité croisée : la colchicine et le PC190723 peuvent tous deux se lier a la
tubuline et a FtsZ, avec des affinités non-comparables’®. Cependant, cette poche
allostérique est également peu conservée entre les especes bactériennes, limitant le
développement d’antibiotiques a large spectre. Il est également a noter que FtsZ
n’échappe pas non plus aux mécanismes classiques de la résistance, et que la mutation
spontanée de certains acides aminés de la poche (comme les mutations G196A ou
G196S) empéchent la liaison de certains composés a la protéine>>.99,

3.3. Autres inhibiteurs et stratégies

Outre le site de liaison au GTP ou la poche allostérique, d’autres sites de liaison sont
possibles pour l'inhibition de FtsZ. Certains inhibiteurs ont également été décrits sans
site de liaison défini. Enfin, d’autres stratégies d’inhibition de I'action de FtsZ, impliquant
entre autres des peptides, sont également possibles.

3.3.1. Site de liaison différent

Benzoimidazoles et indénes

Plusieurs séries d’inhibiteurs portant un bicycle aromatique ont été développées. En
2011, 300 benzoimidazoles trisubstitués en position 2,5,6 et 2,5,7 ont été criblés sur leur
activité antituberculeusel48. L’'un des composés identifiés, Imidazole-1 (Figure 33), a
une CMI de 2 uM sur M. tuberculosis pour une Clso supérieure a 400 pM sur des cellules
Vero. La liaison du ligand a FtsZ entraine une augmentation de 'activité GTPasique, ce
qui déstabilise les protofilaments. D’autres benzimidazoles trisubstitués en position 2, 5
et 6 ont été synthétisés et testés sur M. tuberculosis en 2014, et Imidazole-2 a été
identifié comme capable de se lier a FtsZ avec un Kp de 1,32 uM!49, Le criblage en 2015
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d’'une autre chimiotheque de benzoimidazoles a permis d’identifier Imidazole-3, ayant
une CMI de 17 uM contre B. subtilis150. Ce composé se lie a FtsZ avec un Kp de 24 uM et
inhibe I'activité GTPasique. Il est a noter que les études de docking montrent que ce
ligand se fixerait proche de la boucle T7, mais pas dans le site allostérique. Cependant, il
est cytotoxique avec une Clso de 17 uM sur des cellules HeLa.
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Figure 33 : Structures de dérivés bicycliques actifs sur FtsZ.

En 2016, Robert C. Reynolds et son équipe ont développé de nouveaux
antituberculeux basés sur la structure du Sulindac (Figure 33), un anti-inflammatoire
non-stéroidien portant un motif indene. Les meilleurs composés (Indéne-1 et Indéne-
2) ont des CMI de 72,5 et 68,5 uM respectivement, et inhibent la polymérisation de FtsZ
mais pas de la tubuline?>1. A I'instar d'Imidazole-3, le docking suggére que le site de
liaison soit a c6té de la poche allostérique.

Doxorubicine
Molécule naturelle issue de Streptomyces peucetius, la doxorubicine (Figure 34) a
une CMI de 5 uM contre S. aureus en inhibant I'activité GTPasique de FtsZ152. La liaison a

la protéine est forte (Kp de 120 nM) et des études de modélisation et de mutations ont
montré un site de liaison différent de celui du GTP et de la poche allostérique.
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Doxorubicine

Figure 34 : Structure de la doxorubicine et site de liaison probable sur SaFtsZ (rose : site de
liaison du GTP ; vert : site de liaison de la doxorubicine) (figure issue de Panda et al. 2015152).

Guanidinométhyl-biaryle

Durant un travail consistant a découvrir de nouveaux inhibiteurs de FtsZ, Daniel S.
Pilch et son équipe ont identifié en 2012 Gua-1, un dérivé guanidinométhyle portant un
motif biphényl (Figure 35)153. Cette molécule a une CMI de 3,6 uM et se fixerait a
proximité du domaine C-terminal. Cette structure n’est également pas sans rappeler
Napht-1 (Figure 23, page 40), molécule portant également un motif guanidine en
position benzylique et développée par la méme équipe en 2013.

t-Bu
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NH,
Gua-1

Figure 35 : Structure de dérivé guanidimométhyle actif sur FtsZ.

3.3.2. Site de liaison non décrit

De nombreux inhibiteurs de FtsZ ont également été décrits sans site de liaison défini
dont les structures sont regroupées dans la Figure 36. C’est le cas de plusieurs molécules
naturelles, comme le totarol, issu de Podocarpus totara et inhibant I'activité GTPasique
de FtsZ et ayant une CMI de 2 pM chez B. subtilis sans montrer de toxicité sur des cellules
HeLa>4, Des analogues indolototarol bioactifs ont également été synthétisés, mais ils ne
ciblent pas FtsZ1%5. La dichamanetine, isolée depuis Uvaria chamae, est également
capable d’'inhiber I'activité GTPasique de FtsZ et a une CMI de 1,7 uM contre B. subtilis et
S. aureus56. En 2002, le criblage d’inhibiteurs potentiels de la tubuline sur
M. tuberculosis a permis d’identifier SRI-3072, une ptéridine inactive sur la tubuline et
ayant une CMI de 0,47 uM contre cette bactériel>?. Par la suite, des analogues ptérazines
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ont été synthétisés et testés, mais ils étaient moins puissants et plus cytotoxiques158159,
On retrouve également le C109, un benzothiadiazole initialement décrit comme actif
contre Burkholderia cenocepacia qui a également une CMI de 7 uM a 14 puM contre
S. aureus, et le DAPI, sonde fluorescente se liant a la tubuline également capable
d’inhiber 'activité GTPasique de FtsZ chez E. coli de maniere incompétitivel60-162, 1,3
tiplaxtinine est un acide oxoacétique indole connu pour étre un inhibiteur de
I'inhibiteur de l'activateur du plasminogene 1 (PAI-1). Une étude menée en 2017 a
également montré que ce composé était également actif sur FtsZ, et a une CMI de 4,5 uM
sur S. aureus®3, Son action se fait par inhibition de l'activité GTPasique, stimulant la
polymérisation des protofilaments. Un dérivé dihydroacridine DHA a été identifié en
2021 comme promouvant la polymérisation de FtsZ et ayant une CMI de 4 uM contre
S. aureus'®4, Enfin, le rouge de ruthénium est capable de réduire I'activité GTPasique de
FtsZ par compétition avec les ions calcium165,
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Figure 36 : Inhibiteurs de FtsZ sans site de liaison a la protéine défini
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3.3.3. Stratégies alternatives

Outre l'utilisation de petites molécules se liant au sein de FtsZ, d’autres stratégies
existent pour inhiber I'action de la protéine dans le divisome.

Peptides

Plusieurs peptides naturels sont capables d’'inhiber I'action de FtsZ, a I'instar du MciZ
(mother cell inhibitor of FtsZ), issu de B. subtilis. En effet, ce peptide de 40 acides aminés
se lie a I'extrémité C-terminale de FtsZ, ce qui déplace la boucle T7 et prévient la
polymérisation (Figure 37)166167 Chez les cellules de mammiferes, le peptide de 37
acides aminés CRAMP (cathelin-related antimicrobial peptide) est un mécanisme de
défense qui se fixe au niveau de la boucle T7 et inhibe la polymérisation de FtsZ168,
Enfin, I'édéine B, peptide antibiotique inhibant la biosynthese des protéines est
également capable d’inhiber la polymérisation de FtsZ169.

Figure 37 : Structure de FtsZ de B. subtilis (BsFtsZ, vert) co-cristallisé avec MciZ (rouge), (code
PDB: 4U39)1¢7,

Inhibition de la synthese de FtsZ

Une stratégie alternative en recherche médicale est de cibler non pas la protéine
dont I'action doit étre inhibée, mais directement 'ARN messager (ARNm) codant pour
cette protéine, prévenant donc sa synthese. Les acides nucléiques peptidiques (ANP)
sont des analogues synthétiques d’acides nucléiques pour lesquels le squelette
glycophosphaté a été remplacé par un pseudo-peptidel’?. Un ANP ayant une séquence
complémentaire de la séquence de 'ARNm ciblé se lie a ce dernier, empéchant la
traduction de 'ARNm. Ces derniéres années, plusieurs ANP ciblant 'ARNm de FtsZ ont

50



Partie 1 - Chapitre 1

été développés, prévenant la croissance des bactéries171-174, Des acides nucléiques
bloqués (des analogues d’acides nucléiques ayant un pont méthylene entre I'oxygene du
C2 et le C4) ont également été utilisés contre FtsZ17>. Enfin, le resvératrol (Figure 38)
inhibe l'expression du gene ftsz, prévenant ainsi la formation de l'anneau Z et la

cytokinesel76,
OH
HO O N O
OH
Resvératrol

Figure 38 : Structure de resvératrol inhibant I'expression du géne ftsz.

Interaction FtsZ — ZipA

L’inhibition de l'interaction protéine-protéine entre FtsZ et ZipA est également une
stratégie intéressantel’’. Cependant, les composés des travaux rapportés dans la
littérature ne ciblent pas I'extrémité C-terminale de FtsZ mais plutét la poche de ZipA ou
cette derniere s’inserel78-181,

3.3.4. Synergie avec les B-lactames

Si 'inhibition de FtsZ permet a elle seule de prévenir la croissance bactérienne, il a
également été démontré qu’elle pouvait resensibiliser des souches comme le SARM aux
B-lactames®l. Cet effet est di a une délocalisation des PBP (Penicillin-Binding Protein)
loin du septum de division, dont la protéine PBP2a responsable du phénomene de
résistancel®2. L'utilisation combinée d’inhibiteurs de FtsZ et de B-lactames peut donc
étre une alternative thérapeutique dans la lutte contre les bactéries résistantes.

3.4. Conclusion

Face a la nécessité de trouver de nouveaux antibiotiques avec des mécanismes
d’action innovants, I'inhibition de la protéine FtsZ est un choix pertinent. Plusieurs sites
de liaison sont possibles, et un nombre conséquent d’'inhibiteurs ont été recensés avec
des CMI pouvant parfois aller jusque 39 nM contre B. subtilis?>. Cependant, a ce jour un
seul composé est actuellement en phase de développement clinique, le TXA709,
illustrant ainsi les difficultés a transposer les nouveaux antibiotiques potentiels de la
paillasse au lit du patient. Dans ce contexte, la recherche de nouveaux inhibiteurs de
FtsZ reste d’autant plus pertinente.
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III. Objectifs du projet

L’objectif de ce projet était donc de concevoir et de développer de nouveaux
inhibiteurs de FtsZ afin de lutter contre le staphylocoque doré antibiorésistant. Ces
travaux se positionnent comme une contribution aux diverses stratégies qui visent a
faire face au danger imminent que constitue I'émergence de pathogenes
antibiorésistants.

Deux démarches ont été envisagées afin d’identifier de nouveaux inhibiteurs de FtsZ.
La premiere consistait a développer de nouveaux dérivés en se basant sur le 2,6-
difluorobenzamide, pharmacophore récurrent chez les inhibiteurs de FtsZ. Trois
méthodes ont été utilisées pour développer les nouveaux composés, a savoir :
- Synthétiser des molécules tripartites comportant un cycle central a cinq
chainons, analogues d’inhibiteurs décrits
- Remplacer le 2,6-difluorobenzamide par des analogues afin d’identifier un
nouveau pharmacophore innovant pour l'inhibition de FtsZ
- Synthétiser des composés dimériques portant deux motifs benzamides

La deuxiéme démarche était quant a elle basée sur l'identification de nouveaux
inhibiteurs potentiels de FtsZ par criblage virtuel. Deux chimiotheques ont été criblées
par docking au sein de la poche allostérique de la protéine, constituées respectivement :

- De molécules variées ayant un potentiel médicamenteux important

- De molécules ayant été identifiées pour leur capacité a stabiliser les microtubules

Apres conception ou identification par le criblage virtuel, tous les produits ont été
synthétisés et purifiés par des méthodes classiques en chimie organique, puis
caractérisés par RMN (résonance magnétique nucléaire) et SM (spectrométrie de
masse). L’activité antibactérienne des composés a ensuite été évaluée directement
contre S. aureus par la mesure de la concentration minimale inhibitrice des produits, a
savoir la concentration minimale en produit nécessaire pour inhiber la croissance d’un
inoculum bactérien standardisé. Pour les meilleurs produits, I'action sur le divisome et
I'absence de cytotoxicité ont également été évaluées. La relation entre la structure des
différents produits et leurs activités antibactériennes a également été discutée a la
lumiere d’études de docking moléculaire.

Dans ce manuscrit sont présentés les travaux portant sur la conception, la synthese

et I'évaluation biologique de nouveaux composés a visée anti-staphylococcique par
I'inhibition de la protéine FtsZ.
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I. Introduction et démarche

Comme il a été montré dans le chapitre 1, de nombreux inhibiteurs de FtsZ portent
un motif benzamide ou difluorobenzamide. Parmi ceux-ci, plusieurs composés tels que
les dérivés azolés présentent une structure tripartite similaire a celle montrée dans la
Figure 39.

Zone 1 Zone 2 Zone 3
Y=Z
] ‘,
Y&X}OR"
R

Figure 39 : Structure générale tripartite d’inhibiteurs de FtsZ portant un motif benzamide.

Dans la zone 1, on retrouve un motif 2,6-difluorobenzamide, identifi¢ comme un
pharmacophore de choix pour l'inhibition de FtsZ, formant de nombreuses liaisons
hydrogene avec les acides aminés de la poche allostérique de la protéine. Par exemple
dans le cas de 'oxazole 1, co-cristallisé avec SaFtsZ (code PDB : 6KVP), le benzamide fait
des liaisons hydrogéne avec la chaine latérale du résidu Asn263 ainsi qu’avec le
squelette des résidus Val207 et Leu209 (Figure 40)107.

Met226(4)

%;tls\m
L ’ﬂ)"l
20 %197@\)

Clyl96(A)
%;1'99@\)

6KVP -1

Figure 40 : Structure de I'oxazole 1 et représentation 2D des interactions avec FtsZ.
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Alajonction entre les zones 2 et 3, 'oxygéne en position 3 du benzamide est relié par
une liaison éther a un cycle azolé a cinq chainons via un groupe méthyléne. A ce jour,
parmi les hétérocycles recensés comme squelette de cette zone 2, on trouve des dérivés
oxazoles, isoxazoles, dihydroisoxazoles et oxadiazolones (Figure 18, page 35)9395-97. Le
groupe méthylene peut également étre substitué (Rz), la méthylation étant la
modification la plus favorable dans le cas d’analogues du composé 1.

Enfin, la zone 3 correspond a un noyau phényle substitué en position 4. Plusieurs
groupements favorisant I'activité antibactérienne ont été décrits (OCFs3, Cl, OMe) mais le
gain d’activité le plus marqué concernait le CF3 et des substituants tres hydrophobes a
I'instar du t-Bu et du n-Bu. Comme on peut le voir dans le cas du dérivé 1, cela peut
s’expliquer par les interactions hydrophobes réalisées entre le groupement
trifluorométhyle et les acides aminés Gly193, Met218 et Met226 (Figure 40).

En se basant sur cette structure générale tripartite, le but de notre étude est de
trouver de nouveaux inhibiteurs de FtsZ en modifiant de maniére systématique les
zones 2 et 3.

Concernant la zone 2, le réle de I'atome d’oxygeéne présent chez les oxazoles et
isoxazoles a été étudié. Une premiére série de dérivé 1,2,3-triazoles (ne portant donc pas
d’atome d’oxygeéne) a été synthétisée (série I). La position de l'atome d’oxygene a
également été étudiée via trois séries de composés, respectivement deux séries de 1,2,4-
oxadiazoles (séries II et III) et une série de 1,3,4-oxadiazoles (série IV). Enfin, une
derniere série de furanes (portant donc un oxygene mais pas d’azote) substitués en
position 2 et 5 (série V) a été préparée. Si les triazoles et les furanes n’ont jamais été
rapportés dans la littérature pour une activité antimicrobienne, certains oxadiazoles ont
déja été mentionnés dans un brevetl8. Cependant, seules des plages d’activité sont
rapportées, rendant difficile toute étude de relation structure-activité.

Concernant la zone 3, trois motifs ont été utilisés : un groupement phényle servant
de référence, et deux groupements 4-trifluorométhylphényle et 4-tert-butylphényle,

meilleurs substituants décrits dans la littérature?3.95.

La structure générale des composés des cinq séries est présentée ci-contre (Figure
41).
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[I. Synthese des séries I, II, III, IV et V et évaluation

biologique sur S. aureus

1. Synthese des composés

La synthese du 2,6-difluoro-3-hydroxybenzamide, synthon commun aux cinq séries,
est décrite dans le Schéma 1 et se base sur la littérature récente?’. La premiere étape
consistait a protéger le 2,4-difluorophénol par un groupement benzyle pour obtenir le
dérivé 3. Ce dernier a ensuite été déprotoné sélectivement sur le carbone 3, puis le
lithien formé a été carboxylé en présence de carboglace pour obtenir I'acide benzoique
4. Cet acide a ensuite été converti en benzamide correspondant via un intermédiaire
chlorure d’acyle et de I'ammoniaque, puis débenzylé en présence de palladium sur
charbon 10 % et de formiate d’ammonium pour obtenir le dérivé phénolique 6 avec un
rendement global de 59 % sur six étapes.

. . . . COOH
OH OB
" OBn
2 3-90% 4-84%
(iv), (v)
CONH, CONH,
F F wiy F F
OH OBn
6-84% 5-93%

Schéma 1 : Synthése du 2,6-difluoro-3-hydroxyphénol 6. Réactifs et conditions : (i) BnBr, K»COs,
Nal, ACN, 70 °C, 16 h;; (ii) n-BuLi, THF, - 78 °C, 1 h; (iii) carboglace, t.a., 16 h ; (iv) (COCI),, DMF
cat.,, DCM, t.a,, 1 h; (v) NH3 30 % aq., THF, 0 °C puis t.a., 3 h; (vi) Pd/C, formiate d’ammonium,
EtOH, 65 °C, 6 h.

Le benzamide 6 désiré a bien été obtenu, comme on peut le voir sur le spectre RMN
1H (Figure 42). D'une part, on peut noter que l'environnement électronique des deux
protons de l'amide est différent, séparant le signal du NH2 en deux singulets élargis
intégrant chacun pour un des protons. D’autre part, le couplage 1°F - 1H est également
visible en RMN, ce qui explique pourquoi les signaux des protons H4 et H5 sont
respectivement un doublet de doublet de doublet et un triplet de doublet. Les couplages
9F - 13C sont également visibles en RMN du carbone (Figure 42), et a I'exception du
carbone de I'amide, tous les signaux sont des doublets de doublets. Les pics des carbones
2 et 6 ont ainsi des constantes de couplages autour de 240 Hz et 7 Hz, tandis que les
deux ¢J du carbone 1 sont de 24,6 et 20,4 Hz.
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Figure 42 : Spectres RMN 'H et 13C du benzamide 6.
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La synthése des dérivés 1,2,3-triazoles de la série I est décrite dans le Schéma 2. Le
benzamide 6 précédemment synthétisé a été alkylé avec du bromure de propargyle pour
obtenir I'alcyne 7. En paralléle, les fonctions amines de trois anilines (respectivement
'aniline 8a, la 4-trifluorométhylaniline 8b et la 4-tert-butylaniline 8c) ont été converties
en azotures a I'aide de tert-butylnitrite et d’azoture de triméthylsilyle tel que décrit dans
la littératurel84. Les intermédiaires azotures n’ont pas été isolés mais directement
engagés en présence de l'alcyne 7 et d’iodure de cuivre (I) pour obtenir par
cycloaddition les dérivés 1,2,3-triazoles L.a-c. Il est a noter que les réactions n’ont pas
été répétées et optimisées pour augmenter le rendement, car le but était d’obtenir les
produits en quantité et en pureté suffisante pour les étapes suivantes et I'évaluation
biologique. Cette approche peut donc expliquer les rendements parfois modestes
obtenus lors de la synthése des différents produits présentés dans ce manuscrit.

b F -
6 7-76% @) HN o R

F
R

(ii) R ] La:R=H-70%

. l.b:R=CF;-66%
HoN N3 l.c:R=tBu-52%
8a:R=H
8b: R = CF, - -
8c: R =1tBu

Schéma 2 : Synthése des dérivés triazoles de la série I. Réactifs et conditions : (i) bromure de
propargyle, K»COs3, acétone, t.a., 24 h; (ii) &-BuONO, TMSN3, ACN, 0 °C puis t.a.,, 7 h;; (iii) Cul,
DIPEA, t.a, 16 h.

La voie de synthese initialement envisagée pour les 1,2,4-oxadiazoles de la série Il
est décrite dans le Schéma 3. A 'instar de la synthese des dérivés 1,2,3-triazoles, 'idée
était de fonctionnaliser le groupement phénol du benzamide et de réaliser la
diversification structurale lors de la derniere étape. Pour ceci, le phénol a dans un
premier temps été alkylé par du bromoacétate de tert-butyle pour obtenir I'ester 9, qui a
ensuite été déprotége par de l'acide trifluoroacétique (TFA) pour conduire a I'acide 10°7.
En parallele, différents benzonitriles 11 ont été convertis en hydroxyamidines
correspondantes 12 a l'aide d’hydroxylamine et de triéthylamine dans I’éthanol, tel que
décrit dans la littératurel8s. Cependant, nous n’avons pas été en mesure d’acyler les
hydroxyamidines (via un intermédiaire chlorure d’acyle ou des agents de couplages)
puis de cycliser la molécule pour conduire aux produits finaux.
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CONH,

F F

O/\[(OtBu —_—

O
9-78%

NH,
\N,OH
R
12a:R=H-70%

12b: R=CF;-83 %
12c:R=tBu-65%

Série ll

CONH,

F

OWOH

O F O/N
O ~
H,N \V/L\N>“<i:>>‘R -~

o

10 - quant

Schéma 3 : Voie de synthése initialement envisagée pour la synthese des dérivés
1,2,4-oxadiazoles de la série II. Réactifs et conditions : (i) bromoacétate de tert-butyle, K»COs3,
acétone, ta., 24 h; (ii) TFA, DCM, t.a., 16 h; (iii) HO-NH-HCI, EtsN, EtOH, 80 °C, 2 h.

Ce probleme a été contourné en acylant les hydroxyamidines 11 avec du chlorure de
chloroacétyle, puis en réalisant la cyclisation dans du toluéne a reflux pour obtenir les
intermédiaires chlorés 13 (Schéma 4)186, L’alkylation du benzamide 6 a permis pour

finir d’obtenir les composés finaux Il.a-c84.

NH2 N/O 0)
[
x _OH . Y ..
/©)\N (i) /@/\th| @ HN
R R F

12a:R=H
12b : R = CF;
12c : R=t-Bu

13a:R=H-65%
13b: R=CF3-98 %
13c:R=t+Bu-91%

Il.a:
Il.b :
Il.c :

R=H-77%
R=CF;-63%
R=tBu-78 %

Schéma 4 : Synthese des dérivés 1,2,4-oxadiazoles de la série II. Réactifs et conditions :
(i) chlorure de chloroacétyle, EtzN, toluene, 0 °C, 15 min puis reflux, 4 h ; (ii) 6, K2CO3, DMF,

35°C, 3h.
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En analysant le spectre RMN 1H du composé Il.c (Figure 43), on voit qu’'on retrouve
les pics caractéristiques du noyau difluorobenzamide (H4 et H5, ainsi que les deux
singulets élargis du NHz). Concernant les protons du phényle (H2’ et H3’), on peut voir
les couplages en 3] et en 4], ce qui explique que les multiplets correspondant ressemblent
a des doublets de triplet.

hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh

e N

5.65

o F o-N
e B
= CH, t-Bu

ll.c

H3’ H2'

o

£ T T 3 T

@

L e e e e e e e e e o o B e B B e e e e e e e e T T T T T T T
.584838281807978777675747372717069686.76665646.36.26.16.059 585756 21201918171615141312111
f1 (ppm)

Figure 43 : Spectre RMN 1H du composé Il.c.

La synthese des dérivés 1,2,4-oxadiazoles de la série III est décrite dans le Schéma 5.
A Tl'instar de la série 1II, la stratégie consistait a obtenir un intermédiaire halogéné puis
d’alkyler le benzamide 6. Pour ceci, le chloroacétonitrile 14 a été converti en 2-chloro-N-
hydroxyacetamidine 15, puis acylé par différents chlorures de benzoyle et cyclisé a
reflux dans le toluenel87.188, Dans le cas du composé 16a, le chlorure de benzoyle
commercial a été utilisé, tandis que pour les dérivés 4-trifluorométhylphényle 16b et 4-
tert-butylphényle 16c, les chlorures d’acyles ont été préalablement formés a partir des
acides benzoiques correspondants et de chlorure d’oxalyle. L’alkylation finale du
benzamide 6 dans les mémes conditions que précédemment a permis d’obtenir les
oxadiazoles Ill.a-c.
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0’N>\\
NH, >
Cl~__CN (i) (i) SN
~~ Cl X _OH s
O ek o
R
14 15-33 % 16a:R=H-48%
16b:R=CF3-24% (iii)

16c: R=t-Bu-12%

O F l\f’o
Y ]
H,N O\/I\N>\©\R

F

Ma:R=H-89%
lLb:R=CF3;-63%
lll.c:R=tBu-62%

Schéma 5 : Synthese des dérivés 1,2,4-oxadiazoles de la série III. Réactifs et conditions :
(i) HO-NHz-HCI, Na;COs3, H20, 0 °C, 2 h puis t.a,, 2 h; (ii) RPhCOCI, Et3N, toluéne, 0 °C, 15 min puis
reflux, 4 h ; (iii) 6, K.CO3, DMF, 35 °C, 3 h.

La synthese des dérivés 1,3,4-oxadiazoles de la série IV est décrite dans le Schéma 6.
Tout d’abord, les acides 4-trifluorométhyl- et 4-tert-butylbenzoiques 17b et 17c ont été
couplés a de la N-Boc hydrazine via du DCC (dicyclohexylcarbodiimide) pour obtenir
18b et 18c, tandis que 18a a été obtenu depuis le chlorure de benzoylel®. Les
hydrazides ont ensuite été déprotégés par du TFA et les hydrazines libres ont été acylées
par du chlorure de chloroacétyle, puis les intermédiaires ont été cyclisés en présence de
POCI3 pour obtenir les dérivés chlorés 19190, Enfin, 'alkylation du benzamide 6 a
conduit aux oxadiazoles IV.a-c.

Cl
0
COOH ?
/©/ i /©)LN,NHBOC (if), (iii), (iv) /@/{\\{ -
— H - N
R
R
R

17a:R=H 18a: R=H-68 % 19a:R=H-15%
17b : R = CF, 18b:R=CF;-71% 19b: R = CF3-30 % (v)
17¢: R = t-Bu 18c: R=t-Bu-70% 19c:R=tBu-22%

(0] F
HzNJt@/O\/ \@R -~
F

IVa:R=H-48%
IV.b : R=CF;-63%
IV.c :R=t-Bu-63%

Schéma 6 : Synthése des dérivés 1,3,4-oxadiazoles de la série IV. Réactifs et conditions :
(i) H2N-NHBoc, DCC, DMAP, DCM, 0 °C puis t.a,, 16 h; (ii) TFA, DCM, t.a,, 16 h; (iii) chlorure de
chloroacétyle, EtsN, toluéne, 0 °C, 15 min ; (iv) POCI3, 110 °C, 3 h; (v) 6, K.CO3, DMF, 35 °C, 3 h.
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La synthése des dérivés furanes est décrite dans le Schéma 7. L’acide 5-bromo-2-
furoique 20 a été estérifié dans le méthanol, puis a été mis en présence de différents
acides boroniques pour obtenir les dérivés 22 par un couplage de Suzuki de maniere
similaire a ce qui est décrit dans la littératurel®l. Les esters ont ensuite été réduits en
alcools par du triéthylborohydrure de lithium1°2, Dans un premier temps, 'activation
des alcools 23 a été envisagée, afin d’alkyler le benzamide. Plusieurs méthodes avaient
été testées, a savoir le remplacement du groupement hydroxyle par un halogene (brome,
chlore ou iode) et la sulfonylation par un mésyle, un tosyle et un triflate. Cependant, la
trop grande réactivité de l'intermédiaire activé conduisait a chaque fois a une
dimérisation des produits sous la forme de la molécule 24, dont le spectre RMN 1H est
montré en Figure 44. Une réaction de Mitsunobu avec le benzamide 6 a donc permis de
contourner ce probléme et de relier le furane au benzamide par le méthylene en une
étape et ainsi d’obtenir les dérivés V désirés?3.

: ) /N
HOOC/@\Br O Meooc/@sr (i) MeOOC g S

(@) (@) R
20 21-93% 22a:R=H-86%
22b:R=CF;-79%
22c:R=tBu-73% (iii)
0 F
B Ho_ [/ \
H,N OWR ﬂ o
R
F
Va:R=H-43% 23a:R=H-85%
Vb:R=CF3-42% 23b:R=CF5;-66 %
V.c :R=tBu-30% 23c:R=t-Bu-82%

Schéma 7 : Synthese des dérivés furanes de la série V. Réactifs et conditions : (i) SOCl,, MeOH,
0°C puis reﬂux, 3h ; RPhB(OH)z, PdClz(PPh3)2, N32CO3, i-PI‘OH, Hzo, 80 OC, 4 h ; [lll) LiBEt3H,
THF, 0 °C puis t.a, 1 h 30; (iv) 6, PPh3, DIAD, DCM, t.a., 4 h.
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Figure 44 : Spectre RMN H du composé 24.

Les 15 produits des séries I a V ont donc pu étre obtenus et leurs structures sont
présentées dans la Figure 45 ci-apres.

2. Evaluation biologique sur S. aureus

Les composés des séries I, II, III, IV et V ont ensuite été testés pour leur activité
antibactérienne contre trois souches de S. aureus, a savoir i) une souche ATCC 29213
servant de référence, sensibles aux antibiotiques classique, ii) une souche SF8300, isolat
clinique résistant a la méticilline et iii) une souche ST20171643, un isolat clinique
résistant a la daptomycine193.194,

Le but de I'expérience est de déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI)
de chaque molécule, soit la concentration minimale en produit nécessaire pour inhiber
la croissance d'un inoculum bactérien standardisé. Cette expérience se fait par la
méthode de microdilution en milieu liquide, tel que recommandé par le CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute)19.

67



Partie 1 - Chapitre 2

oA
4
4
\ ! 1 0
an en
4 4
4 Z
40 ° opzz ° opzz
\ i 0 \ i 0

A ?3u9s

aAl
E]
z
fo’@( \/O\ﬂ”ﬁﬂz H
E] o

Al d3U9S

e'Al a‘

ol

El
z
:m.~l‘©lA\z ﬂ\/opz H
o-N

El o

el

4 d d
N°H NeH N°H
O N oYY oYy
o-N El o o-N E] (0]

E] O

lll 81198

ol

ng- Neo
O

ai
4
NH
€19 N p
/ /J\/O
N-O 4 O

1l 3L9g

E]
4
pz H :mIl;@/

E| (e}

el

al
4 4
N N°H e o~ \ﬂ”ﬁﬂzf
)
Oy O
N-O i 0

4 O

| 2LI9S

e’

El
4
ST

4 O

Figure 45 : Structures des composés des sériesI1a V.
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L’expérience est réalisée en trois étapes. Dans un premier temps, les bactéries
sont repiquées sur gélose Columbia et cultivées a 37 °C pendant une nuit. Les colonies
sont ensuite mises en suspension dans une solution de NaCl 0,45 % a 0,5 McFarland.
Cette valeur de turbidité est utilisée comme référence pour les études de CMI et
correspond a une absorbance de 0,063 a la longueur d’onde de 600 nm. Les solutions
salines sont ensuite diluées au 1/100¢me dans le milieu liquide CaMHB (Cation-adjusted
Mueller Hilton Broth II) afin d’atteindre une concentration deux fois supérieure a la
valeur finale. En parallele, les produits a tester sont solubilisés dans du DMSO a la
concentration de 5 mg/mlL, puis les solutions sont stérilisées et diluées au 1/5¢me dans le
milieu CaMHB pour atteindre une concentration de 1 mg/mL (Figure 46).

37°C
4 18h
4

S. aureus Gélose COS

0,5 McFarland dans NaCl 0,45 %

>
Cd

5
>

Dilution 1/100°™ dans CaMHB

Produit a
tester

Figure 46 : Premiére étape lors de I'évaluation des CMI de nouveaux composés sur S. aureus :
préparation des solutions bactériennes et des composés a tester.

Les composés a tester sont ajoutés sur une plaque 96 puits par une dilution sériée de
facteur 2 pour obtenir une concentration finale allant de 256 a 0,25 pg/mL. La derniere
ligne correspond au témoin de pousse, pour lequel aucun produit n’est ajouté. Les trois
souches bactériennes sont ensuite ensemencées en triplicat pour chaque produit, et les
bactéries sont incubées a 37 °C pour la nuit (Figure 47).

o™
CCCCCCCCCC(IC
«ccccCCCCCCqC
Souche 1 ccoecccc00q
CCCCCCCCCCCIC
e 000
Souche 2 cCcccc(CcCcCcCC(|
CCCCCCCCCCCIC
\&kLkak&kkka
[Conc]—r
(ng/mL)
256 0.25 | T+

Figure 47 : Deuxieme étape lors de I’évaluation des CMI de nouveaux composés sur S. aureus :
ensemencement de plaque 96 puits avec dilution sériée pour les nouveaux produits.
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La CMI est déterminée le lendemain comme étant la concentration en produit la plus
basse pour laquelle il n’y a pas eu de croissance bactérienne (Figure 48). Les produits
étant testés en triplicats, la valeur médiane est conservée.

[Conc]

Pas de croissance a
la concentration ¢, €— CMI

Croissance a la
concentration C,

Colonies

Figure 48 : Troisieme étape lors de I'évaluation des CMI de nouveaux composés sur S. aureus :
lecture des résultats.

Les résultats des tests de CMI des molécules des séries I, II, III, IV et V sont présentés
dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Concentrations minimales inhibitrices des composés des séries I, II, III et IV contre
trois souches de S. aureus.

CMI (pg/mL)

Structure Référence R cLogP
ATCC 292132 SF8300> ST20171643c
. lLa H 202 > 256 > 256 > 256
HQN*/@"V = Lb CFs 2,92 > 256 > 256 > 256
F Lc tBu 3,73 256 128 256
o ILa H 270 32 64 32
%@v*@ ILb CFs 3,60 16 32 8
i Il.c t-Bu 4,41 0,5 1 0,5
L ILa H 237 128 128 > 256
%@r%*@ ILb CFs 327 > 256 > 256 128
F Il.c t-Bu 4,08 8 8 8
o F - IV.a H 2,01 > 256 > 256 > 256
*/@v o) IV.b CF; 291 > 256 > 256 > 256
F IV.c t-Bu 3,72 256 256 256
C V.a H 3,77 256 256 256
*/@VNQ V.b CFs 4,66 256 > 256 > 256
F V.c t-Bu 547 > 256 > 256 > 256
PC190723 0,5 0,5 0,5

a: S. qureus sensible a la méticilline (SASM) ; b : S. aureus résistant a la méticilline (SARM) ; ¢ : S. aureus résistant a la daptomycine (SARD)
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Les 1,2,3-triazoles (séries I), les 1,3,4-oxadiazoles (série IV) et les furanes (série V)
n‘ont pas montré d’activité a des concentrations inférieures a 256 pg/mL. Les
oxadiazoles de la série II sont plus actifs que leurs régioisomeres de la série III, et pour
chaque série le dérivé 4-tert-butylphényle est plus actif que les dérivés phényle et 4-
trifluorométhyle. Par conséquent, le dérivé Il.c, dérivé 1,2,4-oxadiazole portant un motif
4-tert-butylphényle, a été identifié comme étant le plus actif avec une CMI entre 0,5 et
1 pg/mL selon la souche, soit 1,3 a 2,6 pM. On peut également noter que pour les séries I
a IV, l'activité est directement corrélée au LogP, que ce soit au sein des séries comme
entre série. La seule exception est pour la série V, pour laquelle une augmentation du
LogP n’est pas corrélée avec une hausse d’activité. Il reste cependant difficile
d’interpréter les absences d’activité, et d’autres facteurs que I’hydrophobicité entrent
sans doute en jeu. Dans le cas des furanes, on peut aussi supposer que la présence
d’autres hétéroatomes soit nécessaire pour avoir une activité biologique. Les tres bons
résultats de IL.c sur la croissance de S. aureus nous ont donc logiquement poussé a
réaliser de nouvelles évaluations biologiques sur ce composé.

III. Evaluations biologiques supplémentaires du dérivé Il.c

La structure des molécules des cinq premieres séries a été pensée pour I'inhibition
de FtsZ, mais il est nécessaire de vérifier que I'action antibactérienne du dérivé Il.c est
bien liée au ciblage du divisome bactérien. Pour ceci, une analyse morphologique des
bactéries a été réalisée au microscope a fluorescence. De plus, pour espérer une
utilisation in vivo ultérieure, 'absence de cytotoxicité contre des cellules humaines doit
étre assurée.

1. Etude du mode d’action de Il.c par microscopie a fluorescence

Comme expliqué précédemment, l'inhibition de FtsZ prévient la formation de
I'anneau Z, ce qui entraine une mauvaise localisation du septum de division et la
formation de bactéries plus grosses (dans le cas de coques comme S. aureus) ou
filamenteuses (dans le cas de bacilles comme B. subtilis)1°¢. Par conséquent, 'inhibition
de FtsZ entraine un changement de phénotype visible par microscopie. L’action de Il.c
sur le divisome bactérien a donc été étudié par microscopie a fluorescence.

Si la différence de morphologie des bactéries peut se voir par microscopie
photonique par lumiere blanche, une meilleure visualisation est possible en marquant
par fluorescence la paroi bactérienne. Pour ceci, nous avons utilisé un conjugué
vancomycine-BODIPY (Figure 49). Cette structure est constituée d'une molécule de
vancomycine, s'intégrant dans la paroi bactérienne, portant un motif BODIPY,
groupement fluorescent qui une fois excité permet de visualiser la paroi bactérienne.
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Vancomycine-BODIPY

Figure 49 : Structure du conjugué vancomycine-BODIPY.

Les différentes étapes sont présentées ci-dessous (Figure 50). Apres avoir été
cultivées dans du milieu liquide BHI (Brain Heart Infusion ou bouillon cceur-cervelle) en
présence de D-sérine (125 mM), les bactéries sont incubées sur plaque 96 puits en
présence du composé a tester a la concentration minimale inhibitrice (ici Il.c a
0,5 pg/mL), de PC190723 (2 pg/mL, témoin positif) ou sans inhibiteur (témoin négatif)
pendant 4 h. Les bactéries sont ensuite prélevées, centrifugées puis reprises dans le
méme milieu sans D-sérine mais contenant le conjugué vancomycine-BODIPY. Apres 15
min d’incubation, les bactéries sont ensuite déposées entre lame et lamelle, fixées a la
chaleur et analysées au microscope a fluorescence.

Prélevement,
centrifugation et
incubation avec conjugué

Ajout du composé a tester vancomycine-BODIPY

N
v

BHI + D-sérine
37°C, 16 h
avec agitation

BHI + D-sérine + inhibiteur
37 °C, 4 h avec agitation

Dépét sur lame et fixation

b
r//
| . . .
K < Analyse au microscope a
fluorescence
\Q‘
\_Q,

N\

BHI + vanco-BODIPY
t.a., 15 min avec
agitation

Figure 50 : Etapes de I'analyse au microscope a fluorescence de la morphologie de bactéries
traitées avec un inhibiteur de FtsZ.
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Les résultats de 'expérience sont présentés sur la Figure 51. Les bactéries témoin
sont rondes avec un septum bien centré, tandis que les bactéries incubées en présence
de PC190723, inhibiteur de FtsZ, sont plus grosses avec plusieurs septa de division
simultanés et mal localisés. C’est également le cas des bactéries incubées avec Il.c, ce qui
indique que l'action de ce composé impacte bien le divisome bactérien. Les mémes
résultats ont été obtenus avec la souche SF8300 (résistante a la méticilline), dont les
images ne sont pas montrées ici. Compte-tenu de ’homologie entre la structure de Il.c
avec d’autres inhibiteurs de FtsZ connus et l'action sur le divisome, nous pouvons en
déduire que ce composé cible tres certainement FtsZ.

2 um

Témoin positif
Témoin négatif PC190723 (2 pg/mL)

IL.c (0,5 pg/mL)

Figure 51 : Image de microscopie a fluorescence de bactéries S. aureus (souche ATCC 29213)
marquées par un conjugué vancomycine-BODIPY en présence ou en absence de composé
antimicrobien (PC190723 et Il.c).

2. Etude de la cytotoxicité de Il.c sur des cellules A549

Le composé IL.c ayant une bonne CMI et ciblant bien le divisome bactérien comme
supposé, il était nécessaire de s’assurer de I'absence de cytotoxicité contre des cellules
humaines pour permettre un éventuel développement in vivo par la suite.

Le principe de I'expérience est expliqué dans la Figure 52. L'incubation de cellules en
présence d'un composé cytotoxique entraine une fragilisation de la membrane
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plasmique. De I'iodure de propidium, agent intercalant de 'ADN ajouté dans le milieu,
peut alors se lier a 'acide nucléique. Quand cet agent est excité a 535 nm, il géneére de la
fluorescence a 618 nm. La mesure de cette fluorescence permet d’étudier la cytotoxicité
d’un produit.

Perméabilisation
de la membrane

R Bl
P T A
;,;{,F’ QQ@% ADN accessible WAL
i % —_—— ﬁ
i 3 \:gyj\
3 i VAR
%«Q f!ﬁ Wﬁ _
% > Intercalation
e i —_—
e -
R +

Cytotoxique [ ]
Non-cytotoxique e
lodure de propidium

Figure 52 : Principe de I'expérience déterminant la cytotoxicité éventuelle d'un produit.

L’étude de cytotoxicité a été réalisée sur des cellules A549, des cellules épithéliales
alvéolaires basales d’adénocarcinome humain. Elles ont d’abord été cultivées en flasque
dans du milieu DMEM GlutaMAX supplémenté a hauteur de 10 % de sérum de veau
feetal et de 1% de mélange pénicilline/streptomycine. Les cellules ont ensuite été
ensemenceées et cultivées sur plaque 96 puits pendant 24 h a 37 °C, puis le milieu de
culture est remplacé par du milieu neuf contenant de I'iodure de propidium (2,5 ug/mL).
Ont également été ajoutés selon les conditions le composé IlL.c (64 pg/mL, soit 64 fois la
CMI), de 'a-hémolysine recombinante (0,2 pg/mL, toxine de S. aureus cytotoxique) ou
du DMSO (2,56 % v/v, servant de témoin négatif et correspondant a la quantité de DMSO
utilisée comme véhicule pour le composé IlL.c). Les cellules ont ensuite été incubées 7 h a
37 °C et la fluorescence a 618 nm a été mesurée.

Les résultats de I'expérience sont présentés sur la Figure 53. En présence d’a-
hémolysine, le maximum de fluorescence est atteint au bout de deux heures, montrant
un effet cytotoxique. Pour le témoin négatif, une légere hausse de fluorescence est
observée au bout de 6 h. Les courbes de fluorescence correspondant au produit IL.c et au
témoin négatif étant confondues, aucune cytotoxicité n’a été montrée par le dérivé
oxadiazole apres 7 h a la concentration de 64 pg/mL, soit 64 a 128 fois sa CML.
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Figure 53 : Courbes de fluorescence montrant I’absence de cytotoxicité du composé Il.c contre
des cellules A549.

IV. Influence de la substitution du groupe méthylene :
application a la série Il

Suite aux bonnes CMI du composé Il.c contre les différentes souches de S. aureus et la
confirmation de son mode d’action ciblant le divisome, I'optimisation structurale de la
série II a été entreprise. En effet, c’est la série qui a montré les meilleures activités
antibactériennes dans 'ensemble, et pour laquelle la synthese était la plus facilement
accessible. La substitution du méthylene reliant le benzamide au cycle azolé a été
étudiée dans la littérature et il a été montré que l'addition d’'un groupement méthyle
pouvait fortement augmenter l'activité antibactérienne?3. Une série VI a été développée,
analogue des 1,2,4-oxadiazoles de la série II mais portant un méthyle sur le groupement
meéthylene reliant le cycle azolé au benzamide.

1. Synthése des dérivés méthylés (série VI)

La synthese des composés de la série VI est décrite dans le Schéma 8. A l'instar de la
série II, les hydroxyamidines 12 ont été acylées par du chlorure de chloropropionyle et
cyclisées pour obtenir les oxadiazoles 24186, I’alkylation du benzamide 6 a permis
d’obtenir les produits finaux VI.a-c84.
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12a:R=H 24a:R=H-61% VlLa:R=H-56%
12b : R = CF; 24b : R = CF5- 55% VIL.b: R =CF;-39%
12c : R=tBu 24c : R =t-Bu - 66% Vl.c: R=1t-Bu-78%

Schéma 8 : Synthése des dérivés 1,2,4-oxadiazoles de la série VI substitués sur le méthylene.
Réactifs et conditions : (i) chlorure de chloropropionyle, Ets;N, toluéne, 0 °C, 15 min puis reflux,
4 h; (iii) 6, K2COs3, DMF, 35 °C, 3 h.

Initialement, la synthése des composés énantiopurs était envisagée. Pour ceci, le (R)-
et le (S)-chlorure de propionyle étaient synthétisés in situ depuis les acides
correspondants en présence de chlorure d’oxalyle puis réagissaient avec les
hydroxyamidines 12 pour obtenir les dérivés 24, suivi par 'alkylation du benzamide 6.
Les pouvoirs rotatoires des produits finaux ont ensuite été mesurés. Il s’est alors avéré
que ces derniers étaient proches de zéro et que les pouvoirs rotatoires de deux
énantiomeres supposés étaient de signe opposé mais pas de valeur absolue égale. La
racémisation est sans doute liée a un mélange de SN1 et de SN2 lors de I'alkylation du
benzamide. En effet, le carbocation formé lors de la déchloration des intermédiaires 24
est stabilisé par mésomérie a la fois sur le cycle oxadiazole et sur le phényle, ce qui
favorise la SN1 (et a fortiori la racémisation).

L’analyse des spectres RMN 1H et 13C (Figure 54, ci-contre) du composé VILb
permettent tout d’abord de confirmer que le produit désiré a bien été obtenu et en
pureté suffisante pour I’évaluation biologique subséquente. On peut également noter
que les protons du phényle (H2’ et H3’) couplent avec les fluors du groupement
trifluorométhyle, les signaux étant donc des doublets démultipliés. Le couplage 1°F - 13C
est encore plus marqué. En effet, le signal du CF3 est un quadruplet avec une constante
de couplage de 271,4 Hz. Le couplage s’étend également aux carbones 4 (C4’) et 3 (C3’),
pour lesquels les signaux sont également des quadruplets et avec comme constante de
couplage respective 32,3 Hz et 3,8 Hz.

Les trois composés de la série VI ont donc été obtenus et leurs structures sont
présentées dans la Figure 55 ci-apres.
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Figure 54 : Spectres RMN 1H et 13C du composé VLb.
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Série VI

O F O’N\ O F O’N\
0 > 0 >
HZN*/@ %%@ HZNJ\/C( %%@c
F F
Vl.a VL.b
O F O’N\
0 = !
F
Vli.c

Figure 55 : Structures des composés de la série VL.

2. Evaluation biologique sur S. aureus des composés de la série VI

Les résultats des tests de CMI des composés de la série VI sont présentés dans le
Tableau 3 ci-dessous.

Tableau 3 : Concentrations minimales inhibitrices des composés de la série VI contre trois
souches de S. aureus.

CMI (pg/mlL)

Structure Référence R cLogP —— rrro07730  SF3000 ST20171643¢
ot o Via H 3,06 16 16 16
%@Y\@ VLb CF; 396 1 1 1
¢ Ve t-Bu 4,77 1 1 1
PC190723 0.5 0.5 0.5

a: S. aureus sensible a la méticilline (SASM) ; b : S. aureus résistant a la méticilline (SARM) ; ¢ : S. aureus résistant a la daptomycine (SARD)

L’ajout d'un groupement méthyle a drastiquement augmenté I’activité des composés
VLa et VLLb en comparaison a Il.a (32/64/32 pg/mL) et IL.b (16/32/8 pg/mL). En
revanche, I'ajout du méthyle n’a quasiment pas eu d’influence sur le dérivé tert-butyle
VI.c, augmentant légerement la CMI a 1 ug/mL pour les trois souches. Cette nouvelle
série a donc permis d’identifier le composé VLb, plus actif que son homologue non-
méthylé, ayant une CMI de 1 pg/mL pour les trois souches de S. aureus testées.
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V. Etudes de modélisation moléculaire et de

pharmacocinétique prédictive

1. Etudes de docking

Afin d’étudier la relation structure-activité des molécules actives, des travaux de
docking moléculaire ont été menés. Le docking est une méthode de bioinformatique qui
permet de prédire la conformation la plus stable d’un ligand au sein d’une protéine et de
calculer l'énergie d’interaction. Plus les interactions (liaisons hydrogeéne, liaisons
halogene, m-stacking, interactions hydrophobes...) sont fortes et nombreuses entre la
protéine et le ligand, plus le complexe est stable, ce qui est caractérisé par une énergie
d’interaction faible. Dans le cas présent, cette méthode est utilisée a I’échelle d’'un seul
ligand afin d’étudier son mode de liaison a FtsZ. Cependant, le docking peut également
étre utilisé a I’échelle de dizaines voire de centaines de milliers de composés afin de faire
un criblage virtuel de ligands pouvant théoriquement se lier a la protéine cible, ce qui
sera présenté dans la suite de ce manuscrit. Lors du docking, la structure de la protéine
est le plus souvent rigide. On peut cependant aussi décider de laisser de la flexibilité aux
chaines latérales des acides aminés du site ciblé lorsque c’est nécessaire, ce qui
augmente considérablement le temps de calcul mais traduit plus fidélement la flexibilité
naturelle des protéines.

Les différentes étapes pour réaliser le docking d’'une molécule au sein d'une protéine
sont décrites dans la Figure 56 ci-apres. Tout d’abord, la molécule a docker doit étre
dessinée puis I'énergie de sa structure minimisée afin d’obtenir une structure 3D. En
parallele, il faut choisir la structure cristalline de la protéine d’intérét (seule, co-
cristallisée avec un ligand qui doit étre retiré avant le docking...) ainsi que le site ciblé
(site actif, poche allostérique, etc.) et si nécessaire les acides aminés flexibles. La « grid
box » est un espace parallélépipédique au sein duquel le docking du ligand est réalisé,
qui doit étre suffisamment grande pour contenir 'ensemble de la zone ciblée. Le docking
est ensuite réalisé au sein de cette boite, centrée sur la zone d’intérét. Lors du docking, la
structure du ligand est flexible, afin de trouver les meilleures conformations au sein de
la poche. A l'issue des calculs, les poses des ligands ayant les énergies d’interactions les
plus faibles correspondent aux conformations préférentielles au sein de la protéine.
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Figure 56 : Etapes pour le docking d’'un composé au sein de la structure d’une protéine.

Les interactions avec FtsZ des dérivés trifluorométhyle ILb et tert-butyle Il.c, ainsi
que des homologues méthylés VLb et VI.c, dont les structures sont rappelées en Figure
57, ont été étudiés par docking avec le logiciel Vinal97.

O F O’N\ O F O’N\
0 > 0 > .
. %N%@ca HZN)ij/ %N%@t Bu
F

F

Il.b ll.c

CMI : 8 - 32 yg/mL CMI:0,5-1 pg/mL
O F o-N O F o-N
(o) > (e N -

F F

Vi.b Vl.c

CMI : 1 pg/mL CMI : 1 ug/mL

Figure 57 : Structures et CMI des quatre composés étudiés par docking.

La structure cristalline utilisée est celle avec le code PDB 6KVP, pour laquelle FtsZ est
co-cristallisée avec l'oxazole 1 vu précédemment (Figure 40, page 57)197. Les chaines
latérales de plusieurs acides aminés formant la poche allostérique ont été définies
comme flexibles, a savoir Met98, Val129, Ile197, Leu200, Val203, Asn208, Leu209,
Val214, Met218, 11e228, Asn263, Val297 et Thr309. Cela permet ainsi de simuler au
mieux les mouvements potentiels de la poche allostérique déja montrée comme étant
tres flexible®l. De plus, la prédiction de la liaison des dérivés tert-butyles a la protéine,
plus gros que le ligand co-cristallisé 1, est plus pertinente.
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Les résultats du docking du composé IL.b sont présentés dans la Figure 58. On peut
voir que le benzamide interagit avec quatre acides aminés, a savoir Leu200, Val203,
Asn208 et Leu209, tandis que le reste de la molécule fait des interactions hydrophobes
avec la poche allostérique. Cependant, il est a noter que ILb est peu superposé avec le
ligand co-cristallisé (Figure 58C). En effet, le cycle azolé est plus situé vers 'arriere de la
poche, ce qui fait que le motif trifluorométhylphényle est ancré moins profondément.

-

°* gu»:u.«)

Asn208(A)
L

Val203(A)

6KVP - ILb

Figure 58 : Résultats du docking du composé IL.b avec FtsZ. A : Structure de ILb au sein de la
poche allostérique. B : Interactions réalisées entre ILb et la protéine. C : Superposition de IL.b
docké (cyan) et du ligand co-cristallisé 1 (magenta).

Le fort gain d’activité entre IL.b (CMI entre 8 et 32 pg/mL) et VL.b (1 pg/mL) peut
étre expliqué par le docking. Comme on peut le voir sur la Figure 59, les liaisons
hydrogeéne avec la poche sont globalement les mémes pour VLb que pour ILb. En
revanche, le positionnement du ligand au sein de la poche n’est plus le méme, et celui-ci
est ancré plus profondément dans la partie hydrophobe de la poche. Ceci se traduit par
le fait que les molécules VL.b et 1 peuvent se superposer. Le groupement méthyle, par
ses interactions hydrophobes a l'entrée de la poche, permet donc un meilleur
positionnement de '’ensemble de la molécule au sein du site de liaison, permettant une
meilleure inhibition de FtsZ et donc une meilleure activité antibactérienne.
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Figure 59 : Résultats du docking du composé VLb avec FtsZ. A : Structure de VL.b au sein de la
poche allostérique. B : Interactions réalisées entre VLb et la protéine. C : Superposition de VL.b
docké (cyan) et du ligand co-cristallisé 1 (magenta).

Le docking du dérivé Il.c, meilleur composé obtenu, a également été réalisé et les
résultats sont présentés dans la Figure 60. Outre les liaisons hydrogéne avec les résidus
Leu200, Asn208 et Leu209, on observe que l'oxygene de 'oxadiazole est également a
méme de faire une liaison hydrogene avec I'hydroxyle du résidu Thr309. L’existence de
cette interaction, méme temporaire lors de la liaison a la poche, pourrait alors expliquer
pourquoi les dérivés furanes de la série V n’ont pas montré d’activité antibactérienne. En
effet, méme si ces derniers ont des LogP élevés a l'instar de la série II, I'absence
d’hétéroatome sur les positions 3 et 4 préviendrait la formation de cette liaison
hydrogene et la liaison subséquente a la protéine. Par ailleurs, le ligand est globalement
bien superposé avec le ligand co-cristallisé, ce qui est cohérent avec la bonne activité
antibactérienne mesurée.
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6KVP -1Il.c

Figure 60 : Résultats du docking du composé Il.c avec FtsZ. A : Structure de Il.c au sein de la
poche allostérique. B : Interactions réalisées entre Il.c et la protéine. C : Superposition de Il.c
docké (cyan) et du ligand co-cristallisé 1 (magenta).

Enfin, 'analogue méthylé de Il.c, Vl.c, a été docké au sein de FtsZ, tel que montré
dans la Figure 61. La différence majeure avec Il.c tient au fait que I'oxadiazole soit un
peu plus ancré dans la poche et completement superposé avec I'oxazole de la molécule
1, ce qui entraine la disparition de la liaison hydrogene avec la Thr309. Le réseau de
liaisons hydrogene faites entre le benzamide et la protéine reste conséquent, avec
quatre acides aminés ciblés.
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Figure 61 : Résultats du docking du composé VI.c avec FtsZ. A : Structure de VI.c au sein de la
poche allostérique. B : Interactions réalisées entre VI.c et la protéine. C : Superposition de VI.c
docké (cyan) et du ligand co-cristallisé 1 (magenta).

Il est alors intéressant de constater que les composés VLb et VI.c, ayant tous deux
une CMI de 1 pg/mL pour les trois souches de S. aureus testées, sont également
parfaitement superposés par docking (Figure 62), ce qui n’était pas le cas des analogues
non méthylés de la série II. On peut également noter que pour tous les composés
dockés, la fonction amide est inversée par rapport au benzamide de I'oxazole 1, ce qui
peut expliquer pourquoi aucun ne fait de liaison hydrogene avec le résidu Asn263.

Figure 62 : Superposition des résultats de docking de VL.b (jaune) et VI.c (cyan) au sein de la
poche allostérique de FtsZ.

Pour conclure sur les études de docking, les calculs montrent que l'interaction des
composés avec FtsZ se fait de deux manieres. D’une part, le motif 2,6-difluorobenzamide
fait des liaisons hydrogene avec trois ou quatre acides aminés de la poche. D’autre part,
le reste de la structure s’insere dans le reste de la poche, trés hydrophobe. Dans le cas de
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IL.c, le motif tert-butyl s’insere profondément dans la poche et il est stabilisé par de
nombreuses interactions hydrophobes. L'oxygéne de I'oxadiazole formerait également
une liaison hydrogene avec le résidu Thr309. L’analogue méthylé de Il.c, VI.c, a une
conformation légerement différente pour laquelle la liaison hydrogene avec le résidu
Thr309 n’a plus lieu, ce qui peut expliquer la 1égere baisse d’activité antibactérienne.
Dans le cas de VLb, I'ajout du méthyle par rapport a IL.Lb permet de réaliser de nouvelles
interactions hydrophobes a I'entrée de la poche avec la protéine, ce qui déplace le ligand
et permet un meilleur ancrage de la zone 3 dans la partie hydrophobe de la poche,
entrainant un gain d’activité.

2. Etudes de pharmacocinétigue prédictive

Afin d’estimer le potentiel des composés Il.c et VL.b a devenir un jour des
médicaments, leurs propriétés pharmacocinétiques ont été prédites a l'aide de
SwissADME et pkCSM198199, Les valeurs obtenues sont calculées par comparaison avec
d’autres molécules dont les propriétés sont connues. Par conséquent, ces données
prédictives permettent d’avoir un apercu des propriétés pharmacocinétiques des
produits, mais devraient évidemment étre corroborées par des tests biologiques. Les
résultats concernant l'absorption, la distribution, le métabolisme et I’élimination
(ADME) des produits sont présentés dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Données d’ADME prédictives des dérivés Il.c et VLb.

Ca s y Dérivé
Propriéte Unité
IL.c VLb
Masse molaire g/mol 387,38 413,3
LogP 4,41 3,96
Donneur de liaison H # 1 1
Accepteur de liaison H # 7 10
Liaisons flexibles # 6 6
PSA Az 91,24 91,24
Perméabilité Caco-2 log Papp en 10-¢ cm/s 1,213 1,312
Absorption intestinale % Absorbé 92 89
VDss log L/kg -0,82 -0,663
Fraction non liée Fnl 0,181 0,073
Perméabilité BHE log BB -1,1 -1,442
Perméabilité SNC log PS -3,303 -3,012
Inhibiteur CYP2D6 Oui/Non Non Non
Inhibiteur CYP3A4 Oui/Non Oui Oui
Clairance totale log ml/min/kg -0,102 -0,519

Tout d’abord, les deux produits respectent les regles de Lipinski (masse molaire <
500 g/mol, LogP < 5, nombre de donneurs de liaisons hydrogéne < 5 et nombre
d’accepteurs de liaisons hydrogene < 10) et de Veber (nombre de liaisons flexibles < 10
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et PSA < 140 A?), ce qui présume d’une bonne biodisponibilité orale200201, Les deux
composés seraient également bien absorbés au niveau intestinal avec un log de la
perméabilité aux cellules Caco-2 supérieur a 0,9 x 10® cm/s, et une absorption
intestinale autour de 90 %. En revanche, le volume de distribution prédit est tres faible,
et les produits seraient tres liés aux protéines plasmatiques. On peut également noter
qu’ils ne seraient pas a méme de passer la barriere hémato-encéphalique (BHE) et
accéder au systeme nerveux central (SNC), ce qui aurait pu causer une toxicité
neurologique. Enfin, ils seraient capables d’inhiber I'isoforme 3A4 du cytochrome P450,

et resteraient longtemps dans I'organisme en raison d’une faible clairance.

Ces données d’ADME prédictive sont globalement prometteuses, et encouragent le
développement des dérivés Il.c et VI.b comme nouveaux antibiotiques. Les problemes
de distribution pourraient en revanche faire considérer la formulation sous forme de
prodrogue, a I'instar du TXA709 décrit dans le chapitre 1.

VI. Conclusion

En se basant sur un modéle tripartite retrouvé a plusieurs reprises dans la littérature
parmi les inhibiteurs de FtsZ, la conception, la synthése et I'évaluation biologique de
nouveaux dérivés benzamides portant un cycle a cinq chainons a été entreprise.
Plusieurs séries de triazoles, oxadiazoles et furanes ont été étudiées, ce qui a permis de
mettre en évidence I'importance de la présence et de la position de 'atome d’oxygene
dans I’hétérocycle de la zone 2 des inhibiteurs tripartites. Ceci a conduit a 'identification
du composé Il.c, un 3-(4-(tert-butyl)phenyl)-1,2,4-oxadiazole relié au pharmacophore
2,6-difluorobenzamide par un méthylene ayant une CMI de 0,5 a 1 pg/mL contre
différentes souches de S. aureus antibiorésistantes. La diversification structurale de ce
dérivé a permis d’identifier VLb, un 1,2,4-oxadiazole portant un noyau 4-
trifluorométhylphényle et relié au 2,6-difluorobenzamide par un méthyléne méthylé
ayant également une CMI de l'ordre de 1 pg/mL contre S. aureus. Une étude de relation
structure activité aidée par le docking a ensuite permis de mieux identifier I'importance
de chaque partie de la molécule pour linteraction avec FtsZ. L’importance de
I’hydrophobicité globale de la molécule, caractérisée par un LogP élevé, a également été
mise en avant. Il a par ailleurs été démontré que Il.c ciblait bien le divisome bactérien,
entrainant une délocalisation du septum de division, et ne présentait pas de cytotoxicité
contre des cellules humaines A549.

Les perspectives concernant ces travaux sont multiples. D’'une part, des évaluations
biologiques supplémentaires sur Il.c sont envisagées. S. aureus pouvant se développer
sous forme de biofilms, il serait intéressant d’étudier I'action de notre composé dans ces
conditions. Comme expliqué dans le chapitre 1, la synergie entre le dérivé Il.c et des -
lactames sur des souches de SARM mériterait également d’étre investiguée.
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D’autre part, de nouvelles modifications structurales sur Il.c et V.b pourraient étre
faites. Comme mentionné suite a l'étude de pharmacocinétique prédictive, la
formulation sous forme de prodrogues pourrait étre étudiées, afin d’augmenter
I’hydrosolubilité des deux meilleurs composés, tres hydrophobes (LogP supérieurs ou
égaux a 4). La substitution sur le groupement méthylene pourrait également investiguée.
Si I'ajout d'un méthyle a augmenté l'activité grace a des interactions hydrophobes
supplémentaires, une chaine alkyle polaire pourrait réaliser de nouvelles liaisons
hydrogene a I'extérieure de la poche. Le docking d’'un dérivé propanamide (Figure 63)
montre en effet des interactions entre la chaine portée par le groupement méthyléne et

les chaines latérales des résidus Asp199 et Asn263.

Figure 63 : Docking au sein de la poche allostérique de FtsZ d’'un analogue de V.b portant une
chaine propanamide sur le groupement méthyléne (code PDB : 6KVP)107,
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I. Introduction et démarche

Cette deuxieme partie du travail est consacrée au motif 2,6-difluorobenzamide,
formant la zone 1 des inhibiteurs tripartites vu précédemment. C'est un des
pharmacophores les plus décrits chez les inhibiteurs de FtsZ, et la seule molécule
actuellement en phase clinique, le TXA709, est un dérivé benzamide. L’intérét de ce
groupement dans l'inhibition de la protéine est lié aux nombreuses liaisons hydrogene
qu'il peut faire avec les acides aminés de la poche. FtsZ a été co-cristallisée avec
différents inhibiteurs portant un benzamide comme le PC190723 (code PDB: 4DXD),
I'oxazole 1 (code PDB: 6KVP) ou encore le 2,6-difluoro-3-méthoxybenzamide (code
PDB: 6YD1)6L74107, [’étude de onze complexes (dont ces trois derniers ainsi que huit
autres, dont les codes PDB sont 6YD6, 6YD5, 5XDV, 5XDU, 5XDT, 5XVQ, 6KVQ et 3VOB)
ont permis d’identifier les trois acides aminés clés avec lesquels le benzamide fait des
liaisons hydrogéne: Val207, Leu209 et Asn263397490107. Le réseau de liaisons
hydrogéne formé par le PC190723 est utilisé comme exemple dans la Figure 64.

GIn192(A)

Val310(4) %‘n‘ﬂ\
Te311(4)
e
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$* %;227@\)
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Figure 64 : Réseau de liaisons hydrogene formé par le PC190723 au sein de la poche
allostérique de FtsZ (code PDB : 4DXDs61).

Une stratégie pour identifier de nouveaux inhibiteurs de FtsZ serait donc de
synthétiser des analogues du 2,6-difluorobenzamide capables de cibler les mémes acides
aminés. Une autre méthode serait de développer des inhibiteurs multivalents portant
plusieurs motifs benzamides. Ces deux stratégies ont été menées et les résultats sont
présentés dans ce chapitre.
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II. Conception, synthese et évaluation biologique d’analogues
du 2,6-difluorobenzamide

La recherche d’analogues du motif benzamide a déja été recensée dans la littérature,
mais a rarement été couronnée de succes. Des analogues du PC190723 pour lequel le
benzamide a été remplacé par son bioisostere sulfonamide a conduit a la perte totale
d’activité antibactérienne (composés 25a et 25b, Figure 65)202, Les analogues
trifluorométhyle et imidazoles 26, 27a et 27b ont également montré une activité
antibactérienne réduite’4. Les seuls exemples a ce jour d’analogues de benzamides actifs
sur FtsZ sont des dérivés 1,2,3-triazoles (28a et 28b, Figure 65), bioisosteres de la
fonction amide déja décrits dans le chapitre 1105

SO,NH, F3C_NH, N _NH
F F
N
O/Y X o Cl X
S / \ Cl O/\O/
25a: X =N 26 27a: X =Cl
25b: X =CH 27b : X = CF4
N—NH
Iy
N~
R R
o/\K\/\
28a:R=H
28b:R=F

Figure 65 : Structure d’analogues de benzamides.

Dans cette étude, nous avons étudié trois séries d’analogues, a savoir des hydrazides,
des acides hydroxamiques et des urées, portées a chaque fois par un phényl difluoré ou
non sur les positions 2 et 6. Deux dérivés benzamide et 2,6-difluorobenzamide ont
également servi de référence (Figure 66). Afin de se focaliser sur l'influence du
remplacement de la fonction amide, tous les composés étaient substitués en position 3
par un motif hexyloxy. Il a été démontré que pour l'inhibition de FtsZ la longueur
optimale d’une chaine alkyloxy en position 3 était de neuf atomes de carbones®3.
Cependant, les analogues étant plus volumineux qu’'une fonction amide, il a été décidé
d’utiliser une chaine plus courte pour s’assurer que les molécules puissent s’insérer
correctement dans la poche allostérique. C’est également cohérent avec les résultats

obtenus par Shutao Ma et son équipe lors de la découverte des dérivés triazoles (Figure
65)105,
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R R R=HouF
OCgH13
J Série VI N
H H
O«_N-NH, O«__N-OH
R R R R
OCgHy3 OCgHy3

Série VI R R Série IX

OCgH13
Série X

Figure 66 : Structures des benzamides de la série VII et des analogues hydrazides,
hydroxamates et urées des séries VIII, IX et X.

1. Synthese des séries VII, VIIL IX et X

Tout d’abord, les benzamides de la série VII ont été synthétisés tel que décrit dans le
Schéma 9. Dans un premier temps, I'acide 3-hydroxybenzoique 29 a été converti en
benzamide correspondant en passant par un intermédiaire chlorure d’acyle mis en
présence d’ammoniaque aqueux. La fonction phénol a ensuite été alkylée par du 1-
bromohexane pour obtenir I'amide désiré VIL.a avec un rendement de 85 % sur deux
étapes84. Le benzamide difluoré VIL.b a quant a lui été obtenu dans les mémes conditions
en partant du dérivé phénolique 6 précédemment synthétisé.

COOH CONH,
(i), (ii) (iii)
OH OH OCGH13
29 30-88 % ViLa -97 %
CONH,
F i © F
OH OCgH13
6 VILb - 95 %

Schéma 9 : Synthese des dérivés benzamide de la série VII. Réactifs et conditions : (i) SOCI,
DMF cat., DCM, 70 °C, 4 h; (ii) NH3 25% agq., 0 °C puis t.a., 16 h; (iii) 1-bromohexane, K,CO3, DMF,
35°C, 16 h.
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La synthese des composés des séries VIII, IX et X nécessitait 'obtention préalable
des acides 3-(hexyloxy)benzoique et 2,6-difluoro-3-(hexyloxy)benzoique dont les
syntheses sont décrites dans le Schéma 10 et le Schéma 11. Pour le dérivé non fluoré,
'acide 3-hydroxybenzoique 29 a été estérifié dans le méthanol en présence de chlorure
de thionyle, puis alkylé avec du 1-bromohexane pour obtenir I'intermédiaire 3297.203, Cet
ester a ensuite été saponifié pour conduire a I'acide désiré 33204,

COOH COOMe COOMe COOH
—- @ oy w0y
OCgHy3 OCgH13
29 31-88% 32-58% 33-93%

Schéma 10 : Synthese de I'acide 33. Réactifs et conditions : (i) SOCIz, MeOH, 0 °C puis 65 °C, 3 h;
(ii) 1-bromohexane, K,COs3, Nal, ACN, 70 °C, 7 h; (iii) NaOH, EtOH, t.a.,, 16 h.

Le dérivé fluoré 35 a été obtenu par 'alkylation du 2,4-difluorophénol 2 suivie de la
déprotonation du carbone 3 par du n-BulLi et la carboxylation de cette position par de la
carboglace?’.

COOH
F F F F - .
O 0 O, ey
OCgH
OH ors OCgH13
2 34-77% 35-58 %

Schéma 11 : Synthese de I'acide 35. Réactifs et conditions : (i) 1-bromohexane, K,COs, Nal, ACN,
70 °C, 7 h;; (ii) n-BuLi, THF, - 78 °C, 1 h ; (v) carboglace, THF, t.a,, 2 h.

La synthese des hydrazides de la série VIII est décrite dans le Schéma 12. Les acides
sont couplés avec de la N-Boc hydrazine avec du DCC comme agent de couplage pour
obtenir les intermédiaires 36 qui sont ensuite déprotégés au TFA pour obtenir les
hydrazides VIILa et VIILb189. La différence de rendement entre les deux dérivés est
vraisemblablement liée a une perte du produit non fluoré lors de I’extraction en raison
d’'une meilleure hydrosolubilité.

H H

COOH 0O-_ _N—NHBoc Os__N—NH,

R R : )
(i) R R (ii) R R
—_— —_—
OCgH

6r3 OCgH13 OCgH13
33:R=H 36a:R=H-64% VilLa:R=H-41%
35:R=F 36b:R=F-52% VILb:R=F-94%

Schéma 12 : Syntheése des dérivés hydrazides de la série VIII. Réactifs et conditions :
(i) H2N-NHBoc, DCC, DMAP, DCM, 0 °C puis t.a.,, 16 h ; (ii) TFA, DCM, t.a,, 24 h.
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La voie de synthese initialement étudiée pour les dérivés hydroxamates de la série IX
était similaire a celles des hydrazides, comme montré sur le Schéma 13. Dans un
premier temps, les acides carboxyliques ont été couplés a de la O-benzylhydroxylamine
pour obtenir les intermédiaires 37, qui devaient étre ensuite déprotégés a l'aide de
palladium sur charbon sous atmosphere d’hydrogéne29. Cependant, nous avons observé
qu’au lieu de la débenzylation, le clivage de I'acide hydroxamique avait lieu, conduisant
dans le cas des dérivés fluorés au benzamide VILb.

H H
COOH Os~_N-0Bn Os__N—OH
R R : (ii ?
M R R ><» R R
OCgH
6'113 OC6H13

OCgH13
33:R=H 37a:R=H-75% IXa:R=H
35:R=F 37b :R=F-60% IXb:R=F
F F
L
OCgH13
Vil.b

Schéma 13 : Voie de synthese initialement envisagée pour les dérivés acides hydroxamiques de
la série IX. Réactifs et conditions : (i) BnO-NH;-HCI, DCC, DMAP, DCM, 0 °C puis t.a., 16 h;;
(ii) Hz, Pd/C 10 %, MeOH, t.a., 10 h.

La formation de la molécule VILb a été constatée grace aux analyses structurales du
produit obtenu, a savoir la RMN et la spectrométrie de masse. L’analyse RMN !H ayant
été faite dans le méthanol deutéré, les protons échangeables ne sont pas visibles. En
revanche, la comparaison des spectres RMN de VILb (en rouge sur la Figure 67A) et du
produit obtenu apres réaction avec le palladium (en vert) montre que les pics
caractéristiques ont exactement les mémes multiplicités et déplacements. A contrario,
les protons H4 et H5 sont légerement plus déblindés sur le spectre du composé IX.b
(obtenu par la suite, en bleu). L’analyse par spectrométrie de masse (Figure 67B)
montre également que le produit obtenu a une masse m/z égale a 258,1 pour l'ion
[M+H]* et a 280,1 pour I'ion [M+Na]*, ce qui correspond a la masse du composé VILb. La
masse exacte attendue pour le composé IX.b, 273,1 pour l'ion [M+H]*, n’apparait quant a
elle pas sur le spectre.

95



Partie 1 - Chapitre 3

A
| H4 H5
A MM
24| H4 Fis [t
|| I
I H\'
| Tl
I J‘ﬂ | (\ I} ||
ﬁ\j\J\JUU'\ }MU \ }d‘
g —— - — g
4 H4 Hs (&5

1.00
1.00

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
7.26 7.24 7.22 7.20 7.18 7.16 7.14 7.12 7.10 7.08 7.06 7.04 7.02 7.00 6.98 6.96 6.94 6.92 6.90 6.88 6.

f1 (ppm)

Ttens. N Impact2_220118_13_TBII-074.d: +MS, 440 2min #248-267
x107 MMNa+

1.5 -H+Na s

N;L 1
1.0
0.5 Py -H+K
25k.1 1+ i
2811 2961
2722

i l 2981
x10% Impact2_220118_13_TBII-074.d: C13H17F2NO2, M+nMa, 1+, 280.1

2.5

1+

=0 2801

15

1.0

1
03 2811
0ol : : : : L : : : :
255 260 265 270 275 280 285 290 205 300 mjz

Figure 67 : Analyses structurales du dérivé VILb obtenu comme sous-produit lors de la
synthése de 'acide hydroxamique IX.b. A : Superposition des spectres RMN 1H de VILb (rouge),
du produit obtenu par clivage (vert) et de IX.b (bleu). B : Spectre de masse du produit obtenu
par clivage.

La voie de synthese finale des acides hydroxamiques de la série IX est décrite dans le
Schéma 14 et nécessitait la synthése des esters 31 et 37. Le premier a déja été
synthétisé précédemment (Schéma 10, page 94), tandis que le second a été obtenu
depuis I'acide benzoique correspondant 35 dans le méthanol203. La réaction de ces
esters en présence d’hydroxylamine a permis d’obtenir les composés IX.a et IX.b
voulus206,
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COOMe

(ii) H
oH O+_ N-OH
31

R

COOH COOMe
F F 0 F F / OCeH13
(ii) IXa:R=H-36%

R=F. [y
OCeH1s OCgH1s IXb:R=F-47%
35 37 -84 %

X

Schéma 14 : Synthese des dérivés acides hydroxamiques de la série IX. Réactifs et conditions :
(i) SOClz, MeOH, 0 °C puis 65 °C, 3 h; (ii) HO-NHz-HCl, NaOH, H:0, dioxane, 0 °C puis t.a., 16 h.

La 3-hydroxyphénylurée étant commerciale, une simple alkylation a permis
d’obtenir le composé X.a, comme montré sur le Schéma 1584 Le dérivé difluoré X.b a
quant a lui été obtenu en deux étapes d’aprés un protocole adapté de la littérature :
'acide carboxylique 35 a d’abord été converti en isocyanate par un réarrangement de
Curtius, puis cet intermédiaire a subi une attaque nucléophile par de I'ammoniaque
anhydre ce qui a conduit a la formation de I'urée207,

=0

HN NH, ()
f OH OCgH13
39 X.a-74%
COOH
F F -
\@i (i), (iii) E £
X.b-33%

Schéma 15 : Synthese des dérivés urées de la série X. Réactifs et conditions : (i) 1-bromohexane,
K>CO3, DMF, 35 °C, 16 h ; (ii) DPPA, Et3N, toluéne, 100 °C, 1 h; (iii) NH3, dioxane, t.a., 16 h.

Les huit produits des séries VII a X ont donc pu étre obtenus et leurs structures sont
présentées dans la Figure 68.
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Série VIl Série VIII
H H
(@) N—NH, (@] N—NH,
F F F F
OCGH13 OC6H13 OCGH13 OC6H13
Vil.a Vil.b Vlll.a VIil.b
Série IX Série X
H H
(@) N—OH (@) N-OH
F F i F- i :F
IX.a IX.b IX.a IX.b

Figure 68 : Structures des composés des séries VII a X.

2. Evaluation biologique sur S. aureus et études de docking

A Tlinstar des autres produits synthétisés au cours de ce projet, l'activité
antibactérienne des molécules des séries VII, VIII, IX et X a été évaluée contre trois
souches de S. aureus, a savoir ATCC 29213 (SASM), SF8300 (SARM) et ST20171643
(SARD) avec le PC190723 comme molécule de référence. Les résultats sont présentés

dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Concentrations minimales inhibitrices des composés des séries VII, VIII, IX et X
contre trois souches de S. aureus.

CMI (ug/mL)

Structure Référence — rr99213«  SF83000  ST20171643
@ ViLa 256 256 256
F F VILb 8 8 8
0CHss
g
0._N-NH,
é ViiLa 128 128 128
OCqHis
)
0._N-NH,
& VIILb > 256 > 256 > 256
OCqHi3
o_N-on
& IX.a 64 64 64
OCeH13
o /H—OH
& IX.b > 256 > 256 > 256
OCgHy3
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o)
I

|

X.a > 256 > 256 > 256
HN"ﬁ“NH
F Fo X.b > 256 > 256 > 256
OCgH13
PC190723 0,5 0,5 0,5

a: S. aureus sensible a la méticilline (SASM) ; b : S. aureus résistant a la méticilline (SARM) ; ¢: S. aureus résistant a la daptomycine (SARD)

Tout d’abord, on observe chez les benzamides que la présence des fluors entraine un
gain d’activité de facteur 32. Ce résultat est cohérent avec la littérature, I'importance des
fluors ayant déja été démontrée®3. Il est également a noter que la CMI du dérivé VILDb est
identique aux valeurs de la littérature, alors que celle du dérivé VILa est plus élevée que
dans d’autres études (256 pg/mL contre 16 a 64 ng/mL)83183, De faibles activités ont été
observées pour les hydrazides VIIL.a (128 pg/mL) et acides hydroxamiques IX.a
(64 pg/mL) tandis que leurs analogues difluorés sont inactifs, de méme que les urées de
la série X.

Afin d’étudier la relation structure-activité du composé IX.a, celui-ci a été docké au
sein de la poche allostérique de FtsZ (code PDB : 4DXD), comme montré sur la Figure 69.
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Figure 69 : Résultats du docking du composé IX.a avec FtsZ. A : Structure de IX.a au sein de la
poche allostérique. B : Interactions réalisées entre IX.a et la protéine. C : Superposition de IX.a
docké (cyan) et du ligand co-cristallisé PC190723 (magenta).
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Logiquement, on observe que la chaine alkyle réalise de nombreuses interactions
hydrophobes avec la poche allostérique. Le motif hydroxamate développe également un
important réseau de liaisons hydrogene. Cependant, il ne cible qu'un seul des trois
acides aminés clés identifiés précédemment, a savoir Leu209. Cependant, comme nous
avons pu le voir dans le chapitre précédent concernant les dérivés benzamides, il est
possible que toutes les liaisons hydrogeéne possibles ne soient pas visibles par docking.
Cependant, si on compare avec le PC190723, dérivé benzamide co-cristallisé (Figure
69C), on voit que I'encombrement de I'hydroxamate par rapport au groupement amide
décale le noyau phényle dans la poche ce qui contribue a I'activité réduite de IX.a par
rapport a I'homologue benzamide VILb.

3. Conclusion

La recherche d’analogues du 2,6-difluorobenzamide a conduit a la synthése de trois
nouvelles séries de phénylhydrazides (VIII), acides phénylhydroxamiques (IX) et
phénylurées (X) et une série de benzamides témoins (VII), difluorés ou non sur les
positions 2 et 6. Les concentrations minimales inhibitrices des huit composés ont été
évaluées contre S. aureus et seul le dérivé hydroxamate non fluoré IX.a a montré une
légére activité (64 pg/mL). L’analyse par docking de la relation structure-activité a
montré que ce composé est capable de faire un réseau conséquent de liaisons hydrogene
au sein de la poche allostérique, mais compte-tenu de son encombrement est décalé par
rapport a un homologue benzamide, ce qui est délétere pour l'inhibition de FtsZ. La
faible activité des nouveaux dérivés identifiés tend donc a confirmer I'importance du
motif 2,6-difluorobenzamide pour l'inhibition de cette protéine.

III. Conception, synthese et évaluation biologique de dérivés
dimériques de 2,6-difluorobenzamide

Les inhibiteurs multivalents sont des molécules portant plusieurs motifs (identiques
ou non) capables d’inhiber une fonction biologique. Dans le cas d’inhibiteurs dimériques
pour lesquels les deux motifs sont différents, I'intérét est de cibler deux sites de liaison
différents proches I'un de l'autre (Figure 70)2%8. Pour des protéines oligomériques, la
liaison de plusieurs ligands simultanément diminue le Kp global (effet chélate). De
maniere générale, la liaison d’un ligand porté par une molécule multimérique a une cible
augmente la concentration locale en ce ligand autour du site de liaison. Cet « effet
statistique » permet dongc, lorsqu’un ligand n’est plus lié a la cible, qu'un autre prenne sa
place.
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Figure 70 : Modes de liaisons d’inhibiteurs multivalents (figure issue Chemical Probes in Biology
publié par Kluwer Academic Publishers, 2003208),

I

C'est cet effet statistique que nous avons voulu expérimenter en synthétisant
différents dimeéres de 2,6-difluorobenzamides. Trois chaines de différentes longueurs
servant de «linker » ont été étudiées, reliées aux benzamides par des liaisons éther
(série XI), ester (série XII) et amide (série XIII). Pour les dérivés éthers et esters, des
chaines a six et huit atomes de carbones ainsi qu'une chaine a huit chainons de type
triéthyléne glycol ont été étudiées, tandis que seule une chaine a six carbones a été
investiguée pour les amides (Figure 71). Pour chaque série, en plus des composés
dimérique, un dérivé monomérique (portant soit une chaine éther, ester ou amide) a été
également synthétisé afin d’étudier I'impact de ces fonctions chimiques sur la liaison a
FtsZ.

O+__NH, H,N__O
F F F F
o—NITEE-- O
OsNH, Os_NH, Os_NH, OsNH,
F F F F F F F F
P NN O\/R\/O
0" R0 o/ﬁ( jﬁo
O O
Série XI Série XII
O~__NH, O+__NH,
F F F F
N N
S G g
o] o]
Série XllI

Figure 71 : Structure générale des dérivés dimériques éthers (série XI), esters (série XII) et
amides (série XIII).
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1. Synthese des séries XI, XII et XIII

Pour les dérivés éthers, le composé monomérique Xl.a a été obtenu par alkylation du

benzamide 6 précédemment synthétisé par du 1-bromononane comme décrit sur le
Schéma 1684,

Ox_NH, Os__NH,
F F @ F F
.
OH OCgH1g
6 Xl.a - 65 %

Schéma 16 : Synthése du monomeére éther XIa. Réactifs et conditions : (i) 1-bromononane,
K2CO3, DMF, 35 °C, 16 h.

Les molécules dimériques ont été obtenues par la méme méthode en utilisant du 1,6-

dibromohexane ou du 1,8-dibromooctane, conduisant ainsi aux composés XLb et XI.c
(Schéma 17).

O~ _NH, Os NH, O~ _NH,
F F (i) F F F F
OH OMO
6 XlLb:n=4-97%

Xl.c:n=6-98%

Schéma 17 : Synthése des dimeres éthers de la série XI. Réactifs et conditions :
(i) a,w-dibromoalcane, K>CO3, DMF, 35 °C, 16 h.

Enfin, dans le cas du composé polyoxygéné, la synthese a été réalisée a partir du
benzamide 6 et de 1,2-bis(2-chloroéthoxy)éthane (Schéma 18). La réaction n’a pas lieu a
35 °C dans la mesure ou ce dérivé chloré était moins réactif que les analogues alcanes
bromés utilisé précédemment. L’alkylation a donc été réalisée a plus forte température,
comme décrit dans la littérature, afin d’obtenir le produit voulu XI.d2%°,

O NH, O NH,
F- % :F i) Fe % :F
oH 0> OO
6

Xld - 20 % F F

H,N S0
Schéma 18 : Synthese du dimere éther XI.d. Réactifs et conditions :
(i) 1,2-bis(2-chloroéthoxy)éthane, K,CO3z, DMF, 150 °C, 2 h puis 100 °C, 16 h.

Comme décrit dans le Schéma 19, les dérivés monomériques ester XIl.a et amide
XIIl.a ont été obtenus en deux étapes, a savoir par l'acylation de I'’hexan-1-ol ou de
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I’hexan-1-amine par du chlorure de chloroacétyle, suivie de l'alkylation du benzamide

6210,
OxNH,
o 0 0 i F
I}
Clyj\cn — CIQj\x/\/\/\ — X
oY
¢!
Xila : -63%

40 41a:X=0-70%
41b : X = NH - quant
Schéma 19 : Synthése du monomeére ester XIL.a. Réactifs et conditions : (i) hexan-1-ol ou
hexan-1-amine, EtsN, DCM, t.a., 1 h 30; (ii) 6, K.CO3, DMF, 35 °C, 16 h.

Xlll.a: X =NH - 59 %

La méme voie de synthese a été utilisée pour la synthése des esters dimériques
(Schéma 20). L’acylation de 1,6-hexanediol, 1,8-octanediol et de triéthylene glycol a
permis d’obtenir les intermédiaires 42, qui ont ensuite conduit aux esters finaux XILb,

XII.c et XII.d par alkylation du benzamide 6.

0O o) 0O
(i) E—
CI\)J\ — Cl\)k AN )K/C|
Cl O R™ O
40 423:R=C4H8-87%
42b:R=CgHyy-81%
42c : R = (CH,OCHy,), - 87 % (ii)
0 NH, o NH;
F F F F

Xll.b : R = C4Hg - 63 %
Xll.c : R = CgHqp - 82 %
Xll.d : R = (CH,OCH,), - 52 %

Schéma 20 : Synthése des dimeres esters de la série XII. Réactifs et conditions :
(i) a,w-alcanediol, EtsN, DCM, t.a., 1 h 30; (ii) 6, K».CO3, DMF, 35 °C, 16 h.
Enfin, la synthése du dimere amide XIILb a été obtenu par acylation de ’hexane-1,6-

diamine par du bromure de bromoacétyle suivie de 'alkylation du benzamide 6 (Schéma

21)211,
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o | 0 0
B A, - BrJNWNJ\/Br

43 44 -76 %
Os__NH, Oy NH>
F F F F
N N
oAy o
(0] @)
Xlll.b - 83 %

Schéma 21 : Synthése du dimere amide XIILb. Réactifs et conditions : (i) 1,6-hexanediamine,
K>CO03, CHCI3, H20, t.a., 24 h;; (ii) 6, K.CO3, DMF, 35 °C, 16 h.

Les dix produits des séries XI a XIII obtenus sont présentées dans la Figure 72 ci-

contre.

2. Evaluation biologique sur S. aureus

L’activité anti-staphylococcique des molécules des séries XI, XII et XIII a été évaluée
contre les mémes souches de S. aureus que précédemment (Tableau 6).

Tableau 6 : Concentrations minimales inhibitrices des composés des séries XI, XII et XIII contre

trois souches de S. aureus.

CMI (pg/mL)

Structure Référence R ATCC

b
29213,  SF8300° ST20171643¢
F&F XI.a / <0,25 < 0,25 <0,25
o o XLb C,H, > 256 > 256 > 256
F&F F%F XI.c CH,, > 256 > 256 > 256
o XLd  (CH,0CH,), > 256 > 256 > 256
O _NH,
F. F
& XILa / 8 8 8
o N, O N, XILb C,H, > 256 > 256 > 256
& 35 XILc CH,, > 256 > 256 > 256
XIL.d  (CH,0CH,), > 256 > 256 > 256
Os_NH,
5{ ! XIlLa / 128 256 128
O/Y N e
Oy NH, OxNH2
&WVVW% XIILb C,H, > 256 > 256 > 256
o o
PC190723 0,5 0,5 0,5

a: S. qureus sensible a la méticilline (SASM) ; b : S. aureus résistant a la méticilline (SARM) ; ¢: S. aureus résistant a la daptomycine (SARD)
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Série Xl
Os_NH, O _NH, Os__NH,
Fe % :F Fe % :F Fi % F
OCgH1g O”M?o
Xl.a Xl.b
Os__NH, Os_NH, Os__NH,
F % :F Fj % F F- % :F
O (0]
Xl.c Xl.d F F
H,N" 0
Série XII
OsNH,
Os<__NH, Os<__NH,
F F
F F F F
Xll.a Xll.b
Os<__NH, Os<__NH,
F F F F
Xll.c
Ox_NH,
F F
F F
Xll.d
H,NT S0
Série XIllI
Os__NH, Os_NH, Os__NH,
F F F F F
N N N
~
oY oA o
(@] (0] (@)
Xlll.a Xlil.b

Figure 72 : Structures des produits des séries XI a XIII.
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Tout d’abord, on voit que I'éther XI.a a une CMI inférieure a 0,25 pg/mL (I'évaluation
étant réalisée entre 256 et 0,25 pg/mL), ce qui est cohérent avec les données de la
littérature qui indiquent une CMI de 0,125 pg/mL contre S. aureus®3. On voit ensuite
qu'aucun dimere n’a montré d’activité a des concentrations inférieures ou égales a
256 pg/mL. Enfin, les esters et amides monomériques XIl.a et XIIL.a ont montré des CMI
beaucoup plus élevées que celles du dérivé éther.

3. Conclusion
Bien que les monomeres aient présenté une activité antibactérienne, les systemes
dimériques ne permettent pas d’inhiber la croissance de S. aureus. Le bras espaceur

entre les benzamides n’est donc par apte a jouer le réle de chaine interagissant avec la
protéine tout en augmentant la concentration locale en benzamide.
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I. Introduction et démarche

Le criblage virtuel est une démarche de bioinformatique visant a identifier de
nouveaux composés potentiellement bioactifs. Deux méthodes sont principalement
utilisées : le criblage virtuel basé sur un ligand (LBVS, pour ligand-based virtual
screening) ou sur une protéine (SBVS, pour structure-based virtual screening)?12. Dans le
premier cas, la structure de la cible n’est pas connue, et le criblage permet d’identifier
des dérivés similaires a une molécule active sur la cible servant de base?13. Dans le
deuxieme cas, la structure de la protéine-cible est connue, et le docking permet
d’identifier des composés en se basant sur la complémentarité chimique et structurale
avec la cible214. Lors du criblage virtuel basé sur la structure, les molécules sont dockées
successivement au sein de la protéine, et leur énergie d’interaction est calculée. Les
composés formant les complexes les plus stables sont ainsi identifiés comme de
potentiels ligands de la protéine ciblée (ou hits potentiels). A I'inverse du criblage a haut
débit pour lesquels les molécules sont testées directement sur des cibles biologiques,
cette démarche de criblage virtuel est purement calculatoire et implique I'obtention des
composés identifiés et leur évaluation biologique pour s’assurer de l'activité sur la
protéine. Initialement développé dans les années 1980, le criblage virtuel a ensuite
connu un essor au début des années 2000 grace aux progres de l'informatique?15. Cet
essor se poursuit toujours: le nombre de publications traitant du criblage virtuel a
encore doublé entre 2017 et 2021, passant d’environ 700 articles a plus de 1400
(Figure 73).
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Figure 73 : Nombre de publications recensées sur PubMed contenant I'expression « virtual
screening ».

La structure tridimensionnelle de FtsZ est disponible depuis 1998, et la protéine a
été cristallisée a de nombreuses reprises depuis, en présence ou non d’inhibiteurs38. Ceci
a permis la recherche de nouveaux inhibiteurs potentiels par criblage virtuel de
différentes chimiotheques216-221, ]] est a noter qu’a de rares exceptions pres, ces travaux
restent purement computationnels, c’est-a-dire que les composés identifiés n’ont pas été
obtenus et évalués biologiquement par la suite?>222,

111



Partie 1 - Chapitre 4

Parmi les études précédemment citées, 'une d’entre elles a été réalisée au sein du
laboratoire?1’. Celle-ci consistait au criblage virtuel par docking dans la poche
allostérique de FtsZ d'une chimiothéque de 12 055 molécules commerciales issues de la
collection Gold & Platinum d’Asinex, avec une forte variabilité structurale et ayant un
potentiel médicamenteux. La structure cristalline de FtsZ utilisée est celle de code PDB
4DXD, pour laquelle la protéine est co-cristallisée avec le PC190723¢1.

La base de données a été criblée par deux méthodes différentes. Le premier criblage
a éteé fait par une méthode stochastique, qui consiste a faire varier la conformation du
ligand au sein de la poche pour identifier la pose optimale223. Dans le cas présent, un
algorithme génétique a été utilisé. Au cours de cet algorithme, les variables propres au
ligand au sein de la protéine (orientation, conformation...) sont considérées comme
étant des génes. Des mutations (changement aléatoire d’'une des valeurs sur le géne) et
des crossovers (combinaison des genes de deux conformeres parents) permettent alors
d’obtenir de nouvelles poses pour le ligand. Plus les altérations sont bénéfiques, plus
elles sont conservées au cours du calcul, ce qui permet d’obtenir in fine le conformere le
plus optimisé pour l'interaction avec la protéine224, Le deuxiéme criblage a été réalisé
par la méthode de complémentarité de forme, qui se base sur 'adéquation stérique et
électronique entre le ligand et la protéine?22>.

Chaque docking a été réalisé a quatre reprises, et le meilleur hit potentiel était
retenu. Les deux hits identifiés sont présentés en Figure 74.

0]
= | NH,

N NH

O O©H\/OQ
SRS CASS

CVv-1 CV-2

Figure 74 : Structures des hits potentiels identifiés par le criblage virtuel de la chimiothéque
Asinex.

Le criblage virtuel d'une deuxieme base de données issue de PubChem BioAssay (AID
2205) constituée de 1 625 dérivés stabilisant les microtubules a également été réalisé
afin d’identifier d’autres potentiels inhibiteurs de FtsZ, ce qui sera montré dans ce
chapitre. Suite a ces criblages virtuels, I'objectif était d’obtenir les composés identifiés,
de réaliser une diversification structurale puis d’évaluer leur activité biologique sur
S. aureus.
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[I. Base de données Asinex

Le criblage virtuel de la base de données Asinex a conduit a 'identification de deux
inhibiteurs potentiels de FtsZ, a savoir les dérivés biphényle CV-1 et chromene CV-2.
Pour des raisons d’accessibilité synthétique, seul le composé CV-1 a été diversifié et
synthétisé.

1. Synthése des dérivés biphényles (série XIV)

Suite a l'identification de CV-1 par criblage virtuel, ce dernier a été synthétisé ainsi
que deux autres analogues, a savoir les dérivés anthranilamide et nicotinamide (Figure
75).

R O
= | NH,
N\

R™ Y7 ONH

Série XIV

Figure 75 : Structure générale des dérivés biphényles de la série XIV.

La synthese des composés de la série XIV a dans un premier temps été tentée sans
succes par un couplage de Buchwald-Hartwig entre du 4-bromobiphényle et de
I'anthranilamide?26. Les produits ont cependant pu étre obtenu via un couplage de Chan-
Evans-Lam catalysé au cuivre, tel que montré sur le Schéma 22227,

@] (0]
= | NH, () = NH,
N\ X~ |
X" NH; X~ "NH

45a: X =CH
45b : X =N

XIV.a : X=CH-54%
XIV.b : X=NH -44 %

Schéma 22 : Synthése des dérivés biphényles XIV.a et XIV.b. Réactifs et conditions : (i) acide 4-
biphénylboronique, CuCl, EtsN, MeOH, t.a.,, 24 h.
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A l'inverse de 'anthranilamide et du nicotinamide, tous deux commerciaux, le 4,6-
diméthylnicotinamide a été synthétisé. Ce dernier a donc été obtenu a partir de
malonamidine et d’acétylacétone (Schéma 23) tel que décrit dans la littérature228, Cet
intermédiaire 45c a ensuite été couplé a de I'acide 4-biphénylboronique pour donner le
composé CV-1, appelé désormais XIV.c pour étre homogéne avec le reste de la série.

(i)
—_—
NH,
46 45¢c - 47 %

XIV.c -14%

Schéma 23 : Synthése du dérivé biphényle XIV.c. Réactifs et conditions : (i) acétylacétone, KOH,
MeOH, t.a,, 24 h; (ii) acide 4-biphénylboronique, CuCl, Etz:N, MeOH, t.a., 24 h.

Les trois produits de la série XIV ont pu étre obtenus et leurs structures sont décrites
dans la Figure 76.

Série XIV

XIV.a

XIV.b

-

XIV.c

Figure 76 : Structures des dérivés biphényles de la série XIV.
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2. Evaluation biologique sur S. aureus

A Tlinstar des autres produits synthétisés au cours de ce projet, l'activité
antibactérienne des dérivés biphényles de la série XIV a été évaluée sur trois souches de
S. aureus. Ces souches sont les mémes que celles utilisées lors des précédentes
évaluations, a savoir ATCC 29213 (SASM), SF8300 (SARM) et ST20171643 (SARD).
Comme on peut le voir dans le Tableau 7, aucun des trois produits n’a montré d’activité
a des concentrations inférieures ou égales a 256 pg/mL.

Tableau 7 : Concentrations minimales inhibitrices des composés de la série XIV contre trois
souches de S. aureus.

CMI (ug/mL)

Structure Référence ATCC 29213 SF8300b ST20171643¢

9:0
T Z
I
5

XIV.a > 256 > 256 > 256
o]
\/ ‘ NH,
XIV.b > 256 > 256 > 256
(o]
j ‘ NH,
0 XIV.c > 256 > 256 > 256
PC190723 0,5 0,5 0,5

a: S. aureus sensible a la méticilline (SASM) ; b : S. aureus résistant a la méticilline (SARM) ; ¢ : S. aureus résistant a la daptomycine (SARD)

[II. Base de données PubChem

1. Criblage virtuel

Comme il a été vu précédemment dans ce manuscrit, compte-tenu de ’homologie
entre FtsZ et la tubuline chez les mammiféres, un certain nombre de molécules sont
actives sur les deux protéines a la fois, a I'instar de la curcumine®?. Cependant, des
dérivés taxanes capables d’inhiber sélectivement la protéine bactérienne ont également
été identifiés, bien que ce soient des analogues d’anticancéreux puissantsl43. Par
conséquent, la recherche d’inhibiteurs de FtsZ parmi des molécules biologiquement
actives sur la tubuline et leur diversification structurales subséquente est pertinente.
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PubChem BioAssay est une base de données publique contenant les résultats
d’études de criblages de molécules contre des cibles biologiques. En 2009, 195 853
molécules ont été évaluées pour leur capacité a stabiliser les microtubules lors d'un
criblage a haut débit, et 1 625 d’entre elles se sont montrées actives (PubChem BioAssay
- AID 2205)22°, Dans l'optique d’identifier de nouveaux inhibiteurs de FtsZ parmi ces
dérivés, la chimiothéque de 1 625 composés bioactifs a été criblée par docking au sein
de la poche allostérique de FtsZ.

Le premier criblage virtuel de la base de données PubChem a été réalisé par méthode
stochastique utilisant l'algorithme Monte-Carlo. Celui-ci consiste a faire varier de
maniere aléatoire les angles de torsions et la position du ligand au sein de la poche, et de
conserver les nouvelles valeurs si I'énergie d’interaction du nouveau complexe est plus
faible230. Cette méthode a conduit a l'identification de CV-3 (Figure 77) comme hit
potentiel.

Etrangement, la bonne énergie d’interaction du complexe formé n’est pas causée par
des liaisons hydrogéne mais par de trés nombreuses interactions hydrophobes entre le
ligand et la protéine, en particulier au niveau du noyau chlorophényle et du furane. On

peut cependant noter que l'oxygéne de ce dernier est a 2,1 A de 'hydroxyle de Thr309,
ce qui pourrait éventuellement générer une liaison hydrogene.

A B

Glyl93(A)

N GInl92(A) sua {Thi309(4)
R %
cop SR

C::I/NH © Cl t:xg agﬁr

.

o af1¢
> u200(4)
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> s
9 n263(A)

Cﬁl"
TR P

4DXD - CV-3

Gly227(A)

o
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Figure 77 : Résultats du criblage virtuel de la chimiothéque PubChem par la méthode
stochastique sur la poche allostérique de FtsZ (code PDB : 4DXD61). A : structure de CV-3, hit
potentiel identifié. B : interactions réalisées entre CV-3 et la protéine. C : Structure de CV-3 au
sein de la poche allostérique.
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Le criblage virtuel par la méthode de complémentarité de forme a permis d’identifier
CV-4 (Figure 78) comme hit potentiel. Bien que neuvieme en termes d’énergie
d’interaction, CV-4 a été choisi en raison de sa structure analogue avec le PC190723. De
plus, le motif acylhydrazone porté par un noyau thiophéne était présent a plusieurs
reprises parmi les meilleurs résultats de docking. Comme on peut le voir sur la Figure
78, le noyau benzo[b]thiophéene dichloré est inséré au sein de la partie hydrophobe de la
poche allostérique. Des liaisons hydrogeéne entre le motif acylhydrazone et le résidu
Thr309 ainsi qu’entre le pipéronyle et le résidu Gly205 completent les interactions avec
la protéine.

A B

O (28]
cl s" HN-N 7
o)
neswf- @ 3

22 .
Leu;:% S 3
i
s ‘;‘ K
258
Val207(A) N
Val203(A) [ GIy205(A)

M Val207(A)

Asn208(A)

4DXD - CV-4

Figure 78 : Résultats du criblage virtuel de la chimiothéque PubChem par la méthode de
complémentarité de forme sur la poche allostérique de FtsZ (code PDB : 4DXD¢é1). A : structure
de CV-4, hit potentiel identifié. B : Interactions réalisées entre CV-4 et la protéine. C : Structure

de CV-4 au sein de la poche allostérique.

Suite aux criblages virtuels de la chimiotheque PubChem, deux séries d’analogues de

CV-3 (dérivés furaniques, série XV) et de CV-4 (dérivés benzo[b]thiophenes, série XVI)
ont été synthétisées et évaluées sur S. aureus.

2. Dérivés furanes (série XV)

Suite a l'identification de CV-3 comme inhibiteur potentiel de FtsZ, ce dernier ainsi
que plusieurs analogues ont été synthétisés et testés sous le nom de série XV, dont la
structure générale est présentée sur la Figure 79.
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Série XV

Figure 79 : Structure générale des dérivés furanes de la série XV.

2.1. Synthese

La premiere voie de synthese envisagée pour les dérivés de la série XV est décrite
dans le Schéma 24. La stratégie consistait a synthétiser l'intermédiaire 48 par un
couplage de Meerwein entre 1'acide 2-furoique et un sel de diazonium préparé in situ
depuis I'aniline correspondante. Cependant, si la conversion de I'aniline était observée,
le couplage n’a pas eu lieu, y compris en changeant de solvant (mélange acétone/eau
1:1), de catalyseur (CuClz) ou de stoechiométrie (deux équivalents d’aniline au lieu

d’un).
Cl . I\
T, 3, 0 e
NH, cl

47 48

Schéma 24 : Voie de synthése initialement envisagée pour I'intermédiaire 48. Réactifs et
conditions : (i) NaNO., HCI, H20, 0 °C, 5 min ; (ii) acide 2-furoique, CAN, H;0, t.a.,, 16 h.

Une alternative était alors de commencer par la formation de I'amide 50, puis de
réaliser le couplage (Schéma 25). Cependant, cette méthode n’a non plus conduit au
composé XV.a.

o’ TCOoCl ——= g
49 HN@
@
_ 50-90% _ O
cl Cl
Q,, o | O |—
NH Nz

2
47 cl

<
L

Schéma 25 : Deuxiéme voie de synthése initialement envisagée pour le dérivé furane XV.a.
Réactifs et conditions : (i) 2-(pipéridin-2-yl)aniline, EtsN, DCM, t.a., 2 j ; (iii) NaNO, HCI, H20,
0 °C, 5 min; (ii) CAN, H20, t.a,, 16 h.
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La voie de synthese qui a permis d’obtenir les composés de la série XV est décrite
dans le Schéma 26 ci-dessous. La 2-(pipéridin-2-yl)aniline a dans un premier temps été
acylée par du chlorure de 5-bromofuroyle préparé in situ a partir d’acide 5-bromo-2-
furoique 51 et de chlorure d’oxalyle pour donner 'amide 52. Ce dernier a ensuite été
mis en présence de différents acides phénylboroniques pour donner par couplage de
Suzuki les dérivés XV.a a XV.g1°L,

- 0 0
Br/@COOH . (i) Br /o\ _>("') R /o\

51 HN\Q HN\Q
@ O

52-96 % XV.a : R = 4-chlorophényle - 39 %
XV.b : R = 4-bromophényle - 16 %
XV.c : R = 4-fluorophényle - 69 %
XV.d : R = 4-nitrophényle - 32 %
XV.e : R = 4-trifluorométhylphényle - 41 %
XV.f : R = phényle - 74 %
XV.g : R = 4-pyridinyle - 41 %

Schéma 26 : Synthése des dérivés furanes de la série XV. Réactifs et conditions :
(i) (COCl)2, DMF cat, DCM, 0 °C puis t.a., 1 h; (ii) : 2-(pipéridin-2-yl)aniline, EtsN, DCM,
t.a,, 16 h; (iii) acide boronique, PdClz(PPhz)2, NaCOs, i-PrOH, H>0, 80 °C, 4 h.

Le faible rendement pour le composé XV.b est expliqué par la présence du brome sur
la molécule finale. En effet, un deuxieme couplage de Suzuki pouvait avoir lieu,
conduisant au dérivé XV.b’ comme montré par spectrométrie de masse (Figure 80). Les
produits, de polarités treés proches, ont pu étre isolés par chromatographie sur couche
mince préparative.

Intens +MS, 0.3-0.3min #23-27
x1 7\

1+ N\
4270 I "o ¢
Br = HN ==

{ N -
6 N

XV.b

Br— =

“L
| 14
503.1 XV.b'
21 ¥

141 2190 347.1 3g14
1 it st~

100 200 300 400 500 600 700 800 900 miz

Figure 80 : Spectre de masse du composé XV.b apreés purification par colonne de
chromatographie.

L’analyse du spectre RMN 1H de XV.a montre que le produit identifié par docking a
bien été obtenu. Comme on peut le voir sur la Figure 81, on retrouve tout d’abord les
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quatre protons du motif 4-chlorophényle (H2” et H3”). On voit également les deux
doublets H3 et H4 du furane avec une constante de couplage de 3,6 Hz. Les dix protons
du motif pipéridinyle sont également présents entre 2,84 et 1,56 ppm.

2 BRUNIGERARARRSORRNTRNELNNIEE 508 LRRRIYS
WOWONNMNMNNMNRARRNNRNNNNNNNNNN NN P I 2 T T S I S g g
N L e

/ \_ o

(o]

cl HN\Q
@
XV.a
H4 + H3’
Pipéridine

NH

g P A R g L4

o — — - o o - - o

‘

s 8
T

T T T T T T T T T T T T T T T T VT T T T T T T T T T 1
104 10.2 100 9.8 96 94 92 90 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 30 28 26 24 22 20 1.8 16 14 12 1

f1 (ppm)

Figure 81 : Spectre RMN 'H du composé XV.a.

Les sept composés issus de la série XV ont été obtenus et leurs structures sont
décrites en Figure 82 ci-contre.

2.2. Evaluation biologique sur S. aureus

Les concentrations minimales inhibitrices des sept dérivés furanes de la série XV ont
été évaluées contre S. aureus et sont présentées dans le Tableau 8. Aucun des produits
n’ayant montré d’activité antibactérienne a des concentrations inférieures ou égales a
256 pg/mL, le développement de cette série n’a pas été poursuivi.
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Série XV

Cl HN\Q Br HN\Q F HN\/©

O,N HN\Q F4C HN\Q HN\Q

Xv.d XV.e XV.f

XV.g

Figure 82 : Structures des produits de la série XV.

Tableau 8 : Concentrations minimales inhibitrices des composés de la série XV contre trois
souches de S. aureus.

CMI (ug/mL)

Structure Référence ATCC 29213 SF8300°b ST20171643¢

.M%Q

™ XV.a > 256 > 256 > 256
" XV.b > 256 >256 > 256

Q

o

Q

o

Oy
/ o
OZNMQ XV.d > 256 > 256 > 256

© XV.e > 256 > 256 > 256

O

XV.c > 256 > 256 > 256

Q

3
\
\
o

=

Q

o

Q
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/ \_ 0
0

" XV.f > 256 > 256 > 256
O
g N\ /O\ o

= HN

© XV.g > 256 > 256 > 256

O
PC190723 0,5 0,5 0,5
a: S. aureus sensible a la méticilline (SASM) ; b : S. aureus résistant a la méticilline (SARM) ; ¢ : S. aureus résistant a la daptomycine (SARD)

3. Dérives benzo[b]thiophenes (série XVI)

Le composé benzo[b]thiophene CV-4 ayant été identifié par criblage virtuel comme
étant un ligand potentiel de FtsZ, des analogues de cette molécule ont été synthétisés.
Des dérivés non-halogénés ont dans un premier temps été développés (série XVI, Figure
83), car l'acide benzo[b]thiophéne-2-carboxylique est commercial et permettait ainsi
d’accéder rapidement a une grande variété de dérivés en modulant le noyau aromatique
lié a 'hydrazone.

0 0
cl S HN-N 7 S HN-N R
O Y

Cv-4 Série XVI
Figure 83 : Structures de CV-4 et des dérivés benzo[b]thiophenes de la série XVI.

3.1. Synthese

La voie de synthese des dérivés de la série XVI est décrite dans le Schéma 27. Dans
un premier temps, l'acide benzo[b]thiophene-2-carboxylique 53a a été converti en
hydrazide en présence d’hydrazine protégée et de DCC comme agent de couplage,
comme fait précédemment lors de la syntheése des 1,3,4-oxadiazoles. Cette méthode a été
préférée a la substitution du benzo[b]thiophéne-2-carboxylate de méthyle par de
I'hydrazine, qui conduit a un mélange de produits difficiles a purifier23l. L'intermédiaire
54a a ensuite été déprotégé en présence de TFA puis directement condensé avec
différents aldéhydes aromatiques a reflux dans le méthanol pour conduire aux
acylhydrazones de la série XVI, isolées par simple filtration. Dans le cas des dérivés
pyridinyles comme XVI.c, un lavage basique de l'intermédiaire hydrazide suivi d’une
extraction a I'acétate d’éthyle était nécessaire avant la réaction avec I'aldéhyde.
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0 0
mcow (i) @[\5_4 (i) (i) @E\}—/(
S S HN-NHBoc S HN-N
YR

53a 54a - 88 % XVl.a: R = 5-pipéronyl - 52 %
XVLb : R = 4-(diméthylamino)phényl - 45 %
XVl.c : R = 2-pyridinyl - 32 %
XVLd : R = 3-pyridinyl - 67 %
XVl.e : R = 4-pyridinyl - 30 %
XVLf : R = 3-hydroxyphényl - 27 %
XVL.g : R = 4-hydroxyphényl - 10 %
XVLh : R = 4-hydroxy-3-méthoxyphenyl - 41 %
XVLi : R = 4-chlorophényl - 62 %
XVLj : R = 4-fluorophényl - 44 %
XVLk : R = 3-nitrophényl - 36 %
XVLI : R = 4-nitrophényl - 30 %
XVL.m : R = acide 2-benzoique - 45 %
XVLn : R = acide 3-benzoique - 85 %
XVl.o : R = acide 4-benzoique - 39 %

Schéma 27 : Synthese des dérivés benzo[b]thiophénes de la série XV. Réactifs et conditions :
(i) H2N-NHBoc, DCC, DMAP, DCM, 0 °C puis t.a.,, 24 h;; (ii) TFA, DCM, t.a., 16 h; (iii) aldéhyde,
MeOH, reflux, 2 h.

L’analyse structurale des produits finaux a montré la présence d’isomeéres pour
chacun des composés formés, caractérisée par le dédoublement des signaux sur les
spectres RMN 1H et 13C. En théorie, chacune des molécules pourrait présenter quatre
isomeres, dus aux isoméries (Z)/(E) et s-cis/s-trans. Cependant, seuls les isomeres (E)
plus stables sont formés en raisons des contraintes stériques et dans ces conditions

thermodynamiques (Figure 84), et les isomeres s-cis- et s-trans- sont visibles en RMN
1H232-234,

N
\ O
H —_— S N—N \]
H N 0]
H
O\/O
E, s-cis XVl.a E, s-trans

Figure 84 : [someres s-cis et s-trans du composé XVLa.

Pour démontrer la présence de rotameres dans le cas du dérivé pipéronyle XVI.a, la
température d’analyse RMN a été augmentée progressivement et un phénomene de
coalescence a été observé a partir de 330 K (Figure 85).
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350K ) N o JJMLJWUUL S I
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Figure 85 : Spectres RMN 'H de XVI.a a différentes températures.

La synthese des produits de la série XVI, dont les structures sont décrites en Figure
86 ci-contre, a été réalisée par Jérémy Magand dans le cadre de son stage de M2 en 2019.

3.2. Evaluation biologique sur S. aureus

L’évaluation des concentrations minimales inhibitrices des dérivés
benzo[b]|thiophenes contre S. aureus a été menée et les résultats sont présentés dans le
Tableau 9.

Au sein de cette série, les deux produits les plus actifs sont les dérivés pipéronyle
XVL.a, avec une CMI variant de 16 a 64 pg/mL selon la souche, et 2-pyridinyle XVI.c qui
posséde une CMI de 16 pg/mL contre les trois souches de S. aureus testées. Il est
intéressant de noter que l'azote en position 2 est important, dans la mesure ou les
analogues 3- et 4-pyridinyle (XVI.d et XVI.e) n'ont pas montré d’activité. On peut
également noter une légere activité antibactérienne des composés XVLi et XVLlI, tous
deux substitués en position 4 du phényle, tandis que le reste de la série n’a pas inhibé la
croissance des bactéries.

L’évaluation de la CMI des produits de la série XVI a été réalisée par Alexia Barbry
dans le cadre de son stage de M2 en 2019.
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Figure 86 : Structures des composés de la série XVI.

Tableau 9 : Concentrations minimales inhibitrices des composés de la série XVI contre trois

souches de S. aureus.

CMI (ug/mL)

H

Structure Référence  cLogP = rrr09713. SF83000 ST20171643¢
o]

O, 3 XVL.a 4,20 32 64 16
o XVLb 4,41 256 256 256
S HN-N . , > > >

O
A o)
O XVL¢ 3,13 16 16 16
)
O XVId 3,07 > 256 > 256 > 256
\_/
A o)
O~ XVle 3,02 > 256 > 256 > 256
O é XVLf 3,80 > 256 > 256 ND
A o]
O XVI. 3,83 > 256 > 256 > 256
() 8
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C¢ " é XVLh 3 64 > 256 > 256 > 256
AN
<. XVLi 498 128 128 128
C<
s’ HN-NG : XVI.] 4,47 > 256 > 256 128

0 " i XVLk 424 > 256 > 256 ND

A, XVII 426 64 64 32

(e
4 C XVL.m 3,83 256 > 256 > 256

4 j XVLn 419 > 256 > 256 256
AN
T4 o XVLo 4,22 > 256 > 256 256

PC190723 0,5 0,5 0,5

a: S. aureus sensible a la méticilline (SASM) ; b: S. aureus résistant a la méticilline (SARM) ; ¢: S. aureus résistant a la daptomycine (SARD) ; ND : non-
déterminé

3.3. Diversifications structurales basées sur XVI.a et XVI.c (série XVII)

Suite aux activités antibactériennes prometteuses montrées par les dérivés
benzo[b]thiophenes XVIL.a et XVI.c, ces derniers ont été choisis pour étre la cible de
modifications structurales supplémentaires. Afin de se rapprocher de la structure du hit
CV-4 et du PC190723, des analogues 6-chloro- et 6-fluorobenzo[b]thiophéenes ont été
synthétisés (dérivés XVIlL.a a XVIIL.d, Figure 87). La conjugaison globale de la molécule et
la libre rotation du groupement pyridinyle ont également été étudiées via la réduction
de I'imine du composé le plus actif XVI.c, conduisant au composé XVILe.

Cl

/©j\g_<o 0 /©j\>_<0
cl S HN-N \I X S HN-N R
O O

Ccv-4 XVll.a-d

XVil.e
Figure 87 : Structures du hit CV-4, des dérivés halogénés XVIlL.a-d et du dérivé réduit XVIl.e.
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3.3.1. Synthese

La syntheése des dérivés 6-halogénobenzo[b]thiophenes de la série XVII est décrite
dans le Schéma 28. Comme pour les acylhydrazones de la série XVI, il était nécessaire
d’avoir dans un premier temps les acides 6-halogénobenzo[b]thiophéne-2-carboxyliques
53. Ces derniers ont été obtenus par substitution nucléophile du 2-fluoro-4-
halogénobenzaldéhyde par du thioglycolate d’éthyle, suivie par une cyclisation
intramoléculaire et la saponification des esters 5623236, Les étapes suivantes étaient les
mémes que pour les composés de la série XVI et on conduit aux quatre dérivés
halogénés XVILa-d.

P
(i) mcooa (if) mCOOH S
X S X S
X

552 X = Cl 56a: X = Cl - 96 % 53b : X = Cl - 87 %
55b - X = F 56b : X = F - 21 % 53c:X=F-75% -
11

0
0
LI Ry \ |
X HN-N s" HN-NHB
\\_R X oc

XVll.a : X = Cl, R = 5-piperonyl - 31 %
XVILb : X = Cl, R = 2-pyridinyl - 30 %
XVIl.c : X = F, R = 5-piperonyl - 40 %
XVIld : X = F, R = 2-pyridinyl - 24 %
Schéma 28 : Synthese des 6-halogénobenzo[b]thiophénes de la série XVII.
Réactifs et conditions : (i) thioglycolate d’éthyle, EtzN, DMSO, 80 °C, 2 h puis t.a,, 16 h ; (ii) NaOH,
H;0, EtOH, t.a,, 16 h; (iii) H2N-NHBoc, DCC, DMAP, DCM, 0 °C puis t.a.,, 24 h; (iv) TFA, DCM, t.a.,
16 h; (v) aldéhyde, MeOH, reflux, 2 h.

54b: X =CI-79 %
54c : X=F-42%

Par ailleurs, la réduction de I'’hydrazone XVI.c en présence de palladium sur charbon
sous atmosphere de dihydrogéne a permis de conduire au composé XVIl.e avec un
rendement de 60 % (Schéma 29)237,

0 0
S HN-N N= M S HN-NH N

\ ) @

XVl.c XVll.e - 60%

Schéma 29 : Synthése du dérivé réduit XVII.e. Réactifs et conditions :
(i) Hz, Pd/C, MeOH, AcOEt, t.a., 7 h.

Les structures des cinq composés de la série XVII sont résumées dans la Figure 88 ci-
apres.
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Série XVII

Cl s HN—N\\_@/\CI) cl S HN-N_ N=
\ 7/

XVil.a XVil.b

F S HN-N :/<\(I) F S HN-N_  N=
N\ //

XVil.c XVIl.d

<
S HN—NH N—
)

XVll.e

Figure 88 : Structures des composés de la série XVII.

3.3.2. Evaluation biologique sur S. aureus

L’activité antibactérienne des cinq nouveaux produits de la série XVII a été évaluée
et les résultats sont présentés dans le Tableau 10.

Tableau 10 : Concentrations minimales inhibitrices des composés de la série XVII contre trois
souches de S. aureus.

CMI (pg/mlL)

Structure Référence  clogP  —40c079213: SF83000  ST20171643¢

A0 < XVILa 4,85 > 256 > 256 > 256
A
| s HN-N N= XVILb 3,79 4 4 4
: =
A (o]
Qﬁ%{y XVILc 4,33 > 256 > 256 > 256
A
| s HN-N N= XVILd 3,27 32 16 16
: =

A o)
0 e XVILe 2,33 64 64 64
Y,

PC190723 0,5 0,5 0,5

a: S. aureus sensible a la méticilline (SASM) ; b : S. aureus résistant a la méticilline (SARM) ; ¢: S. aureus résistant a la daptomycine (SARD)
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Le dérivé pyridinyle chloré XVILb possede une CMI de 4 pg/mL contre S. aureus, soit
quatre fois moindre que son analogue non-halogéné XVI.c. En revanche, la présence d'un
atome de fluor sur le dérivé pyridinyle XVIL.d n’a pas changé la CMI. Les deux
pipéronyles halogénés dérivés de XVI.a n’ont pas montré d’activité aux concentrations
testées, et l'analogue réduit XVIl.e a une CMI de 64 pg/mL, soit quatre fois plus
importante que pour l'acylhydrazone de départ XVI.c. Ces résultats suggerent que
I'absence de libre rotation du motif pyridine et la conjugaison globale de la molécule
soient importants pour l'activité de la molécule. On peut également noter que cette
réduction a un impact sur I'hydrophobicité du composé, le réduisant de 3,13 pour XVI.c
a 2,33 pour XVIl.e.

3.4. Diversifications structurales basées sur XVILb (série XVIII)

Le composé XVILb ayant une bonne activité anti-staphylococcique, une nouvelle
série d’analogues a été synthétisée (Figure 89). Tout d’abord, la taille du cycle porté par
I’hydrazone a été réduite, en remplagant le motif 2-pyridinyle par trois cycles a cinq
chainons (XVIILa-c). Deux modifications structurales ont également été faites sur la
fonction acylhydrazone. D’une part, un dérivé acyloxime (XVIIL.d) a été synthétisé, ce
dernier étant plus flexible et n’ayant plus d’isomérie s-cis/s-trans par rapport son
analogue acylhydrazone. D’autre part, la longueur de la chaine a été réduite en
remplacant la fonction par un simple méthyléne (XVIIL.e-g). Enfin, deux modifications
sur le noyau benzo[b]|thiophéne ont été testées, a savoir le remplacement du chlore par
un motif groupement trifluorométhyle (XVIILh) et du benzo[b]thiophéne par un noyau
benzofurane moins hydrophobe (XVIILi).

(0]
Cl S HN-N cl S O-N —

| \
XJ N /
XVIlll.a-c XVIil.d
O
Pyr N\ /
XVlil.e-g XVIil.h
@]
JO T
cl 0] HN—N\ N=
N\ /

XVIILi

Figure 89 : Structures des dérivés de la série XVIIL
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3.4.1. Synthese

La synthese des dérivés XVIIL.a-c est la méme que celle des acylhydrazones des
séries XVI et XVII. Les produits ont été obtenus en deux étapes depuis I'hydrazide 54b
par déprotection au TFA suivi de la condensation avec les différents aldéhydes (Schéma

30).
/©f>_/< 0. 1 m
HN—NHBoc

54b XVlila : R = 2-imidazolyl - 48 %
XVIilb : R = 2-furanyl - 78 %
XVlll.c : R = 5-hydroxyméthylfuran-2-yl - 46 %

Schéma 30 : Synthese des dérivés benzo[b]thiophénes XVIIIa-c. Réactifs et conditions :
(i) TFA, DCM, t.a,, 16 h;; (ii) aldéhyde, MeOH, reflux, 2 h.

L’obtention de I'acyloxime XVIIIL.d est décrite dans le Schéma 31. Dans un premier
temps, I'oxime 58 a été obtenue depuis le pyridine-2-carboxaldéhyde 57 tel que décrit
dans la littérature?38, Cet intermédiaire a ensuite été acylé par l'acide 6-
chlorobenzo[b]thiophéne-2-carboxylique 53b pour obtenir le produit désiré.

o gl g

58 - 81% XVIil.d - 64%

Schéma 31 : Synthese du dérivé benzo[b]thiophéne acyloxime XVIII.d. Réactifs et conditions :
(i) HO-NHz-HCl, NaHCO3, H20, 65 °C, 3 h;; (ii) 53b, DCC, DMAP, DCM, 0 °C puis t.a., 24 h.

A la différence des acylhydrazones synthétisées jusqu’a présent, I'acyloxime XVIIL.d
ne présente pas d’isomérie s-cis/s-trans. Au niveau des spectres RMN, cela se traduit par
le fait que les pics ne soient pas dédoublés et que I'attribution est désormais possible.
Comme on peut le voir sur la Figure 90, on retrouve donc les protons du
benzo[b]thiophene (H3, H4 et H7, ainsi que H5 au sein d’'un multiplet), les quatre
protons du noyau pyridine (H3’, H4’, H5’ et H6’) et enfin le CH de I'oxime a 8,86 ppm.
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Figure 90 : Spectre RMN 'H du composé XVIIL.d.

L’acylation par I'acide 6-chlorobenzo[b]thiophéne-2-carboxylique 53b de 2-, 3- et 4-
picolylamine a également permis d’obtenir les dérivés XVIIl.e-g comme montré sur le
Schéma 32.

0
mCOOH 0 /©f\>—/<
Cl S — cl S HN—\

R

53b XVlll.e : R = 2-pyridinyl - 73 %
XVIILf : R = 3-pyridinyl- 42 %
XVIIl.g : R = 4-pyridinyl - 35 %

Schéma 32 : Synthése des dérivés benzo[b]thiophénes amides XVIIlLe-g. Réactifs et conditions :
(i) picolylamine, DCC, DMAP, DCM, 0 °C puis t.a.,, 24 h.

Le dérivé trifluorométhyle XVIILh a été obtenu de maniere similaire aux dérivés
halogénés, tel que montré sur le Schéma 33236, Le noyau benzo[b]thiophéne a dans un
premier temps été formé a partir de 2-fluoro-4-(trifluorométhyl)benzaldéhyde et de
thioglycolate d’éthyle pour conduire a I'ester 56c¢, qui a ensuite été saponifié en acide
53d. Les étapes successives d’acylation (iii), de déprotection (iv) et de condensation

avec la pyridine-2-carboxaldéhyde (v) ont permis d’obtenir le produit final XVIILh.
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/@2 (i) mcooa (i mCOOH_
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Schéma 33 : Synthese du dérivé 6-trifluorométhylbenzo[b]thiophene XVIILh. Réactifs et
conditions : (i) thioglycolate d’éthyle, K,CO3, DMF, 60 °C, 2 h ; (ii) NaOH, H;0, EtOH, t.a, 16 h;
(iii) H2N-NHBoc, DCC, DMAP, DCM, 0 °C puis t.a.,, 24 h; (iv) TFA, DCM, t.a,, 16 h ; (v) pyridine-2-
carboxaldéhyde, MeOH, reflux, 2 h.

Enfin, le dérivé benzofurane XVIILi a été obtenu tel que montré sur le Schéma 34.
Tout d’abord, le 4-chlorosalicylaldéhyde a été converti en ester 56d a l'aide de
bromomalonate de diéthyle, tel que décrit dans la littérature?3®, Les quatre étapes
suivantes, identiques a la synthése des dérivés benzo[b]thiophenes, ont alors permis de
conduire au produit final XVIILi.

OH O
/@2 (i) mcooa (ii) mCOOH S
Cl

59

56d - 43 % 53¢ - 86 %
(iii)

0]
0]
/©f\>—/< (iv), (v) N B
cl O HN-N N I —

\ - cl O HN—-NHBoc

XVIIlLi - 44 % 54e - 78 %

Schéma 34 : Synthese du dérivé benzofurane XVIILi. Réactifs et conditions :
(i) bromomalonate de diéthyle, K2CO3, butan-2-one, 90 °C, 7 h puis t.a,, 16 h ; (ii) NaOH, H:0,
EtOH, t.a,, 16 h; (iii) H2N-NHBoc, DCC, DMAP, DCM, 0 °C puis t.a., 24 h ; (iv) TFA, DCM, ta, 16 h;
(v) pyridine-2-carboxaldéhyde, MeOH, reflux, 2 h.

Les neuf produits de la série XVIII ont été obtenus et leurs structures sont rappelées
dans la Figure 91.
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Série XVIII
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Figure 91 : Structures des composés de la série XVIIL

3.4.2. Evaluation biologique sur S. aureus

Les concentrations minimales inhibitrices des dérivés de la série XVIII sont
présentées dans le Tableau 11 ci-apres.

Le noyau 2-pyridine reste le pharmacophore le plus actif, les cycles imidazole, furane
et 5-hydroxyméthylfurane conduisant a une perte partielle ou totale de l'activité
antibactérienne. La rigidité imposée par le motif acylhydrazone est également
primordiale, comme le montre I'absence d’activité du dérivé acyloxime XVIILd. La
réduction de la taille de la chaine a également conduit a la perte de l'activité
antibactérienne pour les composés XVIIl.e-g. Le remplacement du chlore par un
groupement trifluorométhyle conduit a des CMI intéressantes mais plus élevées que
pour XVILb. Enfin, le dérivé benzofurane XVIILi a des CMI supérieures ou égales a
128 pg/mL, montrant ainsi que I'hydrophobicité du noyau benzo[b]thiopheéne est

importante pour I'activité.
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Tableau 11 : Concentrations minimales inhibitrices des composés de la série XVIII contre trois
souches de S. aureus.

CMI (pg/mL)

Structure Référence  clogP  — 59213 SF83000  ST20171643¢
o]
AN
/@34% XVIILa 3.19 256 64 64
JO R N
ar o e XVIILb 4722 > 256 256 256
AN P ’
a ey XVIILc 3,79 > 256 256 256
oS
oA o XVIILd 3,89 > 256 > 256 > 256
W,

- XVIILe 3,22 > 256 > 256 > 256
N
Jous
o TS >} XVIILf 3,15 > 256 > 256 > 256
Jous
o TS \@ XVIILg 3,10 > 256 > 256 > 256
A o]
O XVIILh 401 32 8 16
3 \\_Q )
o
ol o HN—N@ XVIILi 3,15 > 256 256 128
\_/
PC190723 0,5 0,5 0,5

a: S. aureus sensible a la méticilline (SASM) ; b : S. aureus résistant a la méticilline (SARM) ; ¢ : S. aureus résistant a la daptomycine (SARD)

3.5. Etude du mode d’action de XVILb par microscopie a fluorescence

Suite a plusieurs étapes de diversification structurales, le composé XVILb s’est révélé
étre le benzo[b]thiophene le plus actif des séries XVI, XVII et XVIII avec une CMI de
4 pg/ml contre les trois souches de S. aureus testées. Son mode d’action a donc été
étudié. Sachant que sa structure est analogue de CV-4, identifi¢é comme inhibiteur
potentiel de FtsZ, 'action de XVILb sur le divisome bactérien a été évaluée comme
précédemment. Les bactéries ont donc été incubées en présence du dérivé
benzo[b]thiophéne a la concentration de 4 pg/mL, leur paroi marquée par fluorescence
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via le conjugué vancomycine-BODIPY et elles ont été analysées par microscopie a

2 um

Témoin positif
Témoin négatif PC190723 (2 pg/mL)

XVILDb (4 pg/mL)

fluorescence (
Figure 92).
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Témoin positif
Témoin négatif PC190723 (2 pug/mL)

XVILb (4 pg/mL)

Figure 92 : Image de microscopie a fluorescence de S. aureus (souche ATCC 29213) marquées
par un conjugué vancomycine-BODIPY en présence ou en absence de composé antimicrobien
(PC190723 et XVILb).

Comme on peut le voir, il n’y a pas de différence de morphologie entre les bactéries
témoin et celles incubées avec XVILb. Par conséquent, le mode d’action de ce composé
n’est pas lié au divisome, et a fortiori ce n’est pas un inhibiteur de FtsZ. Il serait donc
intéressant d’identifier le mécanisme d’action de ce produit. Parmi les hypotheses
possibles, on peut par exemple citer I'inhibition de NorA. En effet, il a été démontré dans
la littérature que plusieurs dérivés benzo[b]thiophenes étaient capables d’inhiber cette
pompe d’efflux240.241,

3.6. Etude de la cytotoxicité de XVIL.b sur des cellules A549

Nonobstant un mode d’action qui n’est pas le méme que celui initialement envisagé,
ces travaux ont néanmoins permis lidentification de dérivés benzo[b]thiophenes
comme de nouveaux antibiotiques actifs sur différentes souches de S. aureus résistant. Il
était donc intéressant d’étudier une potentielle cytotoxicité de XVILb. Cette étude était
d’autant plus pertinente que les dérivés benzo[b]thiophénes synthétisés sont analogues
de CV-4, molécule active sur la tubuline.
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Le méme test de cytotoxicité a 'iodure de propidium que pour IL.b (page 73) a été
réalisé et les résultats sont présentés dans la Figure 93. Pendant 7 h a 128 pg/mL, soit
32 fois la CMI, aucune cytotoxicité n’est observée sur des cellules A549 issue de cancer
du poumon. Les différences structurales entre CV-4 et XVILb ont donc permis
d’augmenter 'activité antibactérienne tout en causant la perte de I'activité cytotoxique.
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Figure 93 : Courbes de fluorescence montrant I'absence de cytotoxicité de XVILb sur des
cellules A549.

[V. Conclusion

Par sérendipité, le composé XVILb, un 6-chlorobenzo[b]thiophéne relié a un motif 2-
piridinyle par une fonction acylhydrazone a été identifié comme un produit actif sur
S. aureus avec une bonne CMI de 4 pg/mL et n’étant pas cytotoxique. Méme si 'action
antibactérienne n’est pas liée au ciblage du divisome, ces travaux nous ont permis de
développer un savoir-faire en criblage virtuel que nous avons pu mettre a profit par la
suite. Les travaux portant sur la synthese et I’évaluation biologique des produits des
séries XVI, XVII et XVIII ont été publiés en 2022 dans la revue Biomolécules?42,

Suite a ces résultats prometteurs obtenus sur les séries de benzo[b]thiopheénes, il
serait pertinent d’identifier le mode d’action de ces produits. Ceci permettrait dans un
deuxiéeme temps d’optimiser cette nouvelle famille de composés actifs sur des souches
antibiorésistantes de S. aureus.
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Le divisome, complexe protéique impliqué dans la cytokinése bactérienne, est une
cible de choix pour concevoir de nouvelles molécules antibactériennes. FtsZ est une des
protéines essentielles de ce complexe, et dont I'inhibition est létale pour le micro-
organisme. L’'objet de la premiere partie de cette these était donc de rechercher de
nouvelles molécules prévenant la croissance de Staphylococcus aureus par I'inhibition de
FtsZ.

Deux démarches ont été appliquées afin d’identifier de nouveaux inhibiteurs de FtsZ.
La premiere a consisté a concevoir par différentes méthodes de nouvelles molécules
basées sur le pharmacophore 2,6-difluorobenzamide, a savoir i) en le reliant a différents
cycles a cinq chainons a 'image de molécules tripartites déja décrites, ii) en remplagant
la fonction amide par des analogues et iii) en synthétisant des molécules dimériques
portant deux motifs benzamides. La deuxiéme démarche a été de réaliser le criblage
virtuel de deux chimiotheques au sein de la poche allostérique de la structure cristallisée
de FtsZ pour identifier de nouveaux inhibiteurs potentiels de structures variées.

La premiere démarche a conduit a l'identification de plusieurs dérivés 1,2,4-
oxadiazoles tres actifs, a l'instar du 3-((3-(4-(tert-butyl)phenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-
yl)methoxy)-2,6-difluorobenzamide II.c ayant une CMI de 0,5 a 1 ug/mL selon la souche
de S. aureus. Ce produit est en outre non-cytotoxique et son mode d’action visant le
divisome bactérien a été mis en évidence. La relation structure - activité des meilleurs
produits a également été discutée a la lumiere d’études de docking. Les autres
modifications structurales examinées n’ont pas permis de trouver des produits ayant
des activités significatives, confortant I'importance du motif 2,6-difluorobenzamide et de
la présence d’un substituant hydrophobe en position 3 de ce cycle.

La deuxieme démarche de criblage virtuel a conduit a la synthése et a I'évaluation
biologique de 39 produits répartis en trois familles. Parmi ceux-ci, le (E)-6-chloro-N'-
(pyridin-2-ylmethylene)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide XVILLb a présenté une
bonne activité anti-staphylococcique avec une CMI de 4 pg/mL contre les trois souches
testées. Cependant, I'étude de son mode d’action a montré de maniere surprenante que
le divisome bactérien n’était pas ciblé. Il serait donc intéressant de poursuivre cette
étude afin de déterminer le mode d’action de ce composé. Il s’agit donc d'un produit
identifié par sérendipité, mais dont I'activité significative et la non-cytotoxicité en font
un candidat intéressant pour lutter contre le staphylocoque doré antibiorésistant.

Ce travail est donc une contribution a la recherche de nouvelles molécules

antibactériennes dans le contexte du développement de souches résistantes par une
démarche regroupant chimie, biologie et modélisation moléculaire.
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[. SARS-CoV-2 etla pandémie de COVID-19

1. Introduction

La pandémie de COVID-19 (Coronavirus disease 2019) ayant touché I'ensemble de la
planéte a partir de l'automne 2019 est causée par le SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2). Début juillet 2022, deux ans et demi apres le
début de I'épidémie, plus de 540 millions de cas ont été recensés a travers le monde et
6,3 millions de personnes sont décédées suite a une infection243. Qui plus est, en raison
d’'une sous-déclaration du nombre de cas et de déces, ces valeurs sont
vraisemblablement sous-estimées244,

Le SARS-CoV-2 est un B-coronavirus a ARN génomique monocaténaire a polarité
positive (ARNg+) de la famille des Coronaviridae?*>. Son génome d’environ 30 000 bases
code pour quatre protéines structurales, Spike (S), de I'’enveloppe (E), de la membrane
(M) et de la nucléocapside (N), ainsi que 16 protéines non structurales, (Figure 94)3246,
Spike est une glycoprotéine de fusion dimérique responsable de la reconnaissance et de
I'entrée dans la cellule hoteZ47. Les protéines de 'enveloppe servent de protection tandis
que la membrane relie 'enveloppe au reste du virus. Enfin, les protéines de la
nucléocapside servent a empaqueter et protéger I’ARN viral248, Les protéines non
structurales, telles que la PLPro (papain-like protease) ou la RARp (RNA-dependant RNA
polymerase), sont quant a elles impliquées dans le clivage protéique ou la transcription
génomique et la réplication?49.

Protéine de la membrane (M)
Protéine Spike (S) ARN

Protéine de I'enveloppe (E) Protéine de la nucléocapside (N)

>
b’p’
17858A>G
® >

e
3037C>T >
8782C>T 11083G>T

PL-Pro acL RdRp Helicase ExoN
Figure 94 : Structure du génome de SARS-CoV-2 et protéines codées, adapté de Rahimi et al.
20212,
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2. Réplication de SARS-CoV-2

La Figure 95 ci-dessous schématise les différentes étapes de la réplication du SARS-

CoV-2.
TMPRSS52 b T
1 f Il
\u'u
gRNA translation (
ORF1a ¥ ORF1b ORFs2-9b
— e
Processing of replicase [ ( mAL
polyproteins by viral N1 v 9
proteases T (et
'-
L=
Non-structural
proteins
RTC assembly gRNAé/
o~ Molecular
£ W_pore

Nucleocapsid Virion assembly

formation Budding

o~
f" gRNA AN
Translation of sg-mRNAs

ERGIC

\ ¢
Viral RNA synthesis in
replication organelles
%
< \ 1 ol - ai

“—Nucleocapsud
protein

7 Double-membrane - E— ¥ commormonsoasemses - Envelope proteins
vesicles sg-mRNAs — &y
8 -.- kX' 'L—Spuke protein
| Accessory '\iembrane rotein
—Double-membrane proteins Envelope pr[—;tew'n

spherules

Convoluted—
membranes

Endeplasmic reticulum

Figure 95 : Cycle de réplication de SARS-CoV-2, issu de Malone et al. 2022250,

Tout d’abord, la protéine Spike du virus se lie a I'enzyme de conversion de
I'angiotensine 2, protéine présente a la surface de la cellule hote251. L'entrée du virus au
sein de la cellule peut alors suivre deux voies252. Dans la premiere, le fragment S1 de la
protéine Spike est clivé par TMPRSS2 (Transmembrane protease serine 2). Le fragment
S2 activé fusionne alors les membranes du virus et de la cellule hote, libérant I’ARN
génomique dans la cellule233. Dans la deuxieme voie d’entrée possible, le virus est
endocyté et I'endosome fusionne ensuite avec un lysosome, dont le pH acide entraine la
lyse de la membrane et la libération de ’ARN viral dans la cellule254.

Une fois libéré des protéines de la nucléocapside, 'ARN génomique recrute les
ribosomes de la cellule h6te2>0, A I'instar d'un ARN messager, les deux cadres de lecture
ouverts ORFla et ORF1b (constituants environ 75 % du génome) sont traduits,
conduisant a la libération des polyprotéines ppla et pplab contenant les protéines non
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structurales décrites précédemment?55256, Au sein de ces deux polyprotéines sont
présentes deux protéases, a savoir la PLPro et la protéase majeure (également appelée
MPro, pour main protease), qui sont capables de réaliser dans un premier temps un
autoclivage au sein de la polyprotéine2>7. Au total, 15 clivages protéolytiques conduisent
a la libération dans le cytosol de 16 protéines non structurales.

Parmi les protéines synthétisées, plusieurs vont former des complexes de réplication
et de transcription comme la RdRp a l'intérieur de vésicules bimembranaires formées
depuis le réticulum endoplasmique?58259, Au sein de ces complexes, '’ARNg+ est répliqué
sous forme d’ARNg a polarité négative qui sert de canevas pour la suite. Ce dernier peut
alors étre répliqué en ARNg+ afin de former de nouveaux virions, ou transcrit en ARNm
subgénomique. La traduction de ce dernier conduit a la synthése des protéines
structurales S, M, E et N, ainsi que de protéines accessoires?38, Les protéines N se lient a
I’ARNg+ répliqué pour former des complexes nucléoprotéiques, tandis que les protéines
M, E et S s’assemblent sur la paroi du réticulum endoplasmique granuleux.

Le réticulum endoplasmique contenant les protéines structurales migre ensuite sous
la forme d'un compartiment intermédiaire réticulum endoplasmique - Golgi. Le
complexe nucléoprotéique bourgeonne au sein du lumen de ce compartiment, ou le
virion s’assemble et mature avant de quitter la cellule par exocytose.

Afin de lutter contre la pandémie de COVID-19, le ciblage de I'un ou de plusieurs des
mécanismes présentés ci-dessus pourrait prévenir le développement du virus chez

I'hote.

3. Exemples de stratégies antivirales pour lutter contre le COVID-19

Si la stratégie vaccinale a fait ses preuves a travers le monde, le développement
d’antiviraux reste nécessaire pour compléter I'arsenal thérapeutique2¢%, Compte-tenu de
leur importance au sein de la réplication virale, trois mécanismes sont des cibles de
choix. D’une part, on retrouve la liaison du virus et I'entrée dans la cellule h6te. Pour
ceci, les principales stratégies visent la protéine Spike (a I'aide par exemple d’anticorps
monoclonaux), les protéases la clivant comme la TMPRSS2 ou encore I'endocytose du
virus (mécanisme supposé de I'hydroxychloroquine, dont l'efficacité a été remise en
question par la suite)261-265, D’autre part, I'inhibition de la protéolyse des polyprotéines
et en particulier des deux protéases capables de réaliser le clivage, a savoir PLPro et MPro,
a également été étudiée266-268, Enfin, la transcription et la réplication de '’ARNg sont
également ciblées, a 'image de la RARp269270, Le travail présenté dans ce manuscrit sera
consacré a la protéase majeure de SARS-CoV-2.
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[I. Protéase majeure de SARS-CoV-2

1. Structure et mécanisme d’action

La protéase majeure de SARS-CoV-2 est une protéine de 33,8 kDa qu’on retrouve
sous forme monomérique, mais dont l'activité est plus importante sous forme
d’homodimere. Chaque monomere est constitué de trois domaines, comme montré sur
la Figure 96A. D’une part, les domaines I et Il (respectivement en bleu et jaune) sont
formés par six tonneaux 3 antiparalléles et I'espace entre les deux domaines forme le
site catalytique. Le domaine II est relié au domaine III, constitué de cinq hélices a, par
une boucle d'une quinzaine d’acides aminés. Lors de la dimérisation, le « doigt» N-
terminal s’insere entre les domaines II et 11, ce qui forme le reste de la zone catalytique.
Les deux monomeres sont alors quasiment orthogonaux (Figure 96B)271,

Figure 96 : A : Structure de MPro monomérique (code PDB : 6Y2F)271. Cyan : chaine N-terminale ;
bleu : domaine [ ; jaune : domaine II ; vert : boucle reliant les domaines II et III ; rouge : domaine
[II. B: Structure de MPro dimérique (code PDB : 7E08)272 avec les deux monomeres
respectivement en vert et en cyan.
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MPro est une protéase a cystéine ayant une dyade catalytique formée par les résidus
His41 et Cys145. In cellulo, I'action de la protéase se fait au niveau d’'une séquence Leu-
GIn-l(Ser, Ala ou Gly), a I'instar de SARS-CoV273.274, Le site actif de ’enzyme comporte
cing poches, S1, S2, S3, S4 et S1’ (Figure 97). C’est au sein de cette derniere qu’est située
la dyade catalytique, et les sous-poches S1 a S4 sont donc les sites ou s’insérent les
acides aminés du peptide a cliver2>7.

Figure 97 : Sous-poches du site catalytique.

Le cycle catalytique de MPr est décrit dans la Figure 98. La premiére étape consiste
en la déprotonation du thiol du résidu Cys145 par le noyau imidazole du résidu His41
(I). Le thiolate réalise ensuite une addition nucléophile sur la fonction amide du peptide
(I, suivie par la libération du dérivé amine (III). Le thioester nouvellement formé est
ensuite hydrolysé (IV) ce qui libére le dérivé acide (V) et permet le captage d’'un proton
de I'imidazolium par le thiolate pour régénérer le groupement thiol275.
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Figure 98 : Cycle catalytique de la dyade Cys - His de MPro chez SARS-CoV-2 (adapté de Pillaiyar
etal. 2016)7s.
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2. Stratégies pour la découverte d’'inhibiteurs de MPro

Compte-tenu de sa structure, deux types d’inhibition sont possibles pour la protéase
majeure de SARS-CoV-2, a savoir non-covalente ou covalente?60, Dans le premier cas,
I'inhibition est causée par des interactions faibles entre le ligand et la cible, telles que
des liaisons H, des interactions hydrophobes ou du =-stacking. Les inhibiteurs non-
covalents constituent I'immense majorité des médicaments actuellement sur le marché.
Cependant, dans le cas de MPro, le développement d’inhibiteurs covalents est possible.
Ces derniers agissent par la formation d'une liaison covalente entre le ligand et la
protéine cible276. Pour ceci, le ligand doit posséder une fonction électrophile, capable de
réagir avec une fonction nucléophile sur la protéine, a I'instar de la fonction thiol du
résidu Cys145.

Suite au début de la pandémie de COVID-19, la recherche d’agents antiviraux ciblant
la protéase majeure de SARS-CoV-2 a été entreprise par de nombreux chercheurs. Un
apercu des différentes stratégies qui ont été abordées pour identifier des ligands
potentiels est présenté ci-dessous.

2.1. Identification in vitro

Afin d’identifier un potentiel effet contre le SARS-CoV-2, l'activité de nombreuses
molécules a été évaluée in vitro.

2.1.1. Drugrepurposing

Le «drug repurposing » (ou repositionnement médicamenteux) est une stratégie
rapide et efficace qui consiste a identifier de nouvelles utilités a des médicament
actuellement sur le marché, dont la sureté a déja été démontrée. Cette stratégie a été
appliquée dans le cas de la crise sanitaire mondiale, afin de trouver rapidement de
nouveaux traitements pour les patients?’’. Le lopinavir (Figure 99) a par exemple été
identifié comme inhibiteur de MPro278  Cet inhibiteur de la protéase du VIH (virus de
I'immunodéficience humaine) peut en effet inhiber la protéase du SARS-CoV-2 en raison
de sa structure analogue de I'état de transition lors de I'’hydrolyse. Cependant, son effet
n’est pas suffisant pour une utilisation clinique279. En revanche, le danoprevir, inhibant
initialement la protéase de VHC (virus de I'hépatite C) a quant a lui montré une activité
clinique?80, On peut aussi noter le boceprevir (Figure 99), un cétoamide actif sur VHC
capable de faire une liaison covalente avec le résidu Cys145 chez la protéase majeure de
SARS-CoV-2281, Une étude publiée dans le journal Science en 2021 montre également le
résultat du criblage par rayon X d'une chimiotheque de médicaments et de molécules en
recherche clinique identifiant sept composés antiviraux et non cytotoxiques?282,
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Lopinavir Danoprevir
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Figure 99 : Structures de trois médicaments identifiés pour un repositionnement
médicamenteux contre MPro de SARS-CoV-2.

2.1.2. Inhibiteurs de la protéase majeure de SARS-CoV

Entre 2002 et 2004, une premiere épidémie de coronavirus causée alors par SARS-
CoV a eu lieu, principalement localisée en Chine?83. La recherche de molécules actives
sur plusieurs protéines de ce virus avait été entreprise, dont MPro, Suite a 'apparition de
SARS-CoV-2, les protéases majeures des deux virus ont été étudiées et il a été montré
qu’elles partageaient 96 % d’homologie?71. L'effet des molécules congues au début des
années 2000 a donc logiquement été investigué sur MPro, C’est par exemple le cas du
dérivé N3 (Figure 100), un analogue de peptide actif sur les deux protéases284285, Tandis
que le motif peptidique permet de bonnes interactions avec la protéine au sein du site
catalytique, le motif vinylique situé a proximité du résidu Cys145 est un accepteur de
Michael capable de former une liaison covalente irréversible avec le thiol. Le dérivé
Céto-1 est également un dérivé peptidique actif sur les deux protéases?’!. Dans ce cas,
c’'est la présence d’une fonction a-cétoamide qui peut étre convertie en thiocétal qui
conduit a l'inhibition de la protéine. Enfin, on peut citer le nirmatrelvir, issu de
I'optimisation d’'un dérivé peptidique actif contre SARS-CoV?245267, Cette molécule est
actuellement commercialisée combinée au ritonavir, un inhibiteur de cytochrome P450,
sous le nom de Paxlovid®.
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Figure 100 : Structures de dérivés peptidiques actifs sur les protéases majeures de SARS-CoV et
de SARS-CoV-2.

2.1.3. Criblage a haut débit

Enfin, de nombreux criblages a haut débit de chimiotheques ont été réalisés afin
d’identifier des inhibiteurs de MPr. On peut citer par exemple une étude sur 10 000
composés en 2020 conduisant a I'identification de I'ebselen (Figure 101), molécule anti-
inflammatoire portant un atome de sélénium?285286, Un autre criblage sur 10 755
composés a montré une activité de la Walrycin B287. Les résultats d’autres criblages
sont décrits dans une revue de Dima A. Sabbah et son équipe?73.

|
(@] N N.
N N
0 T
@ ah
) o
Se CF3

Ebselen Walrycin B

Figure 101 : Structures de deux inhibiteurs de MPro identifiés par criblage a haut débit.

2.2. Identification in silico

L’essor de la bioinformatique a également permis de tres nombreuses études
cherchant a identifier in silico de nouveaux inhibiteurs de MPro, Il est a noter que
certaines études sont purement computationnelles tandis que dans d’autres, I’évaluation
biologique des produits identifiés a été réalisée.
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2.2.1. Drug repurposing

De nombreuses études de drug repurposing par criblage virtuel ont vu le jour, et les
résultats de ces recherches different grandement d’'une étude a I'autre, selon la base de
données, la structure PDB de la protéine et I'algorithme de docking utilisé. Début 2022,
Kulkarni et Ingale ont compilé les résultats de 52 études de drug repurposing par
criblage virtuel ciblant MPro. Parmi celles-ci, trois composés ont été recensés a plus de
dix reprises: le saquinavir (14), le ritonavir (12) et le lopinavir (11), dont les
structures sont décrites respectivement en Figure 102 et Figure 99288, Ces résultats sont
cohérents avec le fait que I'activité sur MPro de ces trois produits a été démontrée28°, Il
est cependant a noter que de nombreux « faux positifs » ont été recensés dans des
études de drug repurposing par criblage virtuel290.

CONH,
Q H
N~y AN
A "o

Saquinavir Ritonavir

Figure 102 : Structures du saquinavir et du ritonavir identifiés par criblage virtuel.

2.2.2. Criblage de substances naturelles

Compte-tenu de I'importance des molécules naturelles au sein de la pharmacopée, de
nombreuses chimiothéques de substances naturelles ont été criblées afin d’identifier de
potentiels inhibiteurs de MPro, Certaines chimiotheques étaient tres diversifiées (telles
que celles utilisées par Kapusta et al, Bernardi et al.,, Garg et al. ou encore El-Ashrey et
al.) tandis que d’autres se focalisaient sur des métabolites (Padhi et al.) ou des molécules
marines (Gentile et al)?91-29, Plusieurs composés issus de ces criblages sont présentés
en Figure 103, mais il est a noter que les études citées ci-dessus sont purement
computationnelles et que l'activité biologique des produits n’a pas été évaluée.
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Figure 103 : Exemples de structures de substances naturelles identifiées par criblage virtuel
comme inhibiteur potentiel de MPro.

2.2.3. Criblage virtuel de larges chimiotheques

Afin de potentialiser les chances d’identifier des inhibiteurs potentiels de MPro, le
criblage virtuel de treés grandes bases de données a également été réalisé. On peut citer
pour exemple en 2020 le criblage de 1,3 milliard de produits qui a permis d’identifier le
dérivé pyrazole Crib-1 (Figure 104) comme inhibiteur potentiel2°7. En 2022, le criblage
de 235 millions de composés suivi de I'évaluation biologique des meilleurs produits a
conduit a I'identification de Crib-2 ayant une activité de I'ordre de 77 nM contre SARS-
CoV-229%,
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Figure 104 : Structures de deux composés identifiés par criblage virtuel de trés larges
chimiothéques.

2.2.4. Autres criblages virtuels

De nombreux autres criblages virtuels ont été réalisés au cours des deux dernieres
années. Ces derniers pouvaient par exemple se baser sur des chimiothéques plus petites
concentrées autour d'un squelette général ou se focaliser uniquement sur la recherche
d’inhibiteurs covalents299-301,

3. Conclusion

Compte-tenu de son role critique dans la réplication virale, la protéase majeure de
SARS-CoV-2 est une cible pharmacologique de choix pour lutter contre le COVID-19. De
par la présence d'une cystéine dans sa dyade catalytique, la recherche d’inhibiteurs
covalents et non-covalents a été entreprise, a la fois in vitro (drug repurposing, criblage a
haut débit...) et in silico (criblage virtuel). A ce jour, un seul inhibiteur de MPro, le
nirmatrelvir, est utilisé en clinique. La recherche de nouveaux composés bioactifs sur
cette protéase reste donc toujours aussi pertinente.

ITII. Objectifs du projet

Dans le cadre de la pandémie de COVID-19, les confinements et les restrictions
d’acceés au laboratoire mis en place pour freiner la progression du SARS-CoV-2 ont
logiquement empéché de poursuivre un travail expérimental a la paillasse. Cependant, il
nous était possible de réaliser des études de modélisation moléculaires en télétravail.
C’est pourquoi nous avons souhaité mettre a profit nos compétences en bioinformatique
et en criblage virtuel, acquises entre autres par notre travail sur FtsZ, pour participer a
la recherche de composés potentiellement bioactifs.

Nous avons donc réalisé deux études visant a identifier par criblage virtuel de

potentiels inhibiteurs de MPro, Ces travaux ont été réalisés par le docking de différentes
chimiotheques au sein du site catalytique de la protéine.
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La premiere étude visait a identifier de potentiels inhibiteurs covalents de MPr, Pour
ceci, deux chimiotheques ont été criblées, constituées respectivement :

- De molécules portant un groupement électrophile mou

- De médicaments covalents actuellement sur le marché

La deuxieme étude est basée sur 'homologie entre les protéases majeures de SARS-
CoV-2 et du coronavirus aviaire. Une base de données d’inhibiteurs connus de cette
derniere a ainsi été criblée au sein du site actif de la protéase majeure de SARS-CoV-2.
Par la suite, la stabilité des complexes inhibiteur-protéine a été étudiée par dynamique
moléculaire.

Dans ce manuscrit sont présentés les travaux portant sur le criblage virtuel par

docking de différentes chimiothéques au sein du site catalytique de la protéase majeure
de SARS-CoV-2 afin d’identifier de nouveaux composés antiviraux potentiels.
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I. Introduction et démarche

b

La protéase majeure de SARS-CoV-2 étant une protéase a cystéine, la recherche
d’inhibiteurs covalents est pertinente. En effet, 'atome de soufre de ce résidu est capable
de former une liaison covalente avec un groupement électrophile, ce qui bloquerait
I'action de I'enzyme. C’est par exemple le cas du boceprevir ou du peptide N3, vus
précédemment (pages 154-155).

Le criblage virtuel de deux chimiotheques (la premiere étant constituée de plus de
40 000 électrophiles mous et la deuxieme formée de 32 médicaments agissant comme
des inhibiteurs covalents) a donc été réalisé au sein du site catalytique de MPro, Le
criblage a été réalisé sur la structure cristallisée de MP (code PDB 6Y2F)271, Suite au
docking, les complexes protéine-ligand ont été examinés. Pour que l'inhibition covalente
se fasse, il faut que la fonction électrophile soit a proximité de la fonction thiol du résidu
Cys145392, Nous avons donc utilisé une valeur de 4 A comme valeur seuil, ce qui est
cohérent avec d’autres études de la littérature303.304, Ainsi, apres docking, les ligands
formant un complexe stable avec MPr et dont la fonction électrophile était a moins de
4 A du groupement thiol de la cystéine sont de potentiels inhibiteurs de la protéine, a
I'instar de ce qui est résumé dans la Figure 105.

(.

( Cys145 SH - centre électrophile < 4 A )
- SH 4/\SH _,/\/S
4 ) S —
MmPro MPTO 4 | MPro.|
Docking

J

Figure 105 : Etude de docking visant I'inhibition covalente de MPro par le ciblage du résidu
Cys145.

Afin de s’assurer de la validité des résultats obtenus, la méthode a dans un premier
temps été validée via le docking d’inhibiteur covalents connus de MPro,
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II. Validation de la démarche de docking

Afin de s’assurer de la fiabilité de la méthode, celle-ci a dans un premier temps été
validée. Pour ceci, trois inhibiteurs covalents connus de MP (dont les structures sont
représentées dans la Figure 106) ont été dockés au sein du site catalytique de la
protéine. Les résultats de docking ont ensuite été comparés aux méme ligands co-
cristallisés avec MPro et la distance entre le groupement chloroacétamide et le thiol du
résidu Cys145 a été mesuré. Les résultats de ce docking sont présentés ci-dessous.

Figure 106 : Structures et résultats de docking des composés de référence (magenta) et
superposition avec les inhibiteurs co-cristallisés (cyan). A : Inhib-1 (code PDB : 5RHF?305).
B : Inhib-2 (code PDB : 5REN30s). C : Inhib-3 (code PDB : 5REK305).

Les molécules dockées Inhib-1, Inhib-2 et Inhib-3, en magenta, sont quasiment
superposées avec les adduits correspondant co-cristallisés (en cyan). Les légeres
différences sont dues au fait que les composés dockés possedent 'atome de chlore,
volumineux et nécessaire pour la liaison a la protéine, tandis que les adduits sont liés de
maniere covalente au résidu Cys145. La proximité entre le méthylene du
chloroacétamide et le thiol du résidu Cys145 a également été évaluée. Pour ceci, la
distance entre le carbone électrophile portant le chlore et I'atome de soufre a été
mesurée, et celle-ci était comprise entre 2,8 et 3,2 A. La bonne superposition des ligands
et la distance méthyléne - Cys145 montrent ainsi la fiabilité des résultats de docking et
de notre hypothese de départ.
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III. Criblage virtuel d'une chimiotheque d’électrophiles mous

1. Construction de la chimiothéque

La méthode étant validée, une chimiothéque d’électrophiles mous a été construite
depuis les bases de données PubChem, Asinex et Enamine. La chimiotheque est
constituée de dérivés acrylamides, halogéno- et cyanoacrylamides, vinylsulfonamides
ainsi que d’autres composés de structures diverses. Au total, les 41 757 composés ont

été répartis selon les huit bases de données d’origine, comme montré dans le Tableau

12.

Tableau 12 : Bases de données d’inhibiteurs covalents potentiels formant la chimiotheque a

cribler.

Réaction possible

Base de données Structure Nombre de molécules -
avec le résidu Cys145
O
PubChem
R N i .
Acrylamides 1 H/U\/\RZ 3905 Addition de Michael
O
PubChem Ri< X Substitution
. P N 4281 L
Halogénoacétamides H nucléophile
Ry
O
_N
PubChem Ri< - Addition covalente
, N 3356 . .
Cyanoacrylamides I'? | réversible
2 Rs
PubChem R4 \\S//O/ 1070 Addition de Michael
Vinylsulfonamides ”/ N
Asn.lex Divers 8098 Structure-dépendante
Electrophiles mous
Enamine
Chimiotheque pour Divers 15 684 Structure-dépendante
criblage covalent
E i i
namine
R N g .
Acrylamides 1 H/U\/\RZ 3153 Addition de Michael
O
Enamine Ri< X 2210 Substitution
Halogénoacétamides ” nucléophile
Ro
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2. Criblage virtuel de la chimiotheque

Le criblage virtuel par docking des 41 757 composés a été réalisé au sein du site
catalytique de MPr (code PDB 6Y2F) par la méthode de complémentarité de forme
décrite précédemment dans ce manuscrit?’l, Les molécules ont ensuite été classées
selon leur énergie d'interaction et les 20 meilleurs composés issus de chacune des huit
bases de données ont été étudiés. Parmi les 160 molécules inspectées visuellement,
seules celles dont le motif électrophile était situé a moins de 4 A du groupement thiol du
résidu Cys145 ont été retenues. Les résultats sont présentés dans le Tableau 13 ci-apres.

Le criblage virtuel par docking suivi du criblage selon la distance électrophile -
soufre a conduit a I'identification de 17 inhibiteurs covalents potentiels, portant tous des
noyaux aromatiques et ayant une grande diversité structurale. On recense trois
acrylamides, six chloroacétamides, deux cyanoacrylamides, deux vinylsulfonamides,
trois nitriles et un alcyne. Les énergies d’interaction variaient entre -10,41 pour le dérivé
1102141 et -7,22 pour le composé 132327024. Les modes de liaison a la protéine ont
également été étudiés selon les composés, concernant les sous-poches ciblées (une a
quatre), le nombre de liaisons hydrogéne (une a six) et enfin la distance entre le
groupement électrophile et le soufre du résidu Cys145 (entre 2,27 et 4,03).

Pour illustrer ces résultats, les modes de liaison de deux de ces composés sont
présentés ci-dessous. Ont ainsi été choisis le dérivé cyanoacrylamide 2011299, ayant un
excellent score de docking de -10,32 kcal/mol (Figure 107) et le dérivé vinylsulfonamide
134294169 formant six liaisons hydrogéne avec la protéine (Figure 108)

Cys145(A) Jea

“l 4 6Y2F - 2011299

Figure 107 : Mode de liaison et réseau de liaisons hydrogene du dérivé 2011299.
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L’oxygeéne de la fonction amide fait des liaisons hydrogene avec les résidus Gly143 et
Ser144, tandis que l'oxygene de la fonction éther interagit quant a lui avec le résidu
Cys145. Le thiol de cette cystéine est également a 3,18 A de I'atome de carbone du motif
cyanoacrylamide.

Le mode de liaison du composé 134294169, ayant également une bonne énergie
d’interaction avec la protéine (-9,43 kcal/mol) est présenté dans la Figure 108.

Leu27(A)

Q
Gly143(A)

i)

o
o
GIn192(A) - %
* Metl65(A) 2

~
i:am

6Y2F - 134294169

Glnl$9(A)

Figure 108 : Mode de liaison et réseau de liaisons hydrogene du dérivé 134294169.

Ce produit prenant place au sein des quatre sous-poches du site allostérique
interagit fortement avec la protéine. On dénombre en effet six liaisons hydrogene,
respectivement avec les résidus His41, Cys44, Tyr54, Gly143, Cys145 et GIn192. Le thiol
de la cystéine est également a 3,80 A du motif vinylsulfonamide.

Le composé 1658938, avec un score de docking de -9,19 kcal/mol et une fonction
acrylamide a 3,62 A du résidu Cys145 est également a noter. En effet, la faible
cytotoxicité de ce produit a été démontrée lors de plusieurs tests répertoriés sur
PubChem BioAssay306-309,
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IV. Criblage virtuel d’une chimiotheque de médicaments

actuellement sur le marché

Une stratégie de drug repurposing a également été envisagée. Pour ceci, nous avons
appliqué la méme méthode que précédemment sur une chimiothéque de médicaments
covalents.

1. Construction de la chimiotheque.

La construction de la chimiothéque s’est faite sur la base d'une liste de 52
médicaments autorisés par la FDA (Food and Drug Administration) décrite par Anil
Vasudevan et son équipe en 2019310, Parmi ceux-ci, plusieurs composés ont été exclus
de notre étude, tels que des molécules retirées du marché, les B-lactames (connus pour
étre inactifs sur les virus) et certains dérivés aux mécanismes spécifiques comme des
analogues de nucléosides. Dans le cas des inhibiteurs de la pompe a proton, les
meétabolites actifs sulfénamides et acides sulféniques ont été retenus. Au total, une
chimiotheque de 32 composés a été utilisée lors du criblage virtuel avec une forte
variabilité structurale. On retrouve entre autres six acrylamides, deux cétones a,p3-
insaturées ou encore deux cycles époxyde et oxetanone.

2. Criblage virtuel de la chimiotheque

Le criblage virtuel de la chimiotheque de médicaments covalents a été realisé selon
la méme méthode que précédemment, a savoir le docking au sein du site actif de MPro
suivi de la mesure de la distance entre le motif électrophile et le soufre du résidu
Cys145. Compte-tenu du plus faible nombre de composés présents dans la
chimiotheque, la distance soufre - groupement électrophile a été étudiée pour tous les
produits. Par cette approche, quatre médicaments ont été identifiés et sont présentés
dans le Tableau 14.

Tous les composés interagiraient fortement avec la protéine, formant de trois a cinq
liaisons hydrogene (pour la fosfomycine et l'ibrutinib, respectivement). Les motifs
électrophiles sont également situés entre 2,98 et 3,78 A du thiol du résidu Cys145, ce qui
fait de ces molécules de potentiels inhibiteurs covalents.
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Ces quatre molécules sont des médicaments actuellement sur le marché et
approuvés pour des pathologies données (Tableau 15) et I'utilisation de ces traitements
sur des patients atteints par le COVID-19 a été documentée.

Tableau 15 : Cibles pharmacologiques et pathologies concernées des médicaments identifiés

par docking.
Deno'mmatlor'l cormmune Cible pharmacologique Pathologie visée Référence

internationale
Diméthylfumarate NF-xB Sclérose en plaque 311
Fosfomycine UDP-N-acetylglucosamine- e i1 boctérienne 312

3-enolpyruvyltransferase

Ibrutinib Tyrosine kinase de Bruton Cancer 313
Saxagliptine Dipeptidyl peptidase 4 Diabéte 314

Par exemple, I'utilisation du diméthylfumarate sur des patients atteints de sclérose
en plaque a eu un effet positif sur le COVID-19315316, Cependant, les effets anti-
inflammatoires de la molécule sont plutdt envisagés comme mode d’action317-319, ] a
également été démontré que I'ibrutinib réduisait le nombre et la durée d’hospitalisation,
meéme si la encore I'inhibition de MPro n’est pas '’hypothese envisagée320321, Enfin, il a été
démontré début 2021 que la saxagliptine n’était pas active sur MPro et aucune
publication ne recense d’effet de la fosfomycine contre le SARS-CoV-2322,

V. Conclusion

La recherche d’inhibiteurs covalents potentiels de la protéase majeure de SARS-CoV-
2 a été entreprise par le criblage virtuel de deux chimiotheques au sein du site
catalytique de la protéine. La premiere chimiotheque, constituée de 41 757 électrophiles
mous, a permis d’identifier 17 inhibiteurs covalents potentiels avec une grande diversité
structurale. Le criblage de la deuxieme chimiotheque de médicaments covalents a
montré que le diméthylfumarate, la fosfomycine et I'ibrutinib pourraient en théorie se
lier a la protéine et réagir avec le résidu Cys145.

Nous n’avons pas été en mesure de tester l'activité biologique des molécules
identifiées sur MPro, mais ce travail pourra ainsi contribuer a apporter de nouvelles
pistes dans la recherche de traitements antiviraux contre le COVID-19. Ces travaux ont
été publiés en 2021 dans la revue Computational Biology and Chemistry323.
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I. Introduction et démarche

Notre démarche est basée sur I'étude de ’homologie entre les protéases de SARS-
CoV-2 et du coronavirus aviaire (également appelé IBV pour infectious bronchitis virus),
dont une chimiotheque d’inhibiteurs a été décrite. Celle-ci est issue de PubChem
BioAssay (AID 1706), et elle est le fruit de I'évaluation de 290 726 molécules sur la
protéase majeure de I'BV, dont 405 se sont montrés actifs324.

Le criblage virtuel par docking de cette chimiotheque a été réalisé au sein du site
catalytique de la protéase majeure de SARS-CoV-2. Parmi les 405 produits, les structures
de 388 molécules étaient disponibles. Le docking a été réalisé par la méthode de
complémentarité de forme décrite précédemment dans ce manuscrit en suivant deux
démarches.

Pour la premiere, ces composés ont été dockés afin d’identifier d’éventuels
inhibiteurs non-covalents. Une étude de dynamique moléculaire a été réalisée sur les
meilleurs composés afin de déterminer la stabilité des complexes formés.

Lors de la deuxieme démarche, I'analyse visuelle des structures des 388 composés a
également permis d’identifier 40 d’entre eux comme ayant une fonction électrophile.
Suite au docking, la méme meéthode que celle présentée dans le chapitre 2 a été
appliquée, a savoir I’étude la distance entre la fonction électrophile et le soufre du résidu
Cys145 (Figure 105, page 164).

Enfin, une étude de pharmacocinétique prédictive a enfin été réalisée sur I'ensemble

des molécules identifiées afin d’estimer le potentiel médicamenteux des produits issus
du criblage virtuel. La stratégie est résumée dans la Figure 109 ci-apres.
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Chimiothéque PubChem
BioAssay (AID 1706)
405 composeés actifs sur IBV

388 structures Identification de 40
Criblage virtuel disponibles composeés possédant un
groupement électrophile

Identifications des
meilleurs inhibiteurs non- Criblage virtuel
covalents potentiels

Mesure de la distance

Dynamique moléculaire Cys145 - électrophile

Identification d’inhibiteurs potentiels covalents et non-covalents de MPr®

Etudes de
pharmacocinétique
prédictive

Figure 109 : Stratégie de criblage virtuel d’'inhibiteurs de MPre du coronavirus aviaire pour
I'identification d’inhibiteurs potentiels de MPro de SARS-CoV-2.

II. Etude d’homologie

L’homologie entre les protéases majeures de SARS-CoV-2 et de I'IBV a été étudiée, ce
qui est possible par le fait que les structures cristallines des deux protéines soient
disponibles dans la littérature.

Dans un premier temps, les séquences primaires des protéases de SARS-CoV-2
(PDB: 6Y2F) et de I'IBV (PDB : 2Q6F) ont été comparées avec le logiciel ESPript271,325326,
Comme montré sur la Figure 1104, les séquences primaires montrent de nombreuses
similarités. Il est également a noter que la dyade catalytique est conservée entre les deux
protéines, a savoir les résidus His41 et Cys145 (selon la numérotation des acides aminés
de MPro de SARS-CoV-2). L’étude des structures tridimensionnelles a également été
réalisée. Si on observe des différences au niveau des régions non structurées des
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protéines, les structures secondaires (hélices a et feuillets ) et les sites catalytiques
sont bien superposées, en particulier les résidus de la dyade catalytique (Figure 110B).

al Bl B2 B3 i [0}
A pdb|6Y2F|A 2000 TT i 2000 20000
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Figure 110 : A : Alignement des séquences des protéases majeures de SARS-CoV-2 et de 'BV.
Les résidus conservés sont encadrés et surligné en rouge (complétement conservés) ou écrits en
rouge (partiellement conservés). Les structures secondaires sont également indiquées.

B : Superposition des structures 3D des protéases de I'IBV (vert) et de SARS-CoV-2 (cyan) sur
lesquelles les dyades catalytiques sont représentées.
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Une étude plus attentive des sites catalytiques des deux protéines montre de
nombreuses similarités en termes de séquence et de conformation des acides aminés.
Cependant, certains acides aminés de la poche different (Figure 111). En particulier, les
résidus Thr25, Met49, Asn142, Met165 et GIn189 chez SARS-CoV-2 correspondent aux
résidus Asn25, Lys45, Ala140, Leu163 et Glu187 chez IBV, dont les chaines latérales sont
a proximité de la dyade catalytique. Ces légeres différences justifient donc une étude de
criblage virtuel pour trouver de potentiels inhibiteurs de MPro chez SARS-CoV-2 depuis
une chimiotheque de composés biologiquement actifs sur IBV.

Figure 111 : Superposition des sites catalytiques des protéases de I'IBV (PDB : 2Q6F) et de
SARS-CoV-2 (PDB : 6Y2F)271325, Les acides aminés identiques et superposés sont en vert, ceux
différents sont en jaune (SARS-CoV-2) et magenta (IBV).

I[II. Inhibiteurs non-covalents potentiels

1. Criblage virtuel

Le criblage virtuel des 388 composés issus de la base de données PubChem a été
réalisé par docking au sein du site actif de la protéase majeure de SARS-CoV-2. Les
composés ont été classés selon leurs scores de docking et les cinq meilleurs ont été
étudiés attentivement (Tableau 16).
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Tableau 16 : Résultats du criblage virtuel des 388 molécules de la chimiotheque PubChem
montrant les cinq meilleurs composés en termes d’énergie d’interaction.
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On retrouve ainsi des dérivés hydrazine (1632360), benzotriazole (645492 et
654498), thiazole (4586109) et diaminophényle (2193552). Tous les produits
interagissent fortement avec la protéine, avec des énergies d’interactions allant de
-9,92 kcal/mol pour le dérivé 1632360 a -9,54 kcal/mol pour le dérivé 654498. Les
différentes molécules occupent trois ou quatre des sous-poches du site catalytique et
forment entre deux et cinq liaisons hydrogeéne avec la protéine. Il est par ailleurs a noter
que trois des produits interagissent avec le résidu Cys145, dont deux qui font également
des interactions avec le résidu His41.

Afin d’étudier la stabilité des complexes entre les inhibiteurs non-covalents
potentiels et MPro, une étude de dynamique moléculaire a été réalisée.

2. Dynamique moléculaire

2.1. Principe de la dyvnamique moléculaire

La dynamique moléculaire est une méthode de modélisation moléculaire qui permet
de simuler I'évolution d’'un systéme au cours du temps. Dans le cadre de I'étude de
complexes protéine-ligand, de I'énergie est apportée au systéme ce qui permet aux
liaisons de la protéine de bouger. Si le complexe est stable, il va atteindre un niveau
d’équilibre et les atomes vont rester positionnés plus ou moins au méme endroit au
cours du temps327. A contrario, si le complexe n’est pas stable, une déformation de la
protéine est observée, et le ligand peut étre amené a sortir de la poche dans laquelle il
était au début de I'expérience. Afin de quantifier cet équilibre, on mesure le RMSD (root
mean square deviation, soit la déviation de la racine de la moyenne des carrés) des
carbones o du squelette de la protéine328. Cette valeur exprime la distance moyenne de
ces carbones par rapport a la conformation initiale : si le complexe est stable, cette
valeur est de 'ordre de quelques angstroms et varie peu, tandis que si le complexe est
instable, le RMSD continue de croitre.

2.2. Résultats de I'’étude de dynamique

Tout d’abord, I'énergie du complexe a été minimisée, puis les expériences ont été
réalisées avec le champ de force AMBER10 et la méthode NPA (Nosé-Poincaré-
Andersen) a 300 K. Apres une période d’équilibration de 200 ps, la production de
donnée a été réalisée pendant 5 ns conduisant a 500 poses pour lesquelles le RMSD des
carbones a du squelette de la protéine a été mesuré. Comme montré en Figure 112, le
RMSD des carbones o fluctue entre 2,25 A et 2,75 A (voire entre 1,5 Aet25A pour le
composé 645492) au cours de 'expérience, ce qui montre la stabilité des complexes
formés par la protéine et les différents inhibiteurs non-covalents potentiels.
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Figure 112 : RMSD des carbones o obtenus par dynamique moléculaire durant 5 ns pour les
cinq complexes. A:1632360. B : 645492.C:4586109.D:2193552. E : 654498.

Parmi les 500 conformeres générés par I'’étude de dynamique moléculaire, six ont été
échantillonnés (un toutes les 1 000 ps) et superposés, tel que montré dans le Tableau 17.
L’étude des interactions ligand - protéine a ces différents moments donnés permet de
constater que les ligands restent fortement liés a la protéine au cours du temps. Les
liaisons hydrogéne générées par chaque échantillon ont également été étudiées,
permettant de voir que le nombre d’acides aminés interagissant avec les ligands varie de
trois a huit (pour au maximal cinq résidus ciblés simultanément). Certains acides aminés
semblent importants pour la liaison a la protéine, tels que le résidu GIn189,

interagissant avec quatre des cinq ligands.
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Tableau 17 : Superposition des échantillons issus de I'étude de dynamique moléculaire et acides
aminés clés identifiés.

Résidus formant des

Superposition des échantillons - \
perp liaisons hydrogeéne avec

Référence

conformationnels le ligand
1632360 Asn142, Gly143, Glu166
645492 Met49, Ser144, GIn189
Gly143, Ser144, His163,
4586109 Glu166, GIn189
His41, Met49, Asn51,
2193552 Glu166, Asp187, Thr190,
Gln192, GIn189
654498 Met49, Glul66, GIn189
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IV. Inhibiteurs covalents potentiels

L’analyse visuelle des 388 structures disponibles a permis d’identifier 40 composés
comportant un groupement électrophile pouvant en théorie réagir avec le résidu
Cys145. Le criblage virtuel de cette chimiotheque ayant une grande diversité structurale
(dérivés chloroacétyles, acrylamides, benzonitriles, nitriles et 2-cyanoacétamide) a
permis d’identifier quatre inhibiteurs covalents potentiels pouvant en théorie se lier au
sein du site actif de MPre puis réagir avec le soufre du résidu Cys145. Les structures des
quatre molécules candidates ainsi que leurs modes de liaison sont décrits dans le
Tableau 18. On retrouve ainsi trois chloroacétamides (4868361, 4961646 et 1154427)
et un dérivé cyanovinyle (843322), faisant entre deux et quatre liaisons hydrogéne avec
la protéine et ayant leur groupement électrophile entre 2,9 et 3,8 A du résidu Cys145. Il
est intéressant de noter que tous les composés interagissent fortement avec la dyade
catalytique, a savoir les résidus Cys145 et His41 (a I'exception du dérivé 4961646). En
revanche, outre Cys145, ce dernier fait également des liaisons hydrogene avec les
résidus Gly143 et Ser144, tout comme le composé 4868361.

V. Etudes de pharmacocinétique prédictive

Suite aux travaux de docking et de dynamique moléculaire, les propriétés
pharmacocinétiques des neuf molécules identifiées par criblage virtuel ont été prédites,
afin d’étudier le potentiel médicamenteux de ces produits. Les propriétés relatives a
I'absorption, la distribution, le métabolisme, I’élimination et la toxicité (ADMET) ont
donc été calculées par les logiciels SwissADME, pkCSM et ProTox-11198199329  [es
résultats sont présentés dans le Tableau 19.

Concernant la biodisponibilité orale, tous les produits respectent la « regle des cinq »
de Lipinski, et respectent partiellement la regle de Veber200201, []s présent également
tous une bonne absorption intestinale prédictive (supérieure a 90 %), a I'exception du
dérivé 2193552 (pour lequel I'absorption atteint tout de méme 70 %). Bien que les
volumes de distribution et la fraction non liée aux protéines soit basse, il est a noter que
les produits seraient peu a méme de franchir la barriere hématoencéphalique et
atteindre le systeme nerveux central. De plus, la majorité des produits ne seraient
vraisemblablement pas métabolisés par les isoformes principales du cytochrome P450.
Enfin, les différents composés ne montreraient pas d’hépato-, d'immuno- ou de
cytotoxicité. Il n’est en revanche pas surprenant de voir que certains pourraient étre
carcinogenes, en particulier trois des quatre inhibiteurs covalents potentiels comportant
donc des fonctions électrophiles. En résumé, les neuf molécules ont de bonnes
propriétés pharmacocinétiques prédictives qui encourageraient un développement
médicamenteux par la suite.
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Tableau 18 : Résultats du criblage virtuel de la chimiothéque de 40 électrophiles.
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VI. Conclusion

Une étude d’homologie entre les structures des protéases majeures de SARS-CoV-2
et du coronavirus aviaire (IBV) a montré que les deux protéines étaient globalement
proches, mais que quelques différences subsistaient, en particulier au niveau des régions
non structurées et du site actif. Dans I'idée de rechercher des composés actifs sur SARS-
CoV-2 parmi ceux connus pour inhiber MPre chez I'IBV, ces différences structurales ont
justifié d’affiner la sélection. Une chimiotheque de 388 molécules actives sur IBV a donc
été criblée virtuellement par docking au sein du site catalytique de la protease de SARS-
CoV-2. Neuf inhibiteurs potentiels ont été identifiés. Parmi ceux-ci, quatre seraient en
théorie capables de se fixer au sein de la protéine puis de former une liaison covalente
avec le soufre de la cystéine catalytique. La stabilité des complexes formés par la
protéine et les cinq autres inhibiteurs non-covalents a également été démontrée par
dynamique moléculaire. Enfin, d’apres les données d’ADMET prédites, les neuf dérivés
montrent de bonnes propriétés pharmacocinétiques.

Tout comme pour les produits présentés dans le chapitre 2, il serait pertinent
d’obtenir les composés et de tester leur activité in vitro contre le SARS-CoV-2. Ces
travaux permettent ainsi de découvrir rapidement de nouveaux traitements antiviraux
potentiels pour le COVID-19.
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Partie 2 - Conclusion

La protéase majeure (MPr) est une protéine essentielle de la réplication du SARS-
CoV-2, coronavirus responsable de la pandémie de COVID-19. La recherche d’inhibiteurs
de MPro est donc une clé potentielle pour identifier de nouveaux antiviraux. Profitant des

confinements successifs, nous avons mis a profit nos compétences en modélisation
moléculaire en nous intéressant a cette protéine.

Pour ceci, deux démarches de criblage virtuel par docking ont été réalisées sur la
structure cristalline de MPro, La premiere a consisté a cribler une chimiotheque
d’électrophiles mous afin d’identifier de potentiels inhibiteurs covalents. La deuxieme
démarche est basée sur I'’homologie entre les protéases du SARS-CoV-2 et du
coronavirus aviaire pour cribler une chimiotheque de molécules actives sur cette
derniére.

La premieére démarche a permis d’identifier 20 inhibiteurs covalents potentiels de
MPro dont trois médicaments actuellement sur le marché. La deuxieme démarche a
permis d’identifier neuf inhibiteurs potentiels ayant de bonnes propriétés
pharmacocinétiques prédites, a savoir quatre covalents et cinq non-covalents. Pour ces
derniers, la stabilité des complexes avec la protéine a été vérifiée par dynamique
moléculaire.

Nos travaux étant purement calculatoires, 'étape suivante serait d’obtenir les

produits et d’évaluer leur activité biologique contre SARS-CoV-2. Ces études ouvrent
donc la voie a la découverte de nouveaux antiviraux ciblant la protéase majeure.
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Conclusion générale

Cette these de chimie médicinale a abordé deux grands objectifs de santé publique, a
savoir la lutte contre le staphylocoque doré antibiorésistant et la recherche de nouveaux
agents antiviraux ciblant le SARS-CoV-2.

Pour la recherche de composés antibactériens, notre stratégie s’est portée sur
I'inhibition de FtsZ. Une premiere démarche a consisté a développer de nouveaux
dérivés portant un motif 2,6-difluorobenzamide, pharmacophore récurrent chez des
inhibiteurs décrits. L’oxadiazole non-cytotoxique Il.c a ainsi pu étre identifié comme
ayant une excellente activité anti-staphylococcique (avec une CMI de 0,5 a 1 pg/mL
selon la souche) et ciblant le divisome bactérien. La synthese d’analogues diversement
substitués sur le groupement méthylene et des évaluations biologiques supplémentaires
sont prévues (Partie 1, Chapitre 2). L'importance du motif benzamide a également été
confortée par le fait, par exemple, que d’autres modifications structurales sur la fonction
amide n’ont pas permis d’identifier des produits plus actifs (Partie 1, Chapitre 3). Une
deuxiéeme démarche a consisté a cribler virtuellement par docking différentes
chimiotheques au sein de la structure cristalline de la protéine, puis a évaluer et tester
les hits potentiels. Le benzo[b]thiophene non-cytotoxique XVILb a montré une bonne
activité antibactérienne, mais il s’est avéré qu’il n’était pas actif sur FtsZ. Son mode
d’action reste donc encore a étre déterminé (Partie 1, Chapitre 4).

Pour le volet COVID-19 de la thése, nous nous sommes focalisés sur la recherche par
criblage virtuel d’inhibiteurs potentiels de la protéase majeure de SARS-CoV-2. Cette
stratégie a permis d’identifier 24 inhibiteurs covalents potentiels, dont trois sont des
médicaments actuellement sur le marché. Cinq molécules pouvant théoriquement se lier
de maniére non-covalente ont également été identifiées. L’activité biologique de ces 29
molécules mériterait alors d’étre évaluée molécules sur SARS-CoV-2 (Partie 2, Chapitre 2
et 3).

Les résultats obtenus par criblage virtuel nous enjoignent a avoir un regard critique
sur cette méthode. En effet, les seuls composés bioactifs identifiés par criblage virtuel
sur FtsZ ne ciblent pas le divisome, et il a été montré que la saxagliptine est inactive sur
MPro, pourtant identifiée par plusieurs criblages virtuels dont le notre. Si ce dernier est
un outil formidable pour accélérer la découverte de nouveaux composés bioactifs,
I'obtention d’'un nombre conséquent de produits et leurs évaluations biologiques reste
donc une condition sine qua non pour un développement subséquent.

Au cours de cette these, j'ai donc eu l'opportunité de concevoir, synthétiser et
évaluer biologiquement différents composés anti-infectieux, ainsi que de réaliser des
études de criblage virtuel afin d’identifier d’autres molécules potentiellement bioactives.
Ces travaux contribuent ainsi a la recherche hautement nécessaire de nouveaux anti-
infectieux, enjeu majeur de santé publique.
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Partie 3 - Données expérimentales

[. Chemistry

All commercial materials were used as received without further purification. Flash
chromatography was carried out using Macherey-Nagel Kieselgel 60 M silica. Analytical
thin-layer chromatography was realized using aluminum-backed plates coated with
Macherey-Nagel Kieselgel 60 XtraSIL G/UV254 and were visualized under UV light (at
254 nm or 365 nm) or stained using ninhydrin. Nuclear magnetic resonance (NMR)
spectra were recorded on Bruker AV300, Bruker AV400 or Bruker AV500
spectrometers, operating at 300 MHz, 400 MHz and 500 MHz, respectively, for the
proton (1H) NMR and at 75 MHz, 100 MHz and 125 MHz, respectively, for the carbon
(13C) NMR. Chemical shifts were reported in parts per million (ppm) on a scale relative
to residual solvent signals. Multiplicities are abbreviated as: s, singlet; d, doublet; t,
triplet; q, quadruplets; dd, doublet of doublets; dt, doublet of triplets; td, triplet of
doublets; ddd, doublet of doublet of doublets; m, multiplet. Coupling constants were
measured in Hertz (Hz). High-resolution mass spectra (HRMS) and low-resolution mass
spectra were obtained by the Centre Commun de Spectrométrie de Masse (CCSM),
University of Lyon 1, Lyon, France. LogP calculations were performed using
Molinspiration Cheminformatics free web services, https://www.molinspiration.com,
Slovensky Grob, Slovakia.

1. Part1 - Chapter 2

1.1. Procedures for 2,6-difluoro-3-hydroxybenzamide

1.1.1. 1-(Benzyloxy)-2.4-difluorobenzene (3)

F- : :F
OBn
Chemical Formula: C43HoF50
Molecular Weight: 220,22

To a solution of 2,4-difluorophenol (38.43 mmol, 1.05 eq.) in acetonitrile (50 mL) were
added benzyl bromide (36.60 mmol, 1.0 eq.), K2CO3 (60.80 mmol, 1.6 eq.) and Nal (3.84
mmol, 0.10 eq.). The solution was stirred at 70 °C for 16 h. After evaporation of the
solvent, the residue was diluted with water, extracted with Et20, dried over Na2S04 and
concentrated under vacuum. The crude product was then purified by recrystallization in
n-pentane to give the desired product as a white powder (7.221 g, 90% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.49 - 7.19 (m, 7H, ar H), 7.05 - 6.96 (m, 1H, H5), 5.15 (s,
2H, CH2).

[Spectrum in accordance with Bi et al. 201997]
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1.1.2. 3-(Benzyloxy)-2,6-difluorobenzoic acid (4)

COOH
F F

OBn

Chemical Formula: C44HoF203
Molecular Weight: 264,23

To a solution of 1-(benzyloxy)-2,4-difluorobenzene (20.4 mmol, 1.0 eq.) in THF (30 mL)
under a dried and inert atmosphere (Nz) at -78°C was added dropwise n-BuLi (1.6 M in
THF, 22.5 mmol, 1.1 eq.). The solution was stirred at -78 °C for 1 h. The mixture was then
added dropwise on crushed dry ice, and the solution was stirred at room temperature
for 16 h. To the mixture was then added NaOH solution (2 M, 36 mL) and was extracted
with Et20 to remove unreacted reagent. The solution was then acidified with an HCl 2M
solution, and the product was extracted with EtOAc, dried over Na2SO4 and concentrated
under vacuum to give the desired product as a white powder (3.770 g, 84% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 13.97 (s, 1H, OH), 7.49 - 7.31 (m, 6H, ar H), 7.13 (td, ] =
9.2, 2.0 Hz, 1H, H5), 5.19 (s, 2H, CHa).

[Spectrum in accordance with Bi et al. 201997]

1.1.3. 3-(Benzyloxy)-2,6-difluorobenzamide (5)

CONH,
F F

OBn

Chemical Formula: C44H{1F5NO,»
Molecular Weight: 263,24

To a solution of 3-(benzyloxy)-2,6-difluorobenzoic acid (3.79 mmol, 1.0 eq.) in DCM
(10 mL) were added two drops of DMF and dropwise oxalyl chloride (4.55 mmol, 1.2
eq.). The solution was stirred at room temperature for 1 h. The mixture was then
evaporated under vacuum and the residue was diluted with THF (2 mL) and was added
dropwise to a solution of aqueous ammonia (37.9 mmol, 10 eq.) at 0 °C. The mixture was
stirred at room temperature for 16 h. The THF was then evaporated under vacuum and
the solution was extracted with EtOAc, dried over Naz2S0s and concentrated under
vacuum to give the desired product as a white powder (925 mg, 93% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.12 (s, 1H, NH), 7.83 (s, 1H, NH), 7.48 - 7.22 (m, 6H, ar
H), 7.06 (td, J = 9.0, 2.0 Hz, 1H, H5), 5.18 (s, 2H, CH2).

[Spectrum in accordance with Ghone et al. 2018330]
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1.1.4. 2,6-Difluoro-3-hydroxybenzamide (6)

CONH,
F F

OH

Chemical Formula: C;H5F,NO,
Molecular Weight: 173,12

To a solution of 3-(benzyloxy)-2,6-difluorobenzamide (13.0 mmol, 1.0 eq.) in EtOH
(35 mL) was added ammonium formiate (78.0 mmol, 6.0 eq.) and palladium over
activated carbon 10 % (3.25 mmol, 0.25 eq.). The mixture was stirred at 65 °C for 6 h.
The solvent was then evaporated and the residue dissolved in MeOH, filtered on Celite®
and concentrated under vacuum. The residue was then purified by chromatography
(eluent: pentane/EtOAc 1:1) to give the desired product as a white powder (1.886 g,
84% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) § 8.78 (s, 1H, OH), 7.42 (s, 1H, NH), 7.16 (s, 1H, NH), 7.02
(ddd, ] = 9.6,9.0, 5.4 Hz, 1H, H4), 6.87 (td, ] = 9.0, 1.9 Hz, 1H, H5).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8 162.3 (CONHz), 151.1 (dd, ] = 238.5, 6.4 Hz, C6), 147.4
(dd, ] = 245.3, 8.4 Hz, C2), 142.0 (dd, ] = 12.5, 3.0 Hz, C3), 117.9 (dd, ] = 9.1, 4.0 Hz, C4),
116.9 (dd, ] = 24.6, 20.4 Hz, C1), 111.4 (dd, ] = 22.8, 3.8 Hz, C5).

[Spectrum in accordance with Bi et al. 201997]

1.2. Procedures for 1,2,3-triazole derivatives from series I

1.2.1. 2,6-Difluoro-3-(prop-2-yn-1-yloxy)benzamide (7)

CONH,
F F

0N

Chemical Formula: C4gH;F,NO,
Molecular Weight: 211,17

To a solution of 2,6-difluoro-3-hydroxybenzamide (1.0 mmol, 1.0 eq.) in DMF (2 mL)
was added K2C03 (2.0 mmol, 2.0 eq.), Nal (0.10 mmol, 0.10 eq.) and propargyl bromide
(1.3 mmol, 1.3 eq.). The solution was stirred at 35 °C for 3 h. The mixture was then
diluted with water, extracted with EtOAc, dried over Na2S04 and concentrated under
vacuum. The residue was then purified by chromatography (eluent: pentane/EtOAc 1:1)
to give the desired product as a white powder (161 mg, 76% yield).
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1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 8.16 (s, 1H, NH), 7.87 (s, 1H, NH), 7.29 (td, ] = 9.1, 5.3 Hz,
1H, H4), 7.12 (td, ] = 9.1, 1.9 Hz, 1H, H5), 4.91 (d, ] = 2.4 Hz, 2H, CHz), 3.65 (t, ] = 2.4 Hz,
1H, CH).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 161.2 (CONHz), 152.3 (dd, ] = 241.8, 7.0 Hz, C6), 148.2
(dd, ] = 248.5, 8.2 Hz, C2), 141.5 (dd, ] = 10.8, 3.1 Hz, C3), 116.7 (dd, ] = 24.9, 20.6 Hz, C1),
116.3 (dd, ] = 9.6, 2.2 Hz, C4), 110.9 (dd, J = 23.0, 3.9 Hz, C5), 79.1 (C-CHz), 78.6 (CH),
57.0 (CHz).

1.2.2. General procedure for 2,6-difluoro-3-((1-(phenyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methoxy)benzamides

To a solution of 4-substituted aniline (0.24 mmol, 1.0 eq.) in ACN (1 mL) at 0 °C was
added dropwise tert-butyl nitrite (0.36 mmol, 1.5 eq.) and trimethylsilyl azide
(0.28 mmol, 1.2 eq.). The solution was then stirred at room temperature for 3 h. Were
then added to the solution 2,6-difluoro-3-(prop-2-yn-1-yloxy)benzamide (0.24 mmol,
1.0 eq.) Cul (0.012 mmo], 0.05 eq.) and three drops of DIPEA. The mixture was stirred at
room temperature for 16 h. The solvent was then evaporated, and the residue was
purified by chromatography (eluent pentane/EtOAc 1:1).

2.6-Difluoro-3-((1-phenyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)benzamide (L.a)

Chemical Formula: C4gH42F2N4O5
Molecular Weight: 330,29

White powder (69 mg, 70% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) 6 8.71 (s, 1H, H5"), 7.97 - 7.87 (m, 2H, H2’), 7.69 - 7.56
(m, 2H, H3"), 7.55 - 7.48 (m, 1H, H4"), 7.47 - 7.38 (m, 2H, H4 + NH), 7.18 (s, 1H, NH), 6.99
(td,J=8.9,1.9 Hz, 1H, H5), 5.37 (s, 2H, CHz).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 161.4 (CONHz), 152.1 (dd, J = 241.5, 6.7 Hz, C6), 148.1
(dd, ] = 248.6, 8.3 Hz, C2), 143.2 (C4"), 142.5 (dd, ] = 10.9, 3.2 Hz, C3), 136.6 (C4"), 130.0
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(C5™), 128.9 (C1%), 123.3 (C2’), 120.3 (C3’), 116.7 (dd, ] = 24.7, 20.6 Hz, C1), 116.1 (d, ] =
9.2 Hz, C4), 111.0 (dd, ] = 22.9, 3.9 Hz, C5), 62.6 (CHz).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C16H13F2N402 [M+H]* 331.1001, found 331.0996.

2.6-Difluoro-3-((1-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methoxy)benzamide (I.b)

Chemical Formula: C47H44F5N4O5
Molecular Weight: 398,29

White powder (63 mg, 66% yield).

1H NMR (400 MHz, Acetone-ds) § 8.87 (s, 1H, H5”), 8.20 (d, ] = 8.5 Hz, 2H, H3"), 7.97 (d,
J= 8.5 Hz, 2H, H2"), 7.48 (s, 1H, NH), 7.42 (td, ] = 9.1, 5.2 Hz, 1H, H4), 7.21 (s, 1H, NH),
6.99 (td, /= 9.1, 2.1 Hz, 1H, H5), 5.39 (s, 2H, CHz).

13C NMR (101 MHz, Acetone-ds) & 162.2 (CONHz2), 153.9 (dd, ] = 242.8, 6.6 Hz, C6), 150.0
(dd, ] = 250.2, 8.1 Hz, C2), 145.1 (C4”), 143.8 (dd, ] = 11.1, 3.6 Hz, C3), 140.7 (C1’), 130.7
(q, ] = 32.5 Hz, C4"), 128.0 (q, J = 3.9 Hz, C3’), 125.3 (q, ] = 271.7 Hz, CFs), 123.5 (C5"),
121.6 (C2"), 117.6 (dd, ] = 9.5, 2.9 Hz, C4), 117.8 - 117.1 (m, C1), 111.6 (dd, J = 23.4, 4.3
Hz, C5), 64.0 (CHz).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C17H11FsN4NaO2 [M+Na]* 421.0694, found 421.0681.

3-((1-(4-(Tert-butyl)phenyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methoxy)-2,6-difluorobenzamide
(c)

Chemical Formula: CogH5oF2N4O5
Molecular Weight: 386,40

Yellow powder (48 mg, 52% yield).
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1H NMR (500 MHz, Acetone-ds) 8 8.67 (s, 1H, H5”), 7.82 (d, ] = 8.8 Hz, 2H, H3"), 7.64 (d, J
= 8.8 Hz, 1H, H2"), 7.47 (s, 1H, NH), 7.42 (td, ] = 9.1, 5.2 Hz, 1H, H4), 7.20 (s, 1H, NH), 6.99
(td, /= 9.1, 2.1 Hz, 1H, H5), 5.36 (s, 2H, CHz2), 1.37 (s, 9H, t-Bu).

13C NMR (126 MHz, Acetone-ds) § 162.2 (CONHz), 153.9 (dd, ] = 242.7, 6.5 Hz, C6), 152.7
(C4"), 150.0 (dd, ] = 250.1, 8.2 Hz, C2), 144.5 (C4"), 143.9 (dd, ] = 11.2, 3.4 Hz, C3), 135.7
(C1), 127.5 (C3), 123.2 (C5”), 120.9 (C2’), 117.5 (dd, ] = 9.5, 2.8 Hz, C4), 117.6 - 117.3
(m, C1), 111.5 (dd, ] = 23.2, 4.1 Hz, C5), 64.1 (CHz), 35.3 (C t-Bu), 31.5 (CHs).
HRMS (ESI) m/z: calcd. for C20H21F2N402 [M+H]* 387.1627, found 387.1644.

1.3. Procedures for 1,2,4-oxadiazoles derivatives from series II

1.3.1. Tert-butyl 2-(3-carbamoyl-2,4-difluorophenoxy)acetate (9)

O F O

o)
HzN)Ij/ \)J\OtBu
F

Chemical Formula: C43H15FoNO,
Molecular Weight: 287,26

To a solution of 2,6-difluoro-3-hydroxybenzamide (2.2 mmol, 1.0 eq.) in acetone (4 mL)
was added K2C03 (4.4 mmol, 2.0 eq.) and tert-butyl bromoacetate (2.9 mmol, 1.3 eq.).
The mixture was stirred at room temperature for 24 h, then the solvent was removed
under vacuum. The crude material was retaken in water, extracted with EtOAc, dried
over Na2S0Os4 and concentrated under vacuum. The residue was then purified by
chromatography (eluent: pentane/EtOAc 3:2) to give desired product as a white powder
(760 mg, 78 % yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) § 7.48 (s, 1H, NH), 7.20 (s, 1H, NH), 7.13 (td, ] = 9.2, 5.1
Hz, 1H, H4), 6.95 (ddd, ] = 9.2, 8.6, 2.0 Hz, 1H, H5), 4.70 (s, 2H, CHz2), 1.46 (s, 9H, CH3).

13C NMR (75 MHz, Acetone-de) § 167.3 (CO0), 161.3 (CONHz), 153.0 (dd, J = 242.7, 6.6
Hz, C6), 148.9 (dd, J = 250.2, 8.0 Hz, C2), 142.9 (dd, J = 11.0, 3.3 Hz, C3), 116.6 (dd, ] =
24.3, 19.9 Hz, C1), 116.0 (dd, J = 9.4, 2.7 Hz, C4), 110.5 (dd, J = 23.5, 4.3 Hz, C5), 81.7
(CHz), 66.5 (C t-Bu), 27.3 (CHa).
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1.3.2. 2-(3-Carbamoyl-2,4-difluorophenoxy)acetic acid (10)

HzN)Ij/O\)J\OH
F

Chemical Formula: CgH;F,NO,4
Molecular Weight: 231,15

To a solution of tert-butyl 2-(3-carbamoyl-2,4-difluorophenoxy)acetate (2.6 mmol,
1.0 eq.) in DCM (6 mL) was added TFA (210 mmol, 80 eq.). The mixture was stirred at
room temperature for 16 h, then co-evaporated under vacuum with toluene to give
desired product as a white powder (607 mg, quantitative yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 13.13 (s, 1H, OH), 8.15 (s, 1H, NH), 7.85 (s, 1H, NH), 7.14
(td,J = 9.3, 5.3 Hz, 1H, H4), 7.04 (td, ] = 8.8, 1.7 Hz, 1H, H5), 4.79 (s, 2H, CHz).

[Spectrum in accordance with Bi et al. 201997]

1.3.3. General procedure for N'-hydroxybenzimidamides

NH,
X, ,.OH
o
R

To a solution of 4-substituted benzonitrile (2.0 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (4 mL) was added
triethylamine (3.0 mmol, 1.5 eq.) and hydroxylamine hydrochloride (3.0 mmol, 1.5 eq).
The solution was stirred at reflux for 2 h, and the solvent was then evaporated. The
residue was dissolved in water, extracted with EtOAc, dried over Na2S0s and
concentrated under vacuum. The residue was then purified by chromatography (eluent
pentane/EtOAc 2:1).

(Z)-N"-hydroxybenzimidamide (12a)

NH,

©)\\ /OH
N

Chemical Formula: C;HgN,O
Molecular Weight: 136,15

White powder (192 mg, 70% yield).
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1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) 6 8.94 (s, 1H, OH), 7.77 - 7.68 (m, 2H, H2), 7.41 - 7.31
(m, 3H, H3 + H4), 5.47 (s, 2H, NH2).
[Spectrum in accordance with Lin et al. 2014331]

(Z)-N'-hydroxy-4-(trifluoromethyl)benzimidamide (12b)

NH,

X, -OH
o
F3C

Chemical Formula: CgH;F3N,O
Molecular Weight: 204,15

White powder (338 mg, 83% yield).

1H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 9.93 (s, 1H, OH), 7.90 (d, ] = 8.2 Hz, 2H, H2), 7.74 (d, ] =
8.2 Hz, 2H, H3), 5.99 (s, 2H, NHa).

[Spectrum in accordance with Lin et al. 2014331]

(Z)-4-(Tert-butyl)-N'"-hydroxybenzimidamide (12c)

NH,

/©)\\ /OH
N
t-Bu

Chemical Formula: C41HgN>0O
Molecular Weight: 192,26

White powder (503 mg, 65%).

1H NMR (500 MHz, Acetone-ds) & 9.08 (s, 1H, OH), 7.66 (dt, ] = 8.7, 1.9 Hz, 2H, H2), 7.42
(dt,] = 8.7, 1.9 Hz, 2H, H3), 5.47 (s, 2H, NHz), 1.31 (s, 9H, t-Bu).

[Spectrum in accordance with Xu et al. 2018332]
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1.3.4. General procedure for 5-(chloromethyl)-3-phenyl-1,2,4-oxadiazoles

N-O
I />\\
R

To a solution of 4-substituted N’-hydroxybenzimidamide (0.49 mmol, 1.03 eq.) and
triethylamine (0.47 mmol, 1.0 eq.) in toluene (1 mL) at 0 °C was added dropwise
chloroacetyl chloride (0.47 mmol, 1.0 eq.) diluted in toluene (1 mL). The solution was
stirred at 0 °C for 15 min, and then at 110 °C for 4 h. The mixture was then cooled to
room temperature, extracted with toluene, washed with water and brine, dried over
Naz2S04 and concentrated under vacuum to give the desired product which was used
without further purification.

5-(Chloromethyl)-3-phenyl-1,2,4-oxadiazole {13a)

N-QO
[ 2>

Chemical Formula: CgH;CIN,O
Molecular Weight: 194,62

Translucent oil (93 mg, 65% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 8.13 - 8.02 (m, 2H, H2), 7.62 - 7.41 (m, 3H, H3 +
H4), 4.75 (s, 2H, CHz).

[Spectrum in accordance with Cai et al. 2015333]

5-(Chloromethyl)-3-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1,2,4-oxadiazole (13b)

Chemical Formula: C4qHgCIF3N,O
Molecular Weight: 262,62

Translucent oil (121 mg, 98% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.22 (dt, ] = 8.1, 0.8 Hz, 2H, H2), 7.77 (dt, ] = 8.1, 0.8
Hz, 2H, H3), 4.77 (s, 2H, CH2).

[Spectrum in accordance with Cai et al. 2015333]
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3-(4-(Tert-butyl)phenyl)-5-(chloromethyl)-1,2,4-oxadiazole (13c)

N-Q

l />\\
t-Bu

Chemical Formula: C43H45CIN,O
Molecular Weight: 250,73

Translucent oil (117 mg, 91% yield).

1H NMR (500 MHz, Chloroform-d) & 8.01 (dt, ] = 8.6, 2.0 Hz, 2H, H2), 7.51 (dt, ] = 8.6, 2.0
Hz, 2H, H3), 4.74 (s, 2H, CHz), 1.36 (s, 9H, t-Bu).

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) & 174.3 (C5’), 168.9 (C3’), 155.2 (C1), 127.4 (C2),
126.0 (C3), 123.4 (C4), 35.1 (C t-Bu), 33.5 (CHz), 31.3 (CHa).

1.3.5. General procedure for 2,6-difluoro-3-((3-phenyl-1,2,4-oxadiazol-5-
yl)methoxy)benzamides

To a solution of 2,6-difluoro-3-hydroxybenzamide (0.20 mmol, 1.0 eq.) in DMF (1 mL)
was added K2C03 (0.40 mmol, 2.0 eq.) and 3-substituted-5-(chloromethyl)-1,2,4-
oxadiazole (0.20 mmol, 1.0 eq.). The solution was stirred at 35 °C for 3 h. The solution
was extracted with EtOAc, washed with water and brine, dried over Na2S0s and
concentrated under vacuum. The residue was then purified by chromatography (eluent:
pentane/EtOAc 1:1).

2,6-Difluoro-3-((3-phenyl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)methoxy)benzamide (Il.a)

O F 0N,
O ~
HzN)ij/ \)\N>\©
F

Chemical Formula: C4gH41F2oN305
Molecular Weight: 331,28

Orange powder (66 mg, 77% yield).
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1H NMR (300 MHz, Acetone-de) & 8.14 - 7.99 (m, 2H, H3"), 7.63 - 7.53 (m, 3H, H1’ + H2),
7.51 (s, 1H, NH), 7.42 (td, ] = 9.2, 5.1 Hz, 1H, H4), 7.21 (s, 1H, NH), 7.03 (ddd, ] = 9.2, 8.6,
2.1 Hz, 1H, H5), 5.65 (s, 2H, CHz).

13C NMR (126 MHz, Acetone-ds) § 176.0 (C5”), 169.3 (C3”), 161.8 (CONHz), 154.6 (dd, ] =
244.2, 6.6 Hz, C6), 150.2 (dd, ] = 250.8, 8.3 Hz, C2), 143.3 (dd, ] = 11.3, 3.4 Hz, C3), 132.5
(C1%), 130.0 (C2"), 128.1 (C3"), 127.3 (C4’), 118.1 (dd, J = 9.5, 2.2 Hz, C4), 117.8 (dd, ] =
24.3,20.1 Hz, C1), 111.9 (dd, ] = 23.6, 4.1 Hz, C5), 63.7 (CHz).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for Ci6H12F2N303 [M+H]* 332.0841, found 332.0837.

2,6-Difluoro-3-((3-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-
yl)methoxy)benzamide (II.b)

Chemical Formula: C{7HgF5N305
Molecular Weight: 399,28

White powder (43 mg, 63% yield).

1H NMR (500 MHz, Acetone-ds) § 8.29 (d, ] = 7.8 Hz, 2H, H3"), 7.93 (d, ] = 7.8 Hz, 2H, H2"),
7.52 (s, 1H, NH), 7.43 (td, ] = 9.0, 5.0 Hz, 1H, H4), 7.25 (s, 1H, NH), 7.03 (td, ] = 9.0, 2.1 Hz,
1H, H5), 5.68 (s, 2H, CHz).

13C NMR (126 MHz, Acetone-ds) § 176.6 (C5”), 168.3 (C3"), 161.9 (CONH2), 154.7 (dd, ] =
244.2, 6.7 Hz, C6), 150.2 (dd, ] = 251.0, 8.3 Hz, C2), 143.2 (dd, ] = 11.4, 3.4 Hz, C3), 133.4
(q,] = 32.5 Hz, C4), 131.1 (C1’), 128.9 (C2’), 127.0 (q, ] = 3.8 Hz, C3"), 124.9 (q, ] = 271.7
Hz, CF3), 118.2 (dd, ] = 9.6, 2.3 Hz, C4), 117.7 (dd, J = 24.5, 20.0 Hz, C1), 111.9 (dd, ] =
23.6, 4.1 Hz, C5), 63.7 (CHz).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C17H11FsN303 [M+H]* 400.0715, found 400.0716.

3-((3-(4-(Tert-butyl)phenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl)methoxy)-2,6-difluorobenzamide
(IL.c)

O F O’N\
o) N i
HZNJK/©/ %NFQ\”‘“
F

Chemical Formula: CogH19F2N303
Molecular Weight: 387,39
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White powder (60 mg, 78% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) & 8.03 - 7.97 (m, 2H, H3"), 7.65 - 7.59 (m, 2H, H2’), 7.50
(s, 1H, NH), 7.41 (td, J = 9.3, 5.1 Hz, 1H, H4), 7.21 (s, 1H, NH), 7.03 (ddd, J = 9.2, 8.6, 2.1
Hz, 1H, H5), 5.63 (s, 2H, CHz), 1.36 (s, 9H, t-Bu).

13C NMR (101 MHz, Acetone-d6) § 175.8 (C5”), 169.2 (C3”), 162.0 (CONH2), 155.8 (C4’),
154.2 (dd, ] = 244.2, 6.9 Hz, C6), 150.2 (dd, J = 250.9, 8.3 Hz, C2), 143.3 (dd, J = 11.1, 3.6
Hz, C3), 128.0 (C3"), 126.9 (C2’), 124.5 (C1"), 118.1 (dd, ] = 9.6, 2.2 Hz, C4), 117.7 (d, ] =
20.4 Hz, C1),111.9 (dd,J = 23.7, 4.1 Hz, C5), 63.7 (CHz2), 35.5 (C t-Bu), 31.4 (CHs3).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C20H20F2N303 [M+H]* 388.1467, found 388.1473.

1.4. Procedures for 1,2,4-oxadiazoles derivatives from series III

1.4.1. (Z)-2-Chloro-N'-hydroxyvacetimidamide (15)

NH,
CI\)\\N/OH

Chemical Formula: C,H5CIN,O
Molecular Weight: 108,53

To a solution of hydroxylamine hydrochloride (20.0 mmol, 1.0 eq.) and Na2C€0s3 (10
mmol, 0.5 eq.) in water (6 mL) at 0 °C was added dropwise chloroacetonitrile (20.0
mmol, 1.0 eq.) over 2 h. The mixture was then stirred for two additional hours. The
mixture was then extracted with EtOAc, dried over NazS0s and concentrated under
vacuum. The residue was then purified by chromatography (eluent: pentane/EtOAc 3:2)
to give desired product as a white powder (713 mg, 33% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 6.29 (s, 1H, OH), 4.78 (s, 2H, NHz2), 4.05 (s, 2H, CH2).
[Spectrum in accordance with McLeod et al. 2004334]

1.4.2. General procedure for 3-(chloromethyl)-5-phenyl-1,2,4-oxadiazoles

o-N

@*\N\Hm

To a solution of 4-substituted benzoic acid (1.0 mmol, 1.0 eq.) in DCM (4 mL) at 0 °C
were added two drops of DMF and dropwise oxalyl chloride (1.2 mmol, 1.2 eq.). The
solution was stirred at room temperature for 2 h, and the solvent was evaporated. The
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residue was dissolved in toluene (2 mL) and added dropwise to a solution of (Z)-2-
chloro-N'-hydroxyacetimidamide (1.03 mmol, 1.03 eq.) and triethylamine (1.0 mmol],
1.0 eq.) in toluene (2 mL) at 0 °C. The solution was stirred at 0 °C for 15 min and then at
110 °C for 4 h. The mixture was then cooled to room temperature, extracted with
toluene, washed with water and brine, dried over Na2S0s and concentrated under

vacuum. The residue was then purified by chromatography (eluent: pentane/ Et20
95:5).

3-(Chloromethyl)-5-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1,2,4-oxadiazole (16b)

o-N

Q/k\ b
N ¢
FsC

Chemical Formula: C1gHgCIF3N>O
Molecular Weight: 262,62

Translucent oil (64 mg, 24% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.28 (dt, ] = 8.0, 0.8 Hz, 2H, H2), 7.81 (dt, ] = 8.0, 0.8
Hz, 2H, H3), 4.69 (s, 2H, CH2).

[Spectrum in accordance with Ye et al. 2019187]

5-(4-(Tert-butyl)phenyl)-3-{chloromethyl)-1,2,4-oxadiazole (16c)

o-N

o
N ¢
t-Bu

Chemical Formula: C43H5CIN,O
Molecular Weight: 250,73

Translucent oil (29 mg, 12% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) § 8.09 (dt, ] = 8.8, 2.1 Hz, 2H, H2), 7.69 (dt, ] = 8.8, 2.1 Hz,
2H, H3), 4.84 (s, 2H, CHz), 1.37 (s, 9H, t-Bu).

13C NMR (126 MHz, Acetone-de) § 177.3 (C5), 169.0 (C3), 157.9 (C4), 128.7 (C2), 127.3
(C3),121.9 (C1’), 35.8 (C t-Bu), 35.5 (CHz2), 31.3 (CH3).
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3-(Chloromethyl)-5-phenyl-1,2,4-oxadiazole (16a)

o-N

©%>‘

Chemical Formula: CgH;CIN,O
Molecular Weight: 194,62

The first step consisted in adding benzoyl chloride (2.0 mmol, 1.0 eq.) dropwise to a
solution of (Z)-2-chloro-N'-hydroxyacetimidamide (2.0 mmol, 1.0 eq.) and triethylamine
(2.0 mmol, 1.0 eq.) in toluene (2 mL) at 0°C. The mixture was stirred at 0 °C for 15 min
and then at 110 °C for 4 h. The next steps were as described before.

Translucent oil (183 mg, 48% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.20 - 8.11 (m, 2H, H2), 7.67 - 7.48 (m, 3H, H3 +
H4), 4.68 (s, 2H, CH2).

[Spectrum in accordance with Ye et al. 2019187]

1.4.3. General procedure for 2,6-difluoro-3-((5-phenyl-1,2,4-oxadiazol-3-
yvl)methoxy)benzamides

To a solution of 2,6-difluoro-3-hydroxybenzamide (0.16 mmol, 1.0 eq.) in DMF (1 mL)
was added K2C03 (0.32 mmol, 2.0 eq.) and 5-substituted-3-(chloromethyl)-1,2,4-
oxadiazole (0.16 mmol, 1.0 eq.). The solution was stirred at 35 °C for 3 h. The solution
was extracted with EtOAc, washed with water and brine, dried over Na2S0s and
concentrated under vacuum. The residue was then purified by chromatography (eluent:
pentane/EtOAc 1:1).

2,6-Difluoro-3-((5-phenyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)methoxy)benzamide (IlL.a)

O F r\f/O
o M)
HQNinj/ %N
F

Chemical Formula: C4gH41F2oN303
Molecular Weight: 331,28
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White powder (121 mg, 89% yield).

1H NMR (500 MHz, Acetone-ds) § 8.21 - 8.14 (m, 2H, H3), 7.73 (tt, ] = 7.5, 1.4 Hz, 1H,
H1’), 7.65 (tt, ] = 7.5, 1.4 Hz, 2H, H2"), 7.48 (s, 1H, NH), 7.41 (td, ] = 9.0, 5.1 Hz, 1H, H4),
7.18 (s, 1H, NH), 7.02 (td, ] = 9.0, 2.1 Hz, 1H, H5), 5.42 (s, 2H, CHz).

13CNMR (126 MHz, Acetone-des) 6 177.2 (C5”), 168.2 (C3”), 162.0 (CONH2), 154.4 (dd, ] =
243.5, 6.5 Hz, C6), 150.2 (dd, J = 250.7, 8.2 Hz, C2), 143.6 (dd, J = 11.2, 3.4 Hz, C3), 134.2
(C1"), 130.6 (C27), 128.9 (C3"), 124.7 (C4’), 117.9 (dd, ] = 9.6, 2.3 Hz, C4), 117.7 (dd, ] =
24.6,20.2 Hz, C1),111.7 (dd, J = 23.4, 4.2 Hz, C5), 63.7 (CHz2).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for Ci6H12F2N303 [M+H]* 332.0841, found 332.0842.

2,6-Difluoro-3-((5-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1,2,4-oxadiazol-3-
yl)methoxy)benzamide (III.b)

O F r\;’O
Y
HzNJj(j/()Vk'\}\@\CF3
F

Chemical Formula: C47H1oF5N303
Molecular Weight: 399,28

White powder (43 mg, 63% yield).

1H NMR (500 MHz, Acetone-de) & 8.39 (dt, J = 8.1, 0.8 Hz, 2H, H3’), 8.00 (dt, J = 8.1, 0.8
Hz, 2H, H2"), 7.50 (s, 1H, NH), 7.41 (td, ] = 9.1, 5.1 Hz, 1H, H4), 7.23 (s, 1H, NH), 7.02 (td,
=9.1, 2.1 Hz, 1H, H5), 5.46 (s, 2H, CHz).

13C NMR (126 MHz, Acetone-ds) § 175.9 (C5”), 168.4 (C3"), 162.0 (CONHz), 154.4 (dd, ] =
243.6, 6.5 Hz, C6), 150.2 (dd, ] = 250.7, 8.2 Hz, C2), 143.5 (dd, ] = 11.3, 3.6 Hz, C3), 134.6
(q.] = 32.6 Hz, C1"), 129.7 (C4"), 128.2 (C3"), 127.3 (q, ] = 3.8 Hz, C2), 124.7 (q, ] = 272.0
Hz, CF3), 118.0 (dd, J = 9.7, 2.4 Hz, C4), 117.6 (dd, J = 24.5, 20.0 Hz, C1), 111.7 (dd, ] =
23.5, 4.2 Hz, C5), 63.7 (CH2).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C17H11FsN303 [M+H]* 400.0715, found 400.0709.
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3-((5-(4-(Tert-butyl)phenyl)-1,2,4-oxadiazol-3-yl)methoxy)-2,6-difluorobenzamide
(Ill.c)

O F r\;—O
/
F

Chemical Formula: CogH1gFoN303
Molecular Weight: 387,39

White powder (28 mg, 62%).

1H NMR (500 MHz, Acetone-ds) & 8.09 (dt, ] = 8.7, 2.0 Hz, 2H, H3"), 7.69 (dt, J = 8.7, 2.0
Hz, 2H, H2"), 7.48 (s, 1H, NH), 7.40 (td, ] = 9.3, 5.1 Hz, 1H, H4), 7.20 (s, 1H, NH), 7.01 (ddd,
J=9.3,8.7,2.0 Hz, 1H, H5), 5.41 (s, 2H, CHz), 1.37 (s, 9H, ¢t-Bu).

13C NMR (126 MHz, Acetone-ds) § 177.2 (C5”), 168.1 (C3”), 162.0 (CONH>), 157.8 (C4),
154.3 (dd, J = 243.5, 6.5 Hz, C6), 150.2 (dd, ] = 250.7, 8.2 Hz, C2), 143.6 (dd, ] = 11.3, 3.4
Hz, C3), 128.7 (C2"), 127.3 (C3’), 122.0 (C1’), 117.9 (dd, J = 9.5, 2.5 Hz, C4), 117.6 (dd, ] =
24.5,20.0 Hz, C1), 111.7 (dd, ] = 23.4, 4.2 Hz, C5), 63.8 (CHz), 35.8 (C t-Bu), 31.3 (CHa3).
HRMS (ESI) m/z: calcd. for C20H20F2N303 [M+H]* 388.1467, found 388.1473.

1.5. Procedures for 1,3,4-oxadiazoles derivatives from series IV

1.5.1. General procedure for tert-butyl 2-benzoylhydrazine-1-carboxylates

O

_NHBoc
N
H
R

To a solution of 4-substituted benzoic acid (1.1 mmol, 1.1 eq.) and tert-butyl carbazate
(1.0 mmol, 1.0 eq.) in DCM (4 mL) at 0 °C were added gradually DMAP (0.13 mmol, 0.13
eq.) and DCC (1.2 mmol, 1.2 eq.). The solution was stirred at room temperature for 16 h.
The mixture was then filtered on Celite® and concentrated under vacuum. The residue
was then purified by chromatography (eluent: pentane/EtOAc 5:1).
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Tert-butyl 2-(4-(trifluoromethyl)benzoyl)hydrazine-1-carboxylate (18b)

0]

_NHB
/@)J\N ocC
H
FsC

Chemical Formula: C43H5F3N5,04
Molecular Weight: 304,27

White powder (216 mg, 71% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.54 (s, 1H, NHCO), 7.89 (d, ] = 8.1 Hz, 2H, H2), 7.65
(d,J = 8.1 Hz, 2H, H3), 6.76 (s, 1H, NHBoc), 1.50 (s, 9H, t-Bu).

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) 8 165.7 (CONH), 156.7 (CO Boc), 134.6 (C1), 133.8 (g,

J =32.9 Hz, C4), 127.9 (C2), 125.6 (q, ] = 3.7 Hz, C3), 123.6 (q, ] = 272.5 Hz, CF3), 82.6 (C
t-Bu), 28.2 (CHs).

Tert-butyl 2-(4-(tert-butyl)benzoyl)hydrazine-1-carboxylate (18c)

O

_NHBoc
O
H
t-Bu

Chemical Formula: C4gH24N,03
Molecular Weight: 292,38

White powder (205 mg, 70% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) & 9.35 (s, 1H, NHCO), 7.92 (s, 1H, NHBoc), 7.86 (d, ] = 8.6
Hz, 2H, H2), 7.53 (dt, ] = 8.6, 2.0 Hz, 2H, H3), 1.44 (s, 9H, t-Bu Boc), 1.34 (s, 9H, t-Bu).

13C NMR (101 MHz, Acetone-ds) § 166.4 (CONH), 155.8 (CO Boc), 155.0 (C1), 130.3 (C4),
127.3 (C2), 125.3 (C3), 79.5 (C t-Bu Boc), 34.6 (C t-Bu), 30.5 (CH3 t-Bu), 27.6 (CHs Boc).

Tert-butyl 2-benzoylhydrazine-1-carboxylate (18a)

0]

_NHB
©)‘\N ocC
H

Chemical Formula: C45H1gN,O3
Molecular Weight: 236,27
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The first step consisted in adding benzoyl chloride (2.2 mmol, 1.1 eq.) dropwise to a
solution of tert-butyl carbazate (2.0 mmol, 1.0 eq.) and triethylamine (4.4 mmol, 2.2 eq.)
in DCM (3 mL) at 0°C. The mixture was stirred at room temperature for 6 h, and then
washed with water, extracted with DCM, dried over Na:S04+ and concentrated under
vacuum. The purification was as described before.

White powder (321 mg, 68% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) § 9.49 (s, 1H, NHCO), 8.00 (s, 1H, NHBoc), 7.99 - 7.83 (m,
2H, H2), 7.65 - 7.40 (m, 3H, H3 + H4), 1.44 (s, 9H, t-Bu).

13C NMR (126 MHz, Acetone-ds) § 167.4 (CONH), 156.6 (CO Boc), 133.9 (C1), 132.5 (C2),
129.3 (C3), 128.2 (C4), 80.4 (C t-Bu), 28.4 (CHs).

1.5.2. General procedure for 2-(chloromethyl)-5-phenyl-1,3,4-oxadiazoles

NN

/
o
R

To a solution of 4-substituted tert-butyl 2-benzoylhydrazine-1-carboxylate (0.33 mmol,
1.0 eq.) in DCM (2 mL) was added trifluoroacetic acid (26.3 mmol, 80 eq.). The solution
was stirred at room temperature for 16 h, and the TFA was then co-evaporated with
toluene. The residue was then dissolved in toluene (2 mL) at 0 °C, and were then added
triethylamine (0.72 mmol, 2.2 eq.) and dropwise chloroacetyl chloride (0.33 mmol, 1.0
eq.). The solution was stirred at 0 °C for 15 min. Was then added POCI3 (0.33 mmol, 1.0
eq.) and the solution was stirred at 110 °C for 4 h. The mixture was then cooled to room
temperature, extracted with toluene, washed with water and brine, dried over Na2S04
and concentrated under vacuum. The residue was then purified by chromatography
(eluent: pentane/ Et20 4:1).

2-(Chloromethyl)-5-phenyl-1,3,4-oxadiazole (19a)

N-N
| \>\\
ool

Chemical Formula: CgH;CIN,O
Molecular Weight: 194,62

Translucent oil (24 mg, 15%).
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1H NMR (300 MHz, Acetone-de) & 8.14 - 8.01 (m, 2H, H2), 7.68 - 7.54 (m, 3H, H3 + H4),
5.04 (s, 2H, CHz).

[Spectrum in accordance with Sharma et al. 2019335]

2-(Chloromethyl)-5-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1,3,4-oxadiazole (19b)

N’N\>\\
|
FsC

Chemical Formula: C4oHgCIF3N,0
Molecular Weight: 262,62

Yellow oil (26 mg, 30% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.21 (dt, ] = 8.1, 0.8 Hz, 2H, H3), 7.80 (dt, ] = 8.1, 0.8
Hz, 2H, H2), 4.81 (s, 2H, CHz).

[Spectrum in accordance with Sharma et al. 2019335]

2-(4-(Tert-butyl)phenyl)-5-(chloromethyl)-1,3,4-oxadiazole (19c)

N—N

| \
o
t-Bu

Chemical Formula: C43H5CIN,O
Molecular Weight: 250,73

Orange oil (28 mg, 22% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) § 7.99 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, H2), 7.66 (d, ] = 8.4 Hz, 2H, H3),
5.03 (s, 2H, CHz), 1.36 (s, 9H, t-Bu).

[Spectrum in accordance with Natero et al. 2004336]
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1.5.3. General procedure for 2,6-difluoro-3-((5-phenyl-1,3,4-oxadiazol-2-
yl)methoxy)benzamides

O F r\rN\
O
HzN)b/ \/!\O>\©\R
F

To a solution of 2,6-difluoro-3-hydroxybenzamide (0.15 mmol, 1.3 eq.) in DMF (1 mL)
was added K2C03 (0.22 mmol, 2.0 eq.) and 5-substituted-2-(chloromethyl)-1,3,4-
oxadiazole (0.11 mmol, 1.0 eq.). The solution was stirred at 35 °C for 3 h. The solution
was extracted with EtOAc, washed with water and brine, dried over Na2S0s and

concentrated under vacuum. The residue was then purified by chromatography (eluent:
pentane/EtOAc 1:1).

2.6-Difluoro-3-((5-phenyl-1,3,4-oxadiazol-2-yl)methoxy)benzamide (IV.a)
O F r\f/N\
HzNinj/o\)\O' < >
F

Chemical Formula: C4gH41FoN305
Molecular Weight: 331,28

White powder (19 mg, 48% yield).

1H NMR (400 MHz, Acetone-de) & 8.10 - 8.04 (m, 2H, H3"), 7.68 - 7.58 (m, 3H, H1’ + H2),
7.50 (s, 1H, NH), 7.46 (td, J = 9.1, 5.1 Hz, 1H, H4), 7.19 (s, 1H, NH), 7.04 (td, ] = 9.1, 2.1 Hz,
1H, H5), 5.56 (s, 2H, CHz).

13C NMR (101 MHz, Acetone-ds) § 166.4 (C4”), 163.1 (C2), 161.9 (CONHz), 155.1 (d, ] =
203.1 Hz, C6), 150.3 (d, / = 251.0 Hz, C2), 143.3 (dd, J = 11.6, 3.8 Hz, C3), 133.0 (C1"),
130.2 (C2"), 127.7 (C3"), 124.6 (C4), 118.5 (d, ] = 10.5 Hz, C4), 118.1 - 117.4 (m, C1),
111.9 (dd, ] = 23.4, 4.4 Hz, C5), 62.8 (CHz).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C16H12F2N303 [M+H]* 332.0841, found 332.0840.
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2.6-Difluoro-3-((5-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-
yl)methoxy)benzamide (IV.b)

O F l\;’N\
o)
HzNJjEj/ %O%Q\CF?’
F

Chemical Formula: C47HoF5N303
Molecular Weight: 399,28

White powder (21 mg, 63% yield).

1H NMR (500 MHz, Acetone-ds) § 8.30 (d, ] = 8.0 Hz, 2H, H3"), 7.98 (d, ] = 8.0 Hz, 2H, H2"),
7.51 (s, 1H, NH), 7.46 (td, ] = 9.1, 5.1 Hz, 1H, H4), 7.25 (s, 1H, NH), 7.04 (td, ] = 9.1, 2.0 Hz,
1H, H5), 5.59 (s, 2H, CHz).

13C NMR (126 MHz, Acetone-ds) § 165.3 (C4”), 163.8 (C2”), 161.9 (CONHz), 154.7 (dd, ] =
244.2, 6.7 Hz, C6), 150.4 (dd, J = 250.7, 8.1 Hz, C2), 143.2 (dd, ] = 11.5, 3.4 Hz, C3), 133.7
(q,] = 32.5 Hz, C4), 128.5 (C2’), 128.3 (C1’), 127.2 (q, ] = 3.8 Hz, C3"), 124.8 (q, ] = 271.7
Hz, CF3), 118.6 (dd, J = 9.6, 2.0 Hz, C4), 117.7 (dd, J = 24.3, 20.1 Hz, C1), 111.9 (dd, J =
23.5, 4.3 Hz, C5), 62.8 (CHz).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C17H11FsN303 [M+H]* 400.0715, found 400.0723.

3-((5-(4-(Tert-butyl)phenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl)methoxy)-2,6-difluorobenzamide
1V.c

Chemical Formula: CooH4gF2N3O3
Molecular Weight: 387,39

White powder (27 mg, 63% yield).
1H NMR (500 MHz, Acetone-des) 6 7.99 (dt, J = 8.7, 1.9 Hz, 2H, H3’), 7.66 (dt, / = 8.6, 1.9
Hz, 2H, H2"), 7.50 (s, 1H, NH), 7.45 (td, J = 9.2, 5.1 Hz, 1H, H4), 7.21 (s, 1H, NH), 7.04 (ddd,

J=9.2,8.6,2.0 Hz, 1H, H5), 5.54 (s, 2H, CHz), 1.36 (s, 9H, t-Bu).

13C NMR (126 MHz, Acetone-ds) § 166.4 (C4”), 162.8 (C2"), 161.9 (CONHz), 156.5 (C4"),
154.6 (dd, J = 244.1, 6.6 Hz, C6), 150.4 (dd, ] = 250.7, 8.2 Hz, C2), 143.2 (dd, ] = 11.4, 3.5
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Hz, C3), 127.6 (C3"), 127.2 (C2), 121.8 (C1’), 118.5 (dd, ] = 9.6, 2.3 Hz, C4), 117.7 (dd, ] =
24.6,20.1 Hz, C1), 111.9 (dd, ] = 23.6, 4.1 Hz, C5), 62.7 (CHz), 35.7 (C ¢-Bu), 31.3 (CHs).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C20H20F2N303 [M+H]*388.1467, found 388.1448.

1.6. Procedures for furans from series V

1.6.1. Methyl 5-bromofuran-2-carboxylate (21)

N
MeOOC™ g~ ~Br

Chemical Formula: CgHsBrO3
Molecular Weight: 205,01

To a solution of 5-bromo-2-furoic acid (15.0 mmol, 1.0 eq.) in MeOH (20 mL) at 0 °C was
added dropwise thionyl chloride (83 mmol, 5.5 eq.). The solution was stirred at 65 °C for
3 h and then cooled to room temperature. The solvent was evaporated and the residue
retaken in saturated NaHCOs3 solution, extracted with EtOAc, dried over Na2504 and

concentrated under vacuum to give desired product as a white powder (2.864 g, 93%
yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 7.13 (d, ] = 3.5 Hz, 1H, H4), 6.46 (d, ] = 3.5 Hz, 1H,
H3), 3.89 (s, 3H, CH3).

[Spectrum in accordance with Zhu et al. 2013337]

1.6.2. General procedure for methyl 5-phenylfuran-2-carboxylates

/ \

MeOOC™ g
R

To a solution of methyl 5-bromofuran-2-carboxylate (1.0 mmol, 1.0 eq.), Na2C0s3
(5.0 mmol, 5.0 eq.) and bis(triphenylphosphine)palladium(II) dichloride (0.03 mmol, 3.0
mol%) in isopropanol (8 mL) and water (2.5 mL) was added substituted boronic acid
(1.25 mmol, 1.25 eq.) and was stirred at 80 °C for 4 h. The mixture was then diluted with
water and extracted with EtOAc, dried over Na2S0s4 and concentrated under vacuum.
The residue was purified by chromatography (eluent: pentane/Et20 98:2).
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Methyl 5-phenvlfuran-2-carboxylate (22a)

/ \
MeOOC™ g

Chemical Formula: C4,H4903
Molecular Weight: 202,21

White powder (349 mg, 86% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 7.82 - 7.76 (m, 2H, H2"), 7.48 - 7.39 (m, 2H, H3"),

7.38 - 7.31 (m, 1H, H4"), 7.25 (d, ] = 3.6 Hz, 1H, H4), 6.74 (d, ] = 3.6 Hz, 1H, H3), 3.92 (s,
3H, CHs).

[Spectrum in accordance with Luo et al. 2020338]

Methyl 5-(4-(trifluoromethyl)phenyl)furan-2-carboxylate (22b)

/ \

MeOOC™ g
CFy

Chemical Formula: C43HgF303
Molecular Weight: 270,21

White powder (424 mg, 79% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 7.89 (d, ] = 8.1 Hz, 2H, H3"), 7.68 (d, ] = 8.1 Hz, 2H,
H2’),7.27 (d,] = 3.6 Hz, 1H, H4), 6.85 (d, ] = 3.6 Hz, 1H, H3), 3.93 (s, 3H, CHs).

[Spectrum in accordance with Chiarelli et al. 2018339]

Methyl 5-(4-(tert-butyl)phenyl)furan-2-carboxylate (22c)

/ \

MeOOC o
t-Bu

Chemical Formula: C1gH1gO3
Molecular Weight: 258,32

White powder (377 mg, 73% yield).
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1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 7.72 (dt, ] = 8.7, 2.0 Hz, 2H, H2"), 7.44 (dt, ] = 8.7, 2.0
Hz, 2H, H3"), 7.24 (d, ] = 3.6 Hz, 1H, H4), 6.69 (d, ] = 3.6 Hz, 1H, H3), 3.91 (s, 3H, CHs),
1.34 (s, 9H, ¢-Bu).

[Spectrum in accordance with Fu et al. 2011349]

1.6.3. General procedure for (5-phenylfuran-2-yl)methanol derivatives

HO [\
o)

To a solution of methyl 5-phenylfuran-2-carboxylate (0.42 mmol, 1.0 eq.) in dry THF
(3mL) at 0 °C was added dropwise a solution of 1 M lithium triethylborohydride
(3.4 mmol, 8.0 eq.) and was stirred at room temperature for 2 h. The mixture was then
quenched with NH4Cl, the solvent was evaporated and the residue was retaken in water,
extracted with Et20, dried over Na2S04 and concentrated under vacuum. The residue
was then purified by chromatography (eluent: pentane/Et20 2:1).

(5-Phenylfuran-2-yl)methanol (23a)

Ho. // \
o

Chemical Formula: C41H4¢0,
Molecular Weight: 174,20

Yellow powder (62 mg, 85% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 7.72 - 7.63 (m, 2H, H2’), 7.44 - 7.34 (m, 2H, H3’),
7.31-7.22 (m, 1H, H4"), 6.60 (d, J = 3.3 Hz, 1H, H4), 6.38 (dt, / = 3.3, 0.6 Hz, 1H, H3), 4.67
(s, 2H, CHz2).

[Spectrum in accordance with Chacén-Huete et al. 2021341]

(5-(4-(Trifluoromethyl)phenyl)furan-2-yl)methanol (23b)

HO [\

O
CF;

Chemical Formula: C45HgF30,
Molecular Weight: 242,20

Orange powder (247 mg, 66% yield).
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1H NMR (300 MHz, Acetone-de) § 7.91 (d, ] = 8.2 Hz, 2H, H2"), 7.74 (d, ] = 8.2 Hz, 2H, H3"),
6.99 (d, ] = 3.4 Hz, 1H, H4), 6.45 (dt, ] = 3.4, 0.7 Hz, 1H, H3), 4.62 (d, ] = 5.9 Hz, 2H, CHz),
4.39 (t,] = 5.9 Hz, 1H, OH).

[Spectrum in accordance with Chacon-Huete et al. 2021341]

(5-(4-(Tert-butyl)phenyl)furan-2-yl)methanol (23c)

HO [\

(@]
t-Bu

Chemical Formula: C45H4g05>
Molecular Weight: 230,31

White powder (273 mg, 82% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-de) 6 7.63 (dt, /] = 8.8, 2.1 Hz, 2H, H2"), 7.45 (dt, /] = 8.8, 2.1
Hz, 2H, H3’), 6.70 (d, ] = 3.3 Hz, 1H, H4), 6.36 (dt, J = 3.3, 0.6 Hz, 1H, H3), 4.58 (dt, / = 5.9,
0.6 Hz, 2H, CH2), 4.25 (t,/ = 5.9 Hz, 1H, OH), 1.32 (s, 9H, t-Bu).

[Spectrum in accordance with Li et al. 2016342]

1.6.4. General procedure for 2,6-difluoro-3-((5-phenylfuran-2-
yl)methoxy)benzamides

To a solution of 2,6-difluoro-3-hydroxybenzamide (0.40 mmol, 1.0 eq.) in DCM (5 mL)
were added (5-phenylfuran-2-yl)methanol (0.50 mmol, 1.25 eq.), triphenylphosphine
(0.56 mmol, 1.4 eq.) and DIAD (0.56 mmol, 1.4 eq.). The mixture was stirred at room
temperature for 4 h. The mixture was then washed with NaHCOs3 sat, extracted with
DCM, dried over Na2S04 and concentrated under vacuum. The residue was then purified
by chromatography (eluent: pentane/EtOAc 3:2).
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2.6-Difluoro-3-((5-phenvlfuran-2-yl)methoxy)benzamide (V.a)

Chemical Formula: C4gH13FoNO4
Molecular Weight: 329,30

Orange powder (34 mg, 43% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) § 7.71 - 7.59 (m, 2H, H2"), 7.36 - 7.17 (m, 5H, H3' + H4' +
H4 + NH), 7.08 (s, 1H, NH), 6.89 (ddd, ] = 9.2, 8.7, 2.1 Hz, 1H, H5), 6.75 (d, ] = 3.3 Hz, 1H,
H4™), 6.58 (dt, ] = 3.3, 0.5 Hz, 1H, H3"), 5.12 (s, 2H, CHa).

13C NMR (126 MHz, Acetone-ds) § 162.2 (CONHz), 155.4 (C2”), 154.0 (dd, ] = 242.9, 6.5
Hz, C6), 150.5 (C5”), 150.3 (dd, J = 250.1, 8.2 Hz, C2), 143.8 (dd, ] = 11.3, 3.5 Hz, C3),
131.4 (C4’), 129.7 (C3"), 128.6 (C1’), 124.6 (C2"), 118.0 (dd, J = 9.4, 2.9 Hz, C4), 117.5 (dd,
J = 24.3, 20.2 Hz, C1), 114.0 (C3”), 111.5 (dd, J = 23.2, 4.1 Hz, C5), 107.0 (C4"), 64.8
(CH2).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for CisH14F2NO3 [M+H]* 303.0936, found 330.0937.

2,6-Difluoro-3-((5-(4-(trifluoromethyl)phenyl)furan-2-yl)methoxy)benzamide (V.b)

l
HzNJt©/O o CFs
F

Chemical Formula: C1gH15F5NO3
Molecular Weight: 397,30

Yellow powder (67 mg, 42% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds)  7.95 (d, = 8.2 Hz, 2H, H2’), 7.77 (d, ] = 8.2 Hz, 2H, H3"),
7.44 (s, 1H, NH), 7.38 (td, J = 9.2, 5.2 Hz, 1H, H4), 7.16 (s, 1H, NH), 7.07 (d, ] = 3.4 Hz, 1H,
H4”), 7.00 (ddd, ] = 9.2, 8.7, 2.1 Hz, 1H, H5), 6.74 (d, ] = 3.4 Hz, 1H, H3"), 5.26 (s, 2H,
CH2).

13C NMR (101 MHz, Acetone-ds) § 162.1 (CONH2), 154.1 (dd, ] = 242.5, 5.8 Hz, C6), 153.8
(C2"), 151.9 (C5”), 150.3 (dd, J = 250.1, 8.2 Hz, C2), 143.7 (dd, ] = 11.3, 3.4 Hz, C3), 134.9
(C1"), 129.4 (q, ] = 32.3 Hz, C4"), 126.7 (q, ] = 4.0 Hz, C3"), 125.0 (C2’), 118.7 - 117.4 (m,
C4 +C1),114.2 (C3”), 111.6 (dd, ] = 23.2, 4.1 Hz, C5), 109.4 (C4"), 64.8 (CH2).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C1oH13FsNO3 [M+H]* 398.0810, found 398.0813.
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3-((5-(4-(Tert-butyl)phenyl)furan-2-yl)methoxy)-2,6-difluorobenzamide (V.c)

HZN)Ij/O o t-Bu
F

Chemical Formula: Co,H51FoNO3
Molecular Weight: 385,41

Yellow powder (46 mg, 30% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-de) § 7.66 (dt, ] = 8.7, 2.1 Hz, 2H, H2"), 7.48 (dt, ] = 8.7, 2.1
Hz, 2H, H3"), 7.42 (s, 1H, NH), 7.37 (td, ] = 9.2, 5.2 Hz, 1H, H4), 7.13 (s, 1H, NH), 7.00 (ddd,
J=9.2,8.7,2.1 Hz, 1H, H5), 6.79 (d, ] = 3.4 Hz, 1H, H4), 6.66 (dt, ] = 3.4, 0.5 Hz, 1H, H3),
5.22 (s, 2H, CHz2), 1.33 (s, 9H, t-Bu).

13C NMR (126 MHz, Acetone-ds) § 162.2 (CONHz), 155.6 (C2”), 154.0 (dd, ] = 242.8, 6.7
Hz, C6), 151.6 (C5”), 150.3 (dd, J = 250.0, 8.2 Hz, C2), 150.2 (C1"), 143.7 (dd, J = 11.3, 3.3
Hz, C3), 128.7 (C4), 126.5 (C3’), 124.5 (C2’), 118.0 (dd, J = 9.4, 2.9 Hz, C4), 117.5 (dd, ] =
24.5, 20.3 Hz, C1), 114.0 (C3”), 111.5 (dd, J = 23.2, 4.1 Hz, C5), 106.3 (C4”), 64.8 (CHz),
35.2 (C t-Bu), 31.5 (CHs).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C22H22F2NO3 [M+H]* 386.1562, found 386.1560.

1.7. Procedures for 1,2,4-oxadiazoles from series VI

1.7.1. General procedure for 5-(1-chloroethyl)-3-phenyl-1,2,4-oxadiazoles

To a solution of 4-substituted hydroxybenzimidamide (0.40 mmol, 1.0 eq.) and
triethylamine (0.48 mmol, 1.2 eq.) in toluene (3 mL) at 0 °C was added dropwise
chloropropionyl chloride (0.48 mmol, 1.2 eq.) diluted in toluene (1 mL). The solution
was stirred at 0 °C for 15 min, and then at 110 °C for 4 h. The mixture was then cooled to
room temperature, extracted with toluene, washed with water and brine, dried over
Na2S0O4+ and concentrated under vacuum. The residue was then purified by
chromatography (eluent: pentane/Et20 98:2).
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5-(1-Chloroethyl)-3-phenyl-1,2,4-oxadiazole (24a)

Chemical Formula: C4gHgCIN,O
Molecular Weight: 208,65

Translucent oil (51 mg, 61% yield).

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 8.13 - 8.06 (m, 2H, H2), 7.55 - 7.45 (m, 3H, H3 +
H4),5.23 (q,] = 7.0 Hz, 1H, CH), 2.02 (d, ] = 7.0 Hz, 3H, CH).

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 177.8 (C5’), 168.8 (C3"), 131.6 (C1), 129.0 (C2),
127.6 (C3), 126.4 (C4), 45.9 (CH), 22.7 (CH3).

5-(1-Chloroethyl)-3-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1,2,4-oxadiazole (24b)

N-O

| H
N ¢l
FsC

Chemical Formula: C41HgCIF3N,O
Molecular Weight: 276,64

Translucent oil (61 mg, 55% yield).

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.22 (dt, ] = 8.0, 0.8 Hz, 2H, H2), 7.75 (dt, ] = 8.0, 0.8
Hz, 2H, H3), 5.24 (g, ] = 7.0 Hz, 1H, CH), 2.03 (d, ] = 7.0 Hz, 3H, CHs).

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) 6 178.4 (C5’), 167.8 (C3’), 133.3 (q, J = 32.7 Hz, C4),
129.8 (C1), 128.0 (C2), 126.1 (q, J = 3.9 Hz, C3), 122.5 (q, J = 272.2 Hz, CF3), 45.8 (CH),
22.6 (CHs).

3-(4-(Tert-butyl)phenvyl)-5-(1-chloroethyl)-1,2,4-oxadiazole (24c)

N-O

| H
N ¢
t-Bu

Chemical Formula: C44H7CIN,O
Molecular Weight: 264,75
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Translucent oil (70 mg, 66% yield).

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 8.02 (dt, ] = 8.6, 2.0 Hz, 2H, H2), 7.51 (dt, ] = 8.6, 2.0
Hz, 2H, H3), 5.23 (g, ] = 7.0 Hz, 1H, CH), 2.02 (d, ] = 7.0 Hz, 3H, CHz), 1.36 (s, 9H, ¢-Bu).

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 177.6 (C5’), 168.7 (C3’), 155.1 (C4), 127.4 (C2),
126.0 (C3), 123.6 (C1), 45.9 (CH), 35.1 (C t-Bu), 31.3 (CHs t-Bu), 22.7 (CHs).

1.7.2. General procedure for 2,6-difluoro-3-(1-(3-phenyl-1,2,4-oxadiazol-5-
yl)ethoxy)benzamides

o F o-N,
O NS
F

To a solution of 2,6-difluoro-3-hydroxybenzamide (0.27 mmol, 1.1 eq.) in DMF (1 mL)
was added K2C03 (0.50 mmol, 2.0 eq.) and 3-substituted-5-(1-chloroethyl)-1,2,4-
oxadiazole (0.25 mmol, 1.0 eq.). The solution was stirred at 35 °C for 3 h. The solution
was extracted with EtOAc, washed with water and brine, dried over Na2SOs and
concentrated under vacuum. The residue was then purified by chromatography (eluent:
pentane/EtOAc 2:1).

2,6-Difluoro-3-(1-(3-phenvl-1,2,4-oxadiazol-5-yl)ethoxy)benzamide (VI.a)

Chemical Formula: C47H43FoN304
Molecular Weight: 345,31

White powder (34 mg, 56% yield).

1H NMR (400 MHz, Acetone-ds) 6 8.11 - 8.03 (m, 2H, H3’), 7.65 - 7.50 (m, 4H, H1’ + H2’ +
NH), 7.35 (td, J = 9.2, 5.2 Hz, 1H, H4), 7.30 (s, 1H, NH), 6.99 (td, ] = 9.0, 2.1 Hz, 1H, H5),
5.84 (q,/ = 6.6 Hz, 1H, CH), 1.90 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3).

13C NMR (101 MHz, Acetone-ds) § 179.0 (C5”), 169.1 (C4”), 162.0 (CONHz), 154.9 (dd, ] =
245.0, 6.6 Hz, C6), 150.9 (dd, ] = 250.9, 8.6 Hz, C2), 142.5 (dd, ] = 11.7, 3.6 Hz, C3), 132.4
(C1), 129.9 (C2"), 128.1 (C3"), 127.3 (C4’), 120.2 (dd, ] = 9.5, 2.2 Hz, C4), 117.6 (dd, ] =
24.4,20.3 Hz, C1), 112.0 (dd, J = 23.6, 4.0 Hz, C5), 71.9 (CH), 19.6 (CH3).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C17H14F2N303 [M+H]* 346.0998, found 346.0995.
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2.6-Difluoro-3-(1-(3-(4-(trifluoromethyl)phenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-
yl)ethoxy)benzamide (VI.b)

O F o-N
O >~
HZNinj %NF@C%
F
Chemical Formula: C4gH5F5N305
Molecular Weight: 413,30

White powder (27 mg, 39% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) 8 8.29 (m, 2H, H3), 7.93 (m, 2H, H2), 7.50 (s, 1H, NH),
7.37 (td, ] = 9.2, 5.2 Hz, 1H, H4), 7.21 (s, 1H, NH), 6.99 (ddd, ] = 9.2, 8.6, 2.0 Hz, 1H, H5),
5.88 (q, ] = 6.6 Hz, 1H, CH), 1.91 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, CH3).

13C NMR (101 MHz, Acetone-ds) § 179.6 (C5”), 168.2 (C4”), 162.0 (CONHz), 155.0 (dd, ] =
245.0, 6.6 Hz, C6), 151.0 (dd, ] = 250.9, 8.6 Hz, C2), 142.5 (dd, ] = 11.7, 3.6 Hz, C3), 133.4
(q,] = 32.3 Hz, C1), 131.1 (C4’), 128.9 (C3’), 127.0 (q, ] = 3.8 Hz, C2"), 123.6 (q, ] = 271.4
Hz, CF3), 120.4 (dd, J = 9.9, 2.5 Hz, C4), 117.7 (dd, ] = 24.3, 20.4 Hz, C1), 112.0 (dd, ] =
23.5, 4.3 Hz, C5), 72.0 (CH), 19.5 (CHs).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C1H13FsN303 [M+H]* 414.0872, found 414.0864.

3-(1-(3-(4-(Tert-butyllphenyl)-1,2,4-oxadiazol-5-yl)ethoxy)-2,6-difluorobenzamide
(Vl.c)

Chemical Formula: C1H»4F5N303
Molecular Weight: 401,41

White powder (67 mg, 66% yield).

1H NMR (400 MHz, Acetone-ds) § 7.99 (dt, ] = 8.6, 2.0 Hz, 2H, H3"), 7.61 (dt, J = 8.6, 2.0
Hz, 2H, H2"), 7.50 (s, 1H, NH), 7.34 (td, /= 9.1, 5.3 Hz, 1H, H4), 7.22 (s, 1H, NH), 6.99 (td, J
=9.1,2.1 Hz, 1H, H5), 5.83 (q, ] = 6.6 Hz, 1H, CH), 1.89 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, CH3), 1.36 (s, 9H,
t-Bu).

13C NMR (101 MHz, Acetone-ds) 8§ 178.9 (C5”), 169.0 (C4”), 161.9 (CONH2), 155.8 (C4"),
154.9 (dd, ] = 244.4, 6.6 Hz, C6), 151.0 (dd, ] = 250.8, 8.3 Hz, C2), 142.5 (dd, ] = 11.1, 3.7
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Hz, C3), 128.0 (C3"), 126.9 (C2’), 124.6 (C1’), 120.2 (dd, J = 9.9, 2.5 Hz, C4), 117.7 (dd, ] =
24.5,20.2 Hz, C1), 111.9 (dd, ] = 23.9, 4.2 Hz, C5), 71.9 (CH), 35.5 (C ¢-Bu), 31.4 (CHs t-
Bu), 19.6 (CHs).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C21H22F2N303 [M+H]* 402.1624, found 402.1616.
2. Part1 - Chapter 3

2.1. Procedures for benzamides from series VII

2.1.1. 3-Hydroxybenzamide (30)

CONH,

OH

Chemical Formula: C;H;NO,
Molecular Weight: 137,14

To a solution of 3-hydroxybenzoic acid (36.2 mmol, 1.0 eq.) in thionyl chloride (480
mmol, 13.3 eq.) was added two drops of DMF and the solution was stirred at 70 °C for
4 h. Thionyl chloride was then evaporated under vacuum and the residue was retaken in
THF (4 mL) and added dropwise to a 25 % aqueous ammonia solution (362 mmol, 10.0
eq.) at 0 °C. Mixture was stirred at room temperature for 16 h then extracted with
EtOAc, dried over Na2S04 and concentrated under vacuum to give desired product as a
white powder (4.366 g, 88% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 9.49 (s, 1H, OH), 7.88 (s, 1H, NH), 7.32 - 7.25 (m, 3H, NH
+H2 + H6),7.22 (t,] = 7.7 Hz, 1H, H5), 6.90 (ddd, ] = 7.8, 2.5, 1.2 Hz, 1H, H4).

[Spectrum in accordance with Kim et al. 2018343]

2.1.2. General procedure for 3-(hexyloxy)benzamides

CONH,
R R

OCgH13

To a solution of 1-bromohexane (1.0 mmol, 1.0 eq.) in DMF (3 mL) were added 3-
hydroxybenzamide (1.1 mmol, 1.1 eq.) and K2C03 (2.0 mmol, 2.0 eq.). The mixture was
stirred at 35 °C for 16 h. The solvent was then evaporated and the residue retaken in
water, filtered, washed with saturated Na2CO3 solution and dried by suction to give
desired product.
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3-(Hexyloxy)benzamide (VILa)

CONH,

OCgH13

Chemical Formula: C43H4gNO,
Molecular Weight: 221,30

White powder (215 mg, 97% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 7.42 - 7.28 (m, 3H, H2 + H5 + H6), 7.06 (dt, /] = 7.3,
2.4 Hz, 1H, H4), 6.04 (s, 1H, NH), 5.70 (s, 1H, NH), 4.00 (t, /= 6.6 Hz, 2H, H1’), 1.79 (dq, J =
8.2, 6.6 Hz, 2H, H2"), 1.52 - 1.39 (m, 2H, H3"), 1.39 - 1.28 (m, 4H, H4’ + H5"), 0.97 - 0.83
(m, 3H, H6’).

13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) § 169.8 (CONH2), 159.5 (C3), 134.9 (C1), 129.7 (C5),
119.2 (C6), 118.8 (C4), 113.3 (C2), 68.3 (C1’), 31.7 (C2’), 29.3 (C3"), 25.8 (C4"), 22.7 (C5"),
14.1 (C6").

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C13H20NO2 [M+H]* 222.1489, found 222.1489.

2,6-Difluoro-3-{hexyloxy)benzamide (VILb)

CONH,
F F

OCgH13

Chemical Formula: C43H17FoNO,
Molecular Weight: 257,28

White powder (196 mg, 95% yield).

1H NMR (500 MHz, Chloroform-d) § 6.96 (td, ] = 9.1, 5.1 Hz, 1H, H4), 6.83 (td, J = 9.1, 2.0
Hz, 1H, H5), 6.71 (s, 1H, NH), 6.15 (s, 1H, NH), 3.98 (t, ] = 6.5 Hz, 2H, H1"), 1.84 - 1.72 (m,
2H, H2"), 1.50 - 1.37 (m, 2H, H3"), 1.36 - 1.28 (m, 4H, H4’ + H5), 0.94 - 0.86 (m, 3H, H6").
13C NMR (126 MHz, Chloroform-d) 8 162.8 (CONHz), 153.4 (dd, J = 246.2, 5.4 Hz, C6),
150.1 (dd, J = 253.8, 6.9 Hz, C2), 144.1 (dd, J = 11.2, 3.4 Hz, C3), 117.1 (dd, ] = 9.7, 3.5 Hz,
C4), 114.1 (dd, J = 20.4, 16.6 Hz, C1), 111.1 (dd, J = 23.5, 4.2 Hz, C5), 70.6 (C1), 31.6
(C2"),29.2 (C3"), 25.6 (C4"), 22.6 (C5"), 14.1 (C6").

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C13H18F2NO2 [M+H]* 258.1300, found 258.1299.
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2.2. Procedures for 3-(hexyloxy)benzoic acids

2.2.1. Procedures for 3-(hexyloxy)benzoic acid

Methyl 3-hydroxybenzoate (31)

COOMe

OH

Chemical Formula: CgHgO4
Molecular Weight: 152,15

To a solution of 3-hydroxybenzoic acid (15.0 mmol, 1.0 eq.) in MeOH (20 mL) at 0 °C was
added dropwise thionyl chloride (75.0 mmol, 5.0 eq.). The solution was stirred at 65 °C
for 3 h and then cooled to room temperature. The solvent was evaporated and the
residue retaken in saturated NaHCO3 solution, extracted with EtOAc, dried over Na2S04
and concentrated under vacuum to give desired product as a white powder (2.014 g,
88 % yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) & 8.67 (s, 1H, OH), 7.52 - 7.46 (m, 2H, H2 + H6), 7.33
(ddd, ] = 8.1,7.2,0.9 Hz, 1H, H5), 7.09 (ddd, J = 8.1, 2.4, 1.3 Hz, 1H, H4), 3.86 (s, 3H, CH3).

[Spectrum in accordance with Gill et al. 2021344]

Methyl 3-(hexyloxy)benzoate (32)

COOMe

OCgHy3

Chemical Formula: C14H5003
Molecular Weight: 236,31

To a solution of methyl 3-hydroxybenzoate (13.2 mmol, 1.1 eq.) in acetonitrile (15 mL)
were added 1-bromohexane (1.6 mmol, 1.0 eq.), K2CO3 (20.1 mmol, 1.6 eq.) and Nal (1.3
mmol, 0.10 eq.). The solution was stirred at 70 °C for 7 h. After evaporation of the
solvent, the residue was diluted with water, extracted with Et20, dried over Na2S0s and
concentrated under vacuum to give desired product as a translucent oil (1.719 g, 58%
yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-de) § 7.57 (ddd, ] = 7.6, 1.6, 1.1 Hz, 1H, H6), 7.52 - 7.50 (m,
1H, H2), 7.40 (ddd, ] = 8.2, 7.6, 0.5 Hz, 1H, H5), 7.18 (ddd, J = 8.2, 2.7, 1.1 Hz, 1H, H4),
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4.05 (t, ] = 6.5 Hz, 2H, H1"), 3.87 (s, 3H, CHs), 1.86 - 1.72 (m, 2H, H2"), 1.56 - 1.43 (m, 2H,
H3"), 1.40 - 1.32 (m, 4H, H4’ + H5"), 0.95 - 0.87 (m, 3H, H6").

[Spectrum in accordance with Cavedon et al. 2019345]
3-(Hexyloxy)benzoic acid (33)

COOH

OCgHy3

Chemical Formula: C43H4g03
Molecular Weight: 222,28

To a solution of methyl 3-(hexyloxy)benzoate (6.9 mmol, 1.0 eq.) in EtOH (10 mL) was
added a solution of NaOH 2N (13.9 mmol, 2.0 eq.). The solution was stirred at room
temperature for 16 h, concentrated under vacuum, diluted with H20, acidified with HCl
1 N, extracted with EtOAc, dried over Na2S04 and concentrated under vacuum to give
desired product as a white powder (1.437 g, 93% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) & 11.22 (s, 1H, OH), 7.61 (ddd, ] = 7.6, 1.5, 1.0 Hz, 1H,
H6), 7.55 (dd, ] = 2.7, 1.5 Hz, 1H, H2), 7.41 (ddd, ] = 8.2, 7.6, 0.4 Hz, 1H, H5), 7.18 (ddd, ] =
8.2, 2.7, 1.0 Hz, 1H, H4), 4.06 (t, ] = 6.5 Hz, 2H, H1"), 1.86 - 1.74 (m, 2H, H2"), 1.56 - 1.43
(m, 2H, H3"), 1.40 - 1.29 (m, 4H, H4’ + H5"), 0.95 - 0.85 (m, 3H, H6").

13C NMR (75 MHz, Acetone-ds) § 167.6 (COOH), 160.2 (C3), 132.8 (C1), 130.4 (C5), 122.6
(C6), 120.3 (C4), 115.8 (C2), 68.8 (C1"), 32.3 (C2’), 29.9 (C3), 26.4 (C4"), 23.3 (C5"), 14.3
(C6").

MS (ESI) m/z = 223.3 [M+H]*, 245.2 [M+Na]*.

2.2.2. Procedures for 2,6-difluoro-3-(hexyloxv)benzoic acid

2.4-Difluoro-1-(hexyloxy)benzene (34)

F. : :F
OCgH13

Chemical Formula: C4,H45F,0
Molecular Weight: 214,26

See procedure for methyl 3-(hexyloxy)benzoate (32), paragraph 2.2.1.

Translucent oil (1.648 g, 77% yield).
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1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) § 7.14 (td, ] = 9.3, 5.4 Hz, 1H, H4), 7.04 (ddd, ] = 11.5, 8.7,
3.0 Hz, 1H, H1), 6.96 - 6.86 (m, 1H, H5), 4.05 (t, ] = 6.5 Hz, 2H, H1"), 1.86 - 1.70 (m, 2H,
H2"), 1.55 - 1.42 (m, 2H, H3"), 1.39 - 1.29 (m, 4H, H4 + H5"), 0.94 - 0.86 (m, 3H, HE").

13C NMR (75 MHz, Acetone-ds) § 157.0 (dd, J = 239.3, 10.5 Hz, C6), 153.2 (dd, J = 247.5,
12.2 Hz, C2), 144.8 (dd, J = 10.7, 3.4 Hz, C3), 116.6 (dd, / = 9.5, 3.1 Hz, C4), 111.3 (dd, J =
22.3, 4.1 Hz, C5), 105.3 (dd, J = 27.2, 22.4 Hz, C1), 70.6 (C1"), 32.3 (C2"), 30.0 (C3’), 26.3
(C4"), 23.3 (C5"), 14.3 (C6").

HRMS (EI) m/z: calcd. for C12H16F20 [M]* 258.1300, found 258.1299.

2.6-Difluoro-3-(hexyloxy)benzoic acid (35)

COOH
F F

OCgH13

Chemical Formula: C43H4gF,03
Molecular Weight: 258,26

To a solution of 2,4-difluoro-1-(hexyloxy)benzene (7.4 mmol, 1.0 eq.) in THF (15 mL)
under a dried and inert atmosphere (N2) at - 78°C was added dropwise n-BuLi (1.6 M in
THF, 8.1 mmol, 1.1 eq.). The solution was stirred at - 78°C for 1 h. The mixture was then
added dropwise on crushed dry ice, and the solution was stirred at room temperature
for 2 h. To the mixture was then added NaOH solution (2 M, 11 mL) and was extracted
with Et20 to remove unreacted reagent. The solution was then acidified with an HCl 2 M
solution, and the product was extracted with EtOAc, dried over Na2S0O4 and concentrated
under vacuum to give the desired product as an orange oil (1.096 g, 58% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-de) § 10.34 (s, 1H, OH), 7.24 (td, ] = 9.2, 5.2 Hz, 1H, H4), 6.99
(td, ] = 9.2, 2.0 Hz, 1H, H5), 4.06 (t, ] = 6.5 Hz, 2H, H1’), 1.77 (dgq, ] = 8.2, 6.5 Hz, 2H, H2"),
1.52 - 1.40 (m, 2H, H3"), 1.36 - 1.27 (m, 4H, H4’ + H5"), 0.92 - 0.82 (m, 3H, H6").

13C NMR (75 MHz, Acetone-ds) 8 162.5 (COOH), 153.6 (dd, J = 245.9, 5.5 Hz, C6), 150.0
(dd, J = 254.1, 6.9 Hz, C2), 144.9 (dd, J = 10.7, 3.3 Hz, C3), 117.9 (dd, ] = 9.6, 3.3 Hz, C4),
113.4 (dd, ] = 21.3, 16.9 Hz, C1), 111.8 (dd, ] = 22.8, 4.3 Hz, C5), 70.7 (C1"), 32.2 (C2),
29.9 (C3"), 26.3 (C4"), 23.3 (C5"), 14.3 (C6").

MS (ESI) m/z = 259.1 [M+H]*, 281.1 [M+Na]*.
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2.3. Procedures for hydrazides from series VIII

2.3.1. General procedure for tert-butyl 2-(3-(hexyloxy)benzoyl)hydrazine-1-
carboxylate

H
(@) N—NHBoc

R R

OCgHy43

To a solution of tert-butyl carbazate (1.0 mmol, 1.0 eq.) in DCM (10 mL) at 0 °C was
added 3-(hexyloxy)benzoic acid (1.1 mmol, 1.1 eq.), DMAP (0.13 mmol, 0.13 eq.) and
progressively DCC (1.2 mmol, 1.2 eq.). The mixture was then stirred at room
temperature for 16 h, filtered on Celite® and washed with DCM. The filtrate was then
concentrated and the residue purified by chromatography (eluent: pentane/Et20 2:1).

Tert-butyl 2-(3-(hexyloxy)benzoyl)hydrazine-1-carboxylate (36a)

H
(0] N—NHBoc

OCgH13

Chemical Formula: C1gHogN204
Molecular Weight: 336,43

White powder (214 mg, 64% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-de) § 9.41 (s, 1H, NH), 7.95 (s, 1H, NHBoc), 7.51 - 7.44 (m,
2H H2 + H6), 7.38 (ddd, ] = 8.1, 7.4, 0.7 Hz, 1H, H5), 7.11 (ddd, / = 8.2, 2.5, 1.1 Hz, 1H, H4),
4.05 (t,] = 6.5 Hz, 2H, H1"), 1.85 - 1.72 (m, 2H, H2’), 1.44 (s, 9H, CH3 Boc), 1.40 - 1.32 (m,
6H, H3' + H4’ + H5’), 0.94 - 0.86 (m, 3H, H6").

13C NMR (75 MHz, Acetone-ds) § 167.2 (CONH), 160.0 (C3), 156.7 (CO Boc), 134.8 (C1),
130.2 (C5), 120.1 (C6), 119.1 (C4), 113.6 (C2), 80.5 (C t-Bu), 68.6 (C1’), 32.2 (C2"), 29.8
(CHs t-Bu), 28.4 (C3"), 26.3 (C4'), 23.2 (C5"), 14.3 (C6").

MS (ESI) m/z = 337.3 [M+H]*, 359.3 [M+Na]*.
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Tert-butyl 2-(2,6-difluoro-3-{hexyloxy)benzoyl)hydrazine-1-carboxylate (36b)

H
(0] N—NHBoc

OCgH13

Chemical Formula: C1gHs6F2N5Oy4
Molecular Weight: 372,41

White powder (136 mg, 52% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) § 9.39 (s, 1H, NH), 8.18 (s, 1H, NHBoc), 7.24 (td, ] = 9.3,
5.2 Hz, 1H, H4), 6.98 (td, ] = 8.8, 2.1 Hz, 1H, H5), 4.08 (t, ] = 6.5 Hz, 2H, H1"), 1.84 - 1.72
(m, 2H, H2"), 1.46 (s, 9H, CHs Boc), 1.40 - 1.27 (m, 6H, H3’ + H4’ + H5’), 0.96 - 0.86 (m,
3H, H6').

13C NMR (75 MHz, Acetone-ds) § 160.5 (CONH), 155.9 (COBoc), 153.7 (dd, J = 243.6, 6.0
Hz, C6), 150.2 (dd, J = 251.5, 7.7 Hz, C2), 144.8 (dd, ] = 10.8, 3.4 Hz, C3), 117.4 (dd, ] = 9.3,
3.0 Hz, C4), 115.1 (dd, J = 23.9, 19.5 Hz, C1), 111.6 (dd, ] = 22.8, 4.2 Hz, C5), 80.7 (C t-Bu),
70.7 (C1"), 32.2 (C2), 29.6 (CH3 t-Bu), 28.4 (C3"), 26.3 (C4’), 23.2 (C5"), 14.3 (C6").

MS (ESI) m/z = 395.1 [M+Na]".

2.3.2. General procedure for 3-(hexyloxy)benzohydrazides

H
O~ N—NH,

R R

OCgH13

To a solution of tert-butyl 2-(3-(hexyloxy)benzoyl)hydrazine-1-carboxylate (0.30 mmol,
1.0 eq.) in DCM (3 mL) was added TFA (12.0 mmol, 40 eq.). The mixture was stirred at
room temperature for 24 h and then co-evaporated with toluene. The residue was
retaken in sat. NaHCO3 solution, extracted with EtOAc, dried over NazS0s, concentrated
and purified by chromatography (eluent: EtOAc 100%).
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3-(Hexvloxy)benzohydrazide (VIIlL.a)

OCgHy3

Chemical Formula: C43H5oN>0,
Molecular Weight: 236,32

White powder (29 mg, 41% yield).

IH NMR (500 MHz, Methanol-d4) 6 7.37 - 7.29 (m, 3H, H2 + H5 + H6), 7.08 - 7.02 (m, 1H,
H4), 4.00 (td, J = 6.5, 1.3 Hz, 2H, H1’), 1.83 - 1.68 (m, 2H, H2’), 1.54 - 1.41 (m, 2H, H3’),
1.40 - 1.33 (m, 4H, H4'+H5"), 0.96 - 0.88 (m, 3H, HE").

13C NMR (126 MHz, Methanol-d4) § 169.5 (CONH), 160.7 (C3), 135.5 (C1), 130.7 (C5),
120.1 (C6), 119.1 (C4), 114.0 (C2), 69.2 (C1"), 32.7 (C2"), 30.3 (C3’), 26.8 (C4"), 23.7 (C5),
14.4 (C6").

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C13H21N202 [M+H]* 237.1598, found 237.1600.

2.6-Difluoro-3-(hexyloxy)benzohydrazide (VIIL.b)

H
Os_N—NH,

F F

OCgH13

Chemical Formula: C43HgF2N505
Molecular Weight: 272,30

White powder (51 mg, 94% yield).

1H NMR (300 MHz, Methanol-ds) § 7.17 (tdd, J = 9.2, 5.2, 2.0 Hz, 1H, H4), 6.95 (ddd, J =
9.2,8.7, 2.0 Hz, 1H, H5), 4.04 (td, ] = 6.4, 2.4 Hz, 2H, H1"), 1.84 - 1.72 (m, 2H, H2"), 1.56 -
1.43 (m, 2H, H3"), 1.41 - 1.28 (m, 4H, H4’ + H5’), 1.00 - 0.86 (m, 3H, H6").

13C NMR (126 MHz, Methanol-ds) § 162.3 (CONH), 154.1 (dd, ] = 243.2, 5.7 Hz, C6), 150.7
(dd, ] = 251.2, 7.5 Hz, C2), 145.2 (dd, ] = 10.8, 3.2 Hz, C3), 117.8 (dd, ] = 9.4, 3.1 Hz, C4),
115.2 (dd, J = 23.7, 19.1 Hz, C1), 111.8 (dd, J = 22.9, 4.2 Hz, C5), 71.3 (C1"), 32.7 (C2)),
30.3 (C3"), 26.7 (C4), 23.7 (C5"), 14.4 (C6").

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C13H19F2N202 [M+H]* 273.1409, found 273.1411.
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2.4. Procedures for hydroxamic acids from series IX

2.4.1. Methyl 2,6-difluoro-3-(hexyloxy)benzoate (37)

COOMe
F F

OCgH13

Chemical Formula: C44H4gF203
Molecular Weight: 272,29

See procedure for methyl 3-hydroxybenzoate (31), paragraph 2.2.1.

Orange oil (387 mg, 84% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 6.99 (td, / = 9.1, 5.1 Hz, 1H, H4), 6.82 (td, / = 9.1, 2.0
Hz, 1H, H5), 3.97 (t,] = 6.5 Hz, 2H, H1"), 3.93 (s, 3H, CH3), 1.82 - 1.69 (m, 2H, H2’), 1.50 -
1.36 (m, 2H, H3’), 1.36 - 1.24 (m, 4H, H4’ + H5’), 0.93 - 0.81 (m, 3H, HE").

13C NMR (75 MHz, Chloroform-d) § 162.1 (C00), 153.8 (dd, J = 249.0, 4.9 Hz, C6), 150.7
(dd, J = 257.2, 6.4 Hz, C2), 144.1 (dd, J = 10.8, 3.5 Hz, C3), 117.8 (dd, ] = 9.6, 3.5 Hz, C4),
111.8 (dd, J = 19.8, 15.9 Hz, C1), 110.9 (dd, J = 22.9, 4.4 Hz, C5), 70.6 (C1’), 52.9 (CH3),
31.6 (C2’), 29.2 (€C3"), 25.6 (C4’), 22.6 (C5’), 14.0 (C6").

MS (ESI) m/z = 273.1 [M+H]*, 295.1 [M+Na]*.

2.4.2. General procedure for 3-(hexyloxy)-N-hydroxybenzamide

H
Os_N-OH

R R

OCgH13

To a solution of hydroxylamine hydrochloride (1.7 mmol, 2.0 eq.) in water (3 mL) at 0 °C
was added NaOH (4.25 mmol, 5.0 eq.) and dropwise methyl 3-(hexyloxy)benzoate
(0.85 mmol, 1.0 eq.) dissolved in 1,4-dioxane (2 mL). The solution was stirred at room
temperature for 16 h. 1,4-dioxane is then removed under vacuum and the mixture is
diluted with water, acidified to pH 6 with HCIl 2 M and filtered. The obtained solid is then
purified by chromatography (eluent: EtOAc/pentane 3:1).
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3-(Hexvloxy)-N-hydroxybenzamide (IX.a)

OCgH13

Chemical Formula: C13H1gNO3
Molecular Weight: 237,30

Orange powder (72 mg, 36% yield).

IH NMR (500 MHz, Methanol-d4) 6 7.38 - 7.25 (m, 3H, H2 + H5 + H6), 7.08 - 7.02 (m, 1H,
H4), 3.99 (t, ] = 6.4 Hz, 2H, H1"), 1.81 - 1.71 (m, 2H, H2’), 1.52 - 1.42 (m, 2H, H3’), 1.42 -
1.30 (m, 4H, H4’ + H5"), 0.95 - 0.88 (m, 3H, H6").

13C NMR (126 MHz, Methanol-d4) § 168.0 (CONH), 160.7 (C3), 134.7 (C1), 130.7 (C5),
120.0 (C6), 119.2 (C4), 113.9 (C2), 69.2 (C1"), 32.7 (C2"), 30.3 (C3’), 26.8 (C4"), 23.7 (C5),
14.4 (C6).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C13H20NO3 [M+H]* 238.1438, found 238.1438.

2.6-Difluoro-3-(hexyloxy)-N-hydroxybenzamide (IX.b)

OCgH13

Chemical Formula: C3H47F,2NO3
Molecular Weight: 273,28

Orange powder (77 mg, 47% yield).

H NMR (300 MHz, Methanol-d4) 6 7.18 (td, J = 9.3, 5.2 Hz, 1H, H4), 6.95 (td, /] = 8.9, 2.0
Hz, 1H, H5), 4.03 (t, ] = 6.4 Hz, 2H, H1’), 1.86 - 1.70 (m, 2H, H2’), 1.54 - 1.43 (m, 2H, H3’),
1.43 - 1.26 (m, 4H, H4’ + H5’), 0.96 - 0.88 (m, 3H, H6").

13C NMR (126 MHz, Methanol-d4) 6 160.0 (CONH), 154.2 (dd, J = 243.3, 5.7 Hz, C6), 150.8
(dd, J = 251.5, 7.3 Hz, C2), 145.2 (dd, J = 10.8, 3.3 Hz, C3), 118.0 (dd, J = 9.2, 3.0 Hz, C4),
114.0 (dd, J = 23.9, 19.5 Hz, C1), 111.8 (dd, J = 22.8, 4.1 Hz, C5), 71.2 (C1"), 32.7 (C2"),
30.23 (C3), 26.7 (C4’), 23.6 (C5"), 14.4 (C6’).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C13H1sF2NO3 [M+H]* 274.1249, found 274.1253.
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2.4.3. General procedures for N-(benzyloxy)-3-(hexyloxy)benzamide

OCgH13

To a solution of O-benzylhydroxylamine hydrochloride (1.0 mmol, 1.0 eq.) in DCM
(5mL) at 0 °C was added 3-(hexyloxy)benzoic acid (1.0 mmol, 1.0 eq.), DMAP (1.13
mmol, 1.13 eq.) and progressively DCC (1.2 mmol, 1.2 eq.). The mixture was then stirred
at room temperature for 16 h, filtered on Celite® and washed with DCM. The filtrate was
then concentrated and the residue purified by chromatography (eluent: pentane/Et20
9:1).

N-(benzyloxy)-3-(hexyloxy)benzamide (38a)

OCgH13

Chemical Formula: CyqHo5NO4
Molecular Weight: 327,42

White powder (244 mg, 75 % yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) § 10.77 (s, 1H, NH), 7.53 - 7.45 (m, 2H, H2+H6), 7.43 -
7.29 (m, 6H, H5 + Haenzyie), 7.09 (dt, ] = 6.0, 2.9 Hz, 1H, H4), 5.01 (s, 2H, CHz), 4.03 (t, ] =
6.5 Hz, 2H, H1’), 1.84 - 1.70 (m, 2H, H2’), 1.55 - 1.42 (m, 2H, H3"), 1.40 - 1.30 (m, 4H, H4’
+H5"),0.97 - 0.80 (m, 3H, HE").

13C NMR (75 MHz, Acetone-ds) § 165.8 (CONH), 160.0 (C3), 136.9 (Clpenzyle), 134.7 (C1),
130.3 (C5), 129.8 (C2Benzyle), 129.0 (C3Benzyle + C4benzyie), 119.9 (C6), 118.8 (C4), 113.6
(C2), 78.3 (CH.), 68.6 (C1"), 32.2 (C2"), 29.8 (C3"), 26.3 (C4), 23.2 (C5"), 14.3 (C6").

MS (ESI) m/z = 328.3 [M+H]*, 350.2 [M+Na]*.
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N-(benzyloxy)-2,6-difluoro-3-(hexyloxy)benzamide {38b)

OCgH13

Chemical Formula: CogHo3FoNO3
Molecular Weight: 363,40

White powder (85 mg, 60 % yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) 8 10.76 (s, 1H, NH), 7.54 - 7.46 (m, 2H, Hpenzyle), 7.44 -
7.31 (m, 3H, Heenzyte), 7.22 (td, J = 9.3, 5.2 Hz, 1H, H4), 6.97 (td, ] = 8.9, 2.0 Hz, 1H, H5),
5.05 (s, 2H, CHz), 4.06 (t, ] = 6.5 Hz, 2H, H1’), 1.78 (dgq, ] = 8.3, 6.3 Hz, 2H, H2’), 1.54 - 1.42
(m, 2H, H3"), 1.39 - 1.29 (m, 4H, H4’ + H5"), 0.96 - 0.86 (m, 3H, H6").

13C NMR (75 MHz, Acetone-ds) 8 157.1 (CONH), 152.8 (dd, ] = 242.6, 6.0 Hz, C6), 149.3
(dd, J = 250.5, 7.8 Hz, C2), 143.9 (dd, J = 10.8, 3.3 Hz, C3), 135.9 (Clpenzyle), 129.2
(C2Benzyle), 128.5 (C3Benzyle), 128.3 (C4Benzyle), 116.5 (dd, J = 9.3, 3.1 Hz, C4), 113.4 (dd, J =
24.3,20.0 Hz, C1), 110.7 (dd, ] = 22.8, 4.2 Hz, C5), 77.8 (CHz), 69.8 (C1"), 31.4 (C2’), 29.0
(C3"), 25.4 (C4), 22.4 (C5"), 13.4 (C6).

MS (ESI) m/z = 364.2 [M+H]*, 386.2 [M+Na]*.

2.5.  Procedures for ureas from series X

2.5.1. 1-(3-(Hexyloxy)phenyl)urea (X.a)

0O

N

HN™ “NH,

OCegH13

Chemical Formula: C43H5oN>0,
Molecular Weight: 236,32

See procedure for 3-(hexyloxy)benzamide (VIL.a), paragraph 2.1.2.
White powder (174 mg, 74% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) & 8.03 (s, 1H, NH), 7.31 (t, ] = 2.3 Hz, 1H, H2), 7.08 (t, ] =
8.1 Hz, 1H, H5), 6.90 (ddd, J = 8.1, 2.2, 0.9 Hz, 1H, H6), 6.49 (ddd, ] = 8.1, 2.2, 0.9 Hz, 1H,
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H4), 5.43 (s, 2H, NHz2), 3.93 (t, ] = 6.5 Hz, 2H, H1"), 1.89 - 1.65 (m, 2H, H2’), 1.55 - 1.41
(m, 2H, H3"), 1.41 - 1.26 (m, 4H, H4’ + H5"), 1.03 - 0.80 (m, 3H, H6").

13C NMR (101 MHz, Acetone-ds) § 160.6 (C3), 156.9 (CO), 142.6 (C1), 130.0 (C5),111.2
(C6),108.5 (C4), 105.5 (C2), 68.3 (C1"), 32.3 (€C2’), 30.0 (C3’), 26.5 (C4’), 23.3 (C5"), 14.3
(C6N).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C13H21N202 [M+H]* 237.1598, found 237.1598.

2.5.2. 1-(2,6-Difluoro-3-(hexyloxy)phenvyl)urea (X.b)

o)
HNJ\NHZ
F F

OCgH13

Chemical Formula: C43HgFoN>O5
Molecular Weight: 272,30

To a solution of 2,6-difluoro-3-(hexyloxy)benzoic acid (1.0 mmol, 1.0 eq.) in toluene
(5 mL) was added triethylamine (1.1 mmol, 1.1 eq.) and DPPA (1.1 mmol, 1.1 eq.). The
mixture was stirred at 100 °C for 1 h, then cooled to r.t.. Ammonia (25% in dioxane, 2.0
mmol, 2.0 eq.) was then added and the mixture was stirred at r.t. for 16 h. The solution
was then concentrated and the residue purified by chromatography (eluent:
EtOAc/pentane 3:2).

White powder (90 mg, 33% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-de) & 7.57 (s, 1H, NH), 7.03 - 6.78 (m, 2H, H4 + H5), 5.81 (s,
2H, NH2), 4.01 (t, J = 6.5 Hz, 2H, H1"), 1.83 - 1.66 (m, 2H, H2’), 1.54 - 1.39 (m, 2H, H3"),
1.39 - 1.27 (m, 4H, H4’ + H5), 0.96 - 0.84 (m, 3H, H6").

13C NMR (75 MHz, Acetone-ds) 6 157.0 (CO), 153.1 (dd, J = 240.5, 3.3 Hz, C6), 149.3 (dd, J
= 248.0, 5.1 Hz, C2), 144.9 (dd, J = 10.3, 3.0 Hz, C3), 117.7 (dd, J = 17.8, 14.0 Hz, C1),
112.1 (dd, ] = 9.0, 2.6 Hz, C4), 110.2 (dd, ] = 21.7, 4.3 Hz, C5), 70.5 (C1’), 32.3 (C2"), 29.9
(C3"),26.3 (C4"), 23.2 (C5’), 14.3 (C6").

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C13H19F2N202 [M+H]* 273.1409, found 273.1410.
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2.6. Procedures for ethers from series XI

2.6.1. 2,6-Difluoro-3-(nonyloxy)benzamide (XI.a)

Os<__NH,

F F

OCgH1g

Chemical Formula: C1gH23FoNO>
Molecular Weight: 299,36

To a solution of 1-bromononane (0.80 mmol, 1.0 eq.) in DMF (4 mL) were added 2,6-
difluoro-3-hydroxybenzamide (0.88 mmol, 1.1 eq.) and K2C03 (1.6 mmol, 2.0 eq.). The
mixture was stirred at 35 °C for 16 h. The solvent was then evaporated and the residue
retaken in water, extracted with EtOAc, dried over Naz2S04 and concentrated under
vacuum. The residue was then purified by chromatography (eluent: pentane/EtOAc 3:1)
to give desired product as a white powder (156 mg, 65% yield).

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) § 6.96 (td, ] = 9.1, 5.1 Hz, 1H, H4), 6.83 (td, / = 9.1, 2.0
Hz, 1H, H5), 6.66 (s, 1H, NH), 6.14 (s, 1H, NH), 3.98 (t, ] = 6.6 Hz, 2H, 0-CH>), 1.77 (p, ] =
6.8 Hz, 2H, 0-CH2-CHz), 1.49 - 1.38 (m, 2H, 0-(CHz)2-CHz), 1.35 - 1.23 (m, 10H, CHs-
(CHz)s), 0.87 (t,] = 7.1 Hz, 3H, CHs).

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) 8§ 162.7 (CONHz), 153.4 (dd, ] = 246.3, 5.3 Hz, C6),
150.1 (dd, J = 254.0, 7.0 Hz, C2), 144.1 (dd, J = 11.3, 3.3 Hz, C3), 117.1 (dd, ] = 9.8, 3.3 Hz,
C4), 114.1 (dd, J = 20.5, 16.2 Hz, C1), 111.1 (dd, J = 23.5, 4.3 Hz, C5), 70.6 (C1’), 32.0
(C2"), 29.6 (C3"), 29.4 (C4"), 29.3 (C5"), 29.3 (C6"), 25.9 (C7"), 22.8 (C8"), 14.2 (C9").

HRMS (ESI) m/z: calcd. for Ci6H24F2NO2 [M+H]* 300.1770, found 300.1770.

2.6.2. General procedure for 3,3"'-(alkane-a,w-divlbis(oxy))bis(2,6-
difluorobenzamides)

Os_NH, Os__NH,

F F F F

o ™o

n
Chemical Formula: C47H4F4N,O4
Molecular Weight: 386,30

To a solution of a,w-dibromoalkane (0.30 mmol, 1.0 eq.) in DMF (3 mL) were added 2,6-
difluoro-3-hydroxybenzamide (0.75 mmol, 2.5 eq.) and K2C0s3 (0.75 mmol, 2.5 eq.). The
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mixture was stirred at 35 °C for 16 h. The solvent was then evaporated and the residue

retaken in water, filtered and washed with saturated Na2COs3 solution to give the desired
product.

3.3'-(Hexane-1,6-divIlbis(oxy))bis(2.6-difluorobenzamide) (XLb)

O«_NH, O«_NH,
F F F F
o”(\%\o

Chemical Formula: C17H14F4N204
Molecular Weight: 386,30

White powder (125 mg, 97% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.11 (s, 2H, NH), 7.83 (s, 2H, NH), 7.20 (td, / = 9.1, 5.3 Hz,
2H, H4), 7.04 (td, /= 9.1, 1.9 Hz, 2H, H5), 4.04 (t, ] = 6.5 Hz, 4H, O-CH:z), 1.74 (p, ] = 6.5 Hz,
4H, 0-CHz2-CH2), 1.57 - 1.39 (m, 4H, O-(CH2)2-CHz).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 161.4 (CONH2), 151.7 (dd, J = 240.8, 6.9 Hz, C6), 147.9
(dd, J = 248.2, 8.4 Hz, C2), 143.2 (dd, ] = 10.9, 3.0 Hz, C3), 116.6 (dd, ] = 25.0, 20.5 Hz, C1),
115.4 (dd, J = 9.4, 2.1 Hz, C4), 110.9 (dd, J = 22.7, 3.9 Hz, C5), 69.3 (0-CHz), 28.5 (0-CHz-
CH2), 25.1 (0O-(CH2)2-CHz2).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C20H21F4N204 [M+H]* 429.1432, found 429.1422.

3.3'-(Octane-1,8-diylbis(oxy))bis(2.6-diflucrobenzamide) (XI.c)

O NH, O NH,
F F F F
o ™0

Chemical Formula: C47H14F4N>O4
Molecular Weight: 386,30

White powder (134 mg, 98% yield).
1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.09 (s, 2H, NH), 7.81 (s, 2H, NH), 7.20 (td, J = 9.3, 5.3 Hz,

2H, H4), 7.04 (td, ] = 8.9, 1.9 Hz, 2H, H5), 4.03 (t, ] = 6.4 Hz, 4H, 0-CH>), 1.71 (p, ] = 6.9, 6.1
Hz, 4H 0-CH2-CHz), 1.50 - 1.29 (m, 8H, 0-(CH2)2-(CHz)z).
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13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 161.4 (CONHz), 151.7 (dd, J = 240.7, 6.7 Hz, C6), 147.9
(dd, J = 248.2, 8.5 Hz, C2), 143.2 (dd, ] = 10.8, 3.1 Hz, C3), 116.6 (dd, ] = 25.1, 20.6 Hz, C1),
115.3 (dd, J = 9.4, 2.5 Hz, C4), 110.9 (dd, ] = 22.8, 3.9 Hz, C5), 69.4 (0-CH>), 28.7 (0-CHz-
CHz), 28.6 (0-(CHz2)2-CHz), 25.3 (0-(CHz2)3-CH>).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C22H25F4N204 [M+H]* 457.1745, found 457.1748.

3.3"-(((Ethane-1,2-diylbis(oxy))bis(ethane-2,1-diyl))bis(oxy])bis(2,6-
difluorobenzamide) (X1.d)

O _NH,
F F
O/\/O\/\O/\/O
F F
H,NT Y0

Chemical Formula: CygHogF4N>Og
Molecular Weight: 460,38

To a solution of 1,2-bis(2-chloroethoxy)ethane (0.30 mmol, 1.0 eq.) in DMF (3 mL) were
added 2,6-difluoro-3-hydroxybenzamide (0.75 mmol, 2.5 eq.) and K2COs (0.75 mmol, 2.5
eq.). The mixture was stirred at 150 °C for 2 h then 100 °C for 16 h. The solvent was then
evaporated and the residue retaken in water, extracted with EtOAc, dried over Na2SO4
and concentrated under vacuum. The residue was then purified by chromatography
(eluent: EtOAc/pentane 9:1).

White powder (27 mg, 20% yield).

1H NMR (500 MHz, Acetone-ds) 6 7.45 (s, 2H, NH), 7.20 (dd, J = 9.3, 5.2 Hz, 2H, H4), 7.17
(s, 2H, NH), 6.94 (td, ] = 9.0, 2.1 Hz, 2H, H5), 4.23 - 4.18 (m, 4H, 0-CH), 3.86 - 3.81 (m,
4H, 0-CHz2-CHz2), 3.68 (s, 4H, 0-(CHz2)2-0-CHz).

13C NMR (126 MHz, Acetone-ds) § 161.4 (CONH2), 152.7 (dd, ] = 242.2, 6.6 Hz, C6), 149.0
(dd, J = 249.9, 8.2 Hz, C2), 143.7 (dd, J = 11.1, 3.4 Hz, C3), 116.4 (dd, ] = 24.2, 20.1 Hz, C1),
116.1 (dd, J = 9.4, 2.9 Hz, C4), 110.6 (dd, ] = 23.2, 4.2 Hz, C5), 70.6 (CHz), 69.7 (CHz), 69.4
(CH2).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C20H21F4N20s [M+H]* 461.1330, found 461.1332.
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2.7. Procedures for esters from series XII

2.7.1. Hexyl 2-chloroacetate (41a)

o)
C'\)J\O/\/\/\

Chemical Formula: CgH45CIO,
Molecular Weight: 178,66

To a solution of 1-hexanol (1.0 mmol, 1.0 eq.) and triethylamine (1.2 mmol, 1.2 eq.) in
DCM (3 mL) at was added dropwise chloroacetyl chloride (1.2 mmol, 1.2 eq.). The
mixture was stirred at room temperature for 1 h 30. The solvent was then evaporated
and the residue retaken in Et20, washed with saturated NaHCO3 solution, dried over
Na2S04 and concentrated under vacuum.

Orange oil (160 mg, 90% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 4.17 (t, ] = 6.7 Hz, 2H, O-CHz), 4.04 (s, 2H, Cl-CH>),
1.75 - 1.57 (m, 2H, 0-CH2-CHz), 1.41 - 1.22 (m, 6H, CH3-(CHz)3), 0.93 - 0.81 (m, 3H, CH3).

13C NMR (75 MHz, Chloroform-d) & 167.5 (CO), 66.5 (Cl-CHz), 41.0 (C1), 31.4 (C2), 28.5
(C3), 25.1 (C4), 22.6 (C5), 14.0 (C6).

MS (ESI) m/z = 201.1 [M+Na]*.

2.7.2. Hexyl 2-(3-carbamoyl-2,4-difluorophenoxy)acetate (XIL.a)

Os_NH,

F F
OWOWV
(0]

Chemical Formula: C45H49F>2NOy4
Molecular Weight: 315,32

To a solution of hexyl 2-chloroacetate (0.36 mmol, 1.0 eq.) in DMF (3 mL) were added
2,6-difluoro-3-hydroxybenzamide (0.40 mmol, 1.1 eq.) and K2CO3 (0.73 mmol, 2.0 eq.).
The mixture was stirred at 35 °C for 16 h. The solvent was then evaporated and the
residue retaken in water, extracted with EtOAc, dried over Na2S04 and concentrated
under vacuum. The residue was then purified by chromatography (eluent:
pentane/EtOAc 2:1) to give desired product as a white powder (71 mg, 63% yield).

1H NMR (400 MHz, Acetone-ds) & 7.47 (s, 1H, NH), 7.19 (s, 1H, NH), 7.16 (td, / = 9.3, 5.1
Hz, 1H, H4), 6.95 (td, ] = 9.0, 2.1 Hz, 1H, H5), 4.83 (s, 2H, CO-CHz), 4.17 (t, ] = 6.6 Hz, 2H,
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0-CHz), 1.71 - 1.57 (m, 2H, 0-CH2-CHz), 1.40 - 1.24 (m, 6H, CHs-(CHz)3), 0.89 (m, 3H,
CH3).

13C NMR (101 MHz, Acetone-ds) § 169.1 (CO0), 162.1 (CONHz), 154.0 (dd, ] = 242.9, 6.6
Hz, C6), 149.8 (dd, J = 250.6, 8.3 Hz, C2), 143.7 (dd, J = 11.0, 3.6 Hz, C3), 117.5 (dd, ] =
24.2,19.8 Hz, C1), 116.9 (dd, J = 9.5, 2.6 Hz, C4), 111.4 (dd, ] = 23.4, 3.9 Hz, C5), 67.0 (CO-
CHz), 65.7 (C1"), 32.1 (C2"), 29.3 (C3"), 26.2 (C4"), 23.2 (C5), 14.2 (C6").

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C1sH20F2NO4 [M+H]* 316.1355, found 316.1347.

2.7.3. General procedure for alkane- a,w- diyl bis(2-chloroacetates)

O o
N NN N

To a solution of a,w-alkanediol (1.0 mmol, 1.0 eq.) and triethylamine (4.0 mmol, 4.0 eq.)
in DCM (3 mL) at was added dropwise chloroacetyl chloride (4.0 mmol, 4.0 eq.). The
mixture was stirred at room temperature for 1 h 30. The solvent was then evaporated
and the residue retaken in Et20, washed with saturated NaHCO3 solution, dried over
Na2S04 and concentrated under vacuum.

Hexane-1,6-divl bis(2-chloroacetate) (42a)

mjl\owoj\/cn

Chemical Formula: C;H(Cl,04
Molecular Weight: 229,05

Orange oil (237 mg, 87% yield).

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) & 4.16 (t, ] = 6.6 Hz, 4H, 0-CHz), 4.03 (s, 4H, Cl-CHz),
1.75 - 1.58 (m, 4H, 0-CH2-CHz), 1.46 - 1.33 (m, 4H, O-(CHz2)2-CH>).

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) § 167.5 (CO), 66.1 (Cl-CHz), 41.0 (O-CHz), 28.3 (O-
CHz-CHz), 25.4 (0-(CHz)2-CH2).

MS (ESI) m/z = 271.1 [M+H]*, 298.1 [M+Na]*.
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Octane-1,8-diyl bis(2-chloroacetate) (42b)

CI\)OJ\O/\M;\O)?\/CI

Chemical Formula: C7H(Cl,04
Molecular Weight: 229,05

Orange oil (244 mg, 81% yield).

1H NMR (400 MHz, Chloroform-d) 6 4.14 (t, ] = 6.7 Hz, 4H, 0-CHz2), 4.02 (s, 4H Cl-CHz2),
1.67 - 1.55 (m, 4H, 0-CH2-CH2), 1.35 - 1.26 (m, 8H, 0-(CHz2)2-(CH2)2).

13C NMR (101 MHz, Chloroform-d) & 167.4 (CO), 66.3 (Cl-CHz), 41.0 (O-CHz), 29.0 (O-
CH2-CH2), 28.4 (0-(CH2)2-CH2), 25.6 (O-(CH2)3-CH2).

MS (ESI) m/z = 299.1 [M+H]*, 321.1 [M+Na]*.

(Ethane-1,2-divibis(oxy))bis(ethane-2,1-diyl) bis(2-chloroacetate) (42c)

O
Cl\)ko/\/o\/\o/\/ojw/\cn
O

Chemical Formula: C4gH1gCl,0¢
Molecular Weight: 303,13

Triethyleneglycol was used as diol.
Orange oil (263 mg, 87% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 4.39 - 4.28 (m, 4H, 0-CHz), 4.10 (s, 4H, CI-CH>), 3.78
~3.71 (m, 4H, 0-CH2-CH>), 3.66 (s, 4H, 0-(CHz2)2-0-CHz).

[Spectrum in accordance with Guo et al. 2014346]

2.7.4. General procedure for alkane-o,w-divl bis(2-(3-carbamoyl-2,4-
difluorophenoxy)acetates)

Os__NH, Oy NH>

F F F F

O/ﬁgov R vojo(\o
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To a solution of alkane-a,w-diyl bis(2-chloroacetate) (0.36 mmol, 1.0 eq.) in DMF (3 mL)
were added 2,6-difluoro-3-hydroxybenzamide (0.75 mmol, 2.2 eq.) and K2C€03 (0.75
mmol, 2.2 eq.). The mixture was stirred at 35°C for 16 h. The solvent was then
evaporated and the residue retaken in saturated Na2COs3 solution, filtered and dried by
suction.

Hexane-1,6-diyl bis(2-(3-carbamoyl-2,4-difluorophenoxy)acetate) (XILb)

O«__NH, O<__NH,

F F F F
O/\[(OWO\[(\ 0
) @)

Chemical Formula: Cz1H18F4N208
Molecular Weight: 502,37

Brown powder (127 mg, 63% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.14 (s, 2H, NH), 7.85 (s, 2H, NH), 7.16 (td, ] = 9.3, 5.2 Hz,
2H, H4), 7.04 (td, ] = 8.9, 1.8 Hz, 2H, H5), 4.90 (s, 4H, CO-CHz), 4.11 (t, ] = 6.5 Hz, 4H, O-
CHz), 1.57 (p,] = 6.4 Hz, 4H, 0-CH2-CHz), 1.33 - 1.25 (m, 4H, O-(CHz2)2-CHz).

I3CNMR (101 MHz, DMSO0-ds) 6 168.4 (CO0), 161.3 (CONH2), 152.2 (dd, ] = 241.5, 6.8 Hz,
C6), 147.8 (dd, J = 248.9, 8.4 Hz, C2), 142.2 (dd, J = 10.8, 3.2 Hz, C3), 116.7 (dd, J = 25.0,
20.4 Hz, C1),115.4 (dd, J = 8.9, 1.6 Hz, C4), 110.8 (dd, J = 23.1, 4.0 Hz, C5), 65.7 (CO-CH>),
64.6 (0-CHz), 27.9 (0-CH2-CHz), 24.9 (0-(CH2)2-CHz).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C24H25F4N20s [M+H]* 545.1542, found 545.1533.

Octane-1,8-diyl bis(2-(3-carbamovyl-2,4-difluorophenoxy)acetate) (XIL.c)

OxNH, Ox_NH,

F F F F
O O
oY ~% o
O O
Chemical Formula: C51H4gF4N5Og

Molecular Weight: 502,37

Brown powder (169 mg, 82% yield).
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1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.14 (s, 2H, NH), 7.84 (s, 2H, NH), 7.16 (td, ] = 9.3, 5.2 Hz,
2H, H4), 7.04 (td, ] = 8.9, 1.8 Hz, 2H, H5), 4.90 (s, 4H, CO-CHz), 4.11 (t, ] = 6.6 Hz, 4H, O-
CHz), 1.68 - 1.48 (m, 4H, 0-CH2-CHz), 1.25 (m, 8H, O-(CHz)2-(CHz)2).

13C NMR (101 MHz, DMSO-de) § 168.4 (CO0), 161.2 (CONH2), 152.2 (dd, ] = 241.6, 6.7 Hz,
C6), 147.8 (dd, ] = 249.0, 8.4 Hz, C2), 142.2 (dd, J = 10.8, 3.3 Hz, C3), 116.7 (dd, ] = 25.0,
20.5 Hz, C1), 115.4 (dd, J = 9.2, 1.8 Hz, C4), 110.8 (dd, ] = 23.1, 3.9 Hz, C5), 65.7 (CO-CHz),
64.7 (0-CHz), 28.5 (0-CHz-CHz), 28.0 (0-(CHz)2-CHz), 25.2 (0-(CHz)3-CHz).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C26H29F4N20s [M+H]* 573.1855, found 573.1844.

(Ethane-1,2-diylbis(oxy))bis(ethane-2,1-diyl) bis(2-(3-carbamoyl-2,4-difluorophenoxy)
acetate) (XIL.d)

H,N__O

F F
O
O/\WO\/\O/\/O\/\OJ\/O
(0]
F F

H,N" Y0

Chemical Formula: Cz4H24F4N2010
Molecular Weight: 576,45

To a solution of (ethane-1,2-diylbis(oxy))bis(ethane-2,1-diyl) bis(2-chloroacetate) (0.37
mmol, 1.0 eq.) in DMF (3 mL) were added 2,6-difluoro-3-hydroxybenzamide (0.81
mmol, 2.2 eq.) and K2€03 (0.81 mmol, 2.2 eq.). The mixture was stirred at 35 °C for 16 h.
The solvent was then evaporated and the residue retaken in EtOAc, washed with H:z0,
dried over Na2SO04 and concentrated under vacuum. The residue was then purified by
chromatography (eluent: EtOAc/pentane 9:1) to give desired product as a white powder
(111 mg, 52% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) § 7.52 (s, 2H, NH), 7.25 (s, 2H, NH), 7.17 (td, ] = 9.3, 5.1
Hz, 2H, H4), 6.95 (td, ] = 9.0, 2.0 Hz, 2H, H5), 4.85 (s, 4H, CO-CHz), 4.37 - 4.25 (m, 4H, O-
CH2), 3.77 - 3.65 (m, 4H, 0-CH2-CHz), 3.60 (s, 4H, 0-(CHz2)2-0-CHz).

13C NMR (101 MHz, Acetone-ds) § 169.1 (CO0), 162.1 (CONH2), 154.0 (dd, ] = 242.9, 6.4
Hz, C6), 149.8 (dd, J = 250.5, 8.1 Hz, C2), 143.7 (dd, J = 11.1, 3.5 Hz, C3), 117.5 (dd, J =
24.4,20.1 Hz, C1),117.1 (dd, ] = 9.5, 2.6 Hz, C4), 111.5 (dd, ] = 23.5, 4.1 Hz, C5), 71.1 (CO-
CH:), 69.5 (0-CHz), 67.1 (0-CH2-CHz), 65.0 (0-(CHz)2-0-CHz).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C24H25F4N2010 [M+H]* 577.1440, found 577.1435.
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2.8. Procedures for amides from series XIII

2.8.1. 2-Chloro-N-hexylacetamide (41b)

(0]
/\/\/\N)K/Cl

Chemical Formula: CgHgCINO
Molecular Weight: 177,67

To a solution of hexylamine (1.15 mmol, 1.0 eq.) and triethylamine (1.65 mmol, 1.1 eq.)
in DCM (2 mL) at 0 °C was added dropwise chloroacetyl chloride (1.65 mmol, 1.1 eq.).
The mixture was stirred at room temperature for 1 h 30, then washed with H20, dried
over Na2S04 and concentrated under vacuum.

Orange powder (204 mg, quantitative yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 6.56 (s, 1H, NH), 4.05 (s, 2H, Cl-CHz), 3.30 (g, ] = 6.6
Hz, 2H, NH-CHz), 1.56 — 1.49 (m, 2H, NH-CH2-CHz), 1.40 - 1.23 (m, 6H, CH3-(CHz)3), 0.89
(t,] = 6.7 Hz, 3H, CHs).

[Spectrum in accordance with Huigens et al. 2010347]

2.8.2. 2,6-Difluoro-3-(2-(hexylamino)-2-oxoethoxy)benzamide (XIIL.a)

OsNH;
F F
N
~ N
oY
o

Chemical Formula: C45H59F>:N50O5
Molecular Weight: 314,33

To a solution of 2-chloro-N-hexylacetamide (0.56 mmol, 1.0 eq.) in DMF (2 mL) were
added 2,6-difluoro-3-hydroxybenzamide (0.62 mmol, 1.1 eq.) and K2CO3 (1.13 mmol, 1.1
eq.). The mixture was stirred at 35 °C for 16 h. The solvent was then evaporated and the
residue retaken in EtOAc, washed with H20, dried over Na2S04 and concentrated under
vacuum. The residue was then purified by chromatography (eluent: EtOAc/pentane 3:1)
to give desired product as a white powder (104 mg, 59% yield).

IH NMR (400 MHz, Acetone-ds) § 7.50 (s, 2H, NH), 7.25 (s, 1H, NH), 7.18 (td, ] = 9.2, 5.1
Hz, 1H, H4), 6.98 (td, ] = 8.9, 2.1 Hz, 1H, H5), 4.54 (s, 2H, 0-CHz), 3.27 (q, ] = 6.6 Hz, 2H,
NH-CH2), 1.59 - 1.43 (m, 2H, NH-CH2-CHz), 1.37 - 1.22 (m, 6H, CH3-(CH:)3), 0.87 (t,] = 6.8
Hz, 3H, CH3).
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13C NMR (101 MHz, Acetone-ds) § 167.8 (CONH), 162.2 (CONHz), 154.1 (dd, ] = 243.1, 6.4
Hz, C6), 149.8 (dd, J = 250.5, 8.3 Hz, C2), 143.6 (dd, ] = 11.1, 3.6 Hz, C3), 117.5 (dd, ] =
25.0,19.4 Hz, C1), 117.2 (dd, ] = 9.5, 2.3 Hz, C4), 111.7 (dd, ] = 23.5, 3.9 Hz, C5), 69.8 (CO-
CHz),39.5 (C1"),32.2 (C2"), 30.3 (C3"), 27.2 (C4), 23.2 (C5), 14.3 (C6").

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C1sH21F2N203 [M+H]* 315.1515, found 315.1520.

2.8.3. N,N'-(hexane-1,6-diyl)bis(2-bromoacetamide) (44)

@)
H
N~~~ B
Br/\[f ”)K/ r
o
Chemical Formula: C4gHgBroN,O5
Molecular Weight: 358,07

To a solution of 1,6-hexanediamine (2.0 mmol, 1.0 eq.) and K2C03 (6.0 mmol, 3.0 eq.) in
CHCI3 (2.5 mL) and H20 (1.5 mL) at 0 °C was added dropwise bromoacetyl bromide
(6.0 mmol, 3 eq.). The mixture was stirred at room temperature for 24 h, then diluted
with H20, extracted with CHCl3, dried over Na2S0Os and concentrated under vacuum.
White powder (543 mg, 76% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 6.53 (s, 2H, NH), 3.88 (s, 4H, Br-CHz), 3.29 (q, ] = 6.7
Hz, 4H, NH-CHz), 1.67 - 1.46 (m, 4H, NH-CH2-CHz), 1.45 - 1.26 (m, 4H, NH-(CHz)2-CHz).

[Spectrum in accordance with Hoque et al. 2015211]

2.8.4. 3,3'-(((Hexane-1,6-divlbis(azanediyl))bis(2-oxoethane-2,1-
div]))bis(oxy))bis(2,6-difluorobenzamide) (XILb)

Os__NH, O+__NH,
F F F F

H H
o/\fo(N\*\&/Njoﬁo

Chemical Formula: CZ4H26F4N4O6
Molecular Weight: 542,49

To a solution of N,N'-(hexane-1,6-diyl)bis(2-bromoacetamide) (0.30 mmol, 1.0 eq.) in
DMF (3 mL) were added 2,6-difluoro-3-hydroxybenzamide (0.75 mmol, 2.5 eq.) and
K2CO3 (0.75 mmol, 2.5 eq.). The mixture was stirred at 35 °C for 16 h. The solvent was
then evaporated and the residue retaken in saturated Na2COs3 solution, filtered and dried
by suction to give desired product as a white powder (136 mg, 83%).
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1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 8.14 (s, 2H, NH), 8.08 (t, ] = 5.7 Hz, 2H, NH), 7.85 (s, 2H,
NH), 7.18 - 7.00 (m, 4H, H’ + H5), 4.56 (s, 4H, CO-CHz), 3.10 (q, ] = 6.6 Hz, 4H, NH-CHz),
1.45 - 1.33 (m, 4H, NH-CH2-CHz), 1.32 - 1.11 (m, 4H, NH-(CHz)2-CHz).

13C NMR (75 MHz, DMSO-ds) § 167.4 (CONH), 161.8 (CONHz), 152.6 (dd, J = 241.3, 6.4
Hz, C6), 148.4 (dd, ] = 248.9, 8.8 Hz, C2), 143.0 (dd, J = 11.1, 3.1 Hz, C3), 117.1 (dd, ] =
24.9,20.6 Hz, C1),116.2 (d, ] = 9.6 Hz, C4), 111.3 (dd, ] = 23.0, 3.9 Hz, C5), 68.8 (CO-CHz),
38.7 (NH-CHz), 29.4 (NH-CH2-CHz), 26.4 (NH-(CHz)2-CHz).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C24H27F4N4Oe¢ [M+H]* 543.1861, found 543.1858.

3. Part1 - Chapter 4

3.1. Procedures for biphenyls from series XIV

3.1.1. 2-Amino-4,6-dimethylnicotinamide (45c)

Chemical Formula: CgH44N35O
Molecular Weight: 165,20

To a solution of malonamidine hydrochloride (5.0 mmol, 1.0 eq.) and KOH (6.0 mmol,
1.2 eq.) in MeOH (35 mL) was added acetylacetone (5.0 mmol, 1.0 eq.). The solution was
stirred at room temperature for 24 h then concentrated under vacuum. The residue was
then purified by chromatography (eluent: EtOAc/MeOH 95:5) to give desired product as
a white powder (385 mg, 47% yield).

IH NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 6.37 (s, 1H, H5), 6.02 (s, 1H, NH), 5.78 (s, 1H, NH),
5.23 (s, 2H, NH2), 2.35 (s, 3H, CHs), 2.32 (s, 3H, CH3).

[Spectrum in accordance with Lakshmi Narayana et al. 2009348]
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3.1.2. General procedure for 2-([1,1'-biphenyl]-4-ylamino)benzamides

R O
= | NH,
NS

R” X7 ONH

To a solution of amino derivative (1.0 mmol, 1.0 eq.) in MeOH (20 mL) was added
biphenyl boronic acid (1.5 mmol, 1.5 eq.), CuCl (0.15 mmol, 15 mol%) and triethylamine
(0.50 mmol, 0.5 eq.). The solution was stirred at room temperature for 24 h, filtered and
the filtrate was concentrated under vacuum. The residue was then purified by
chromatography.

2-([1,1'-biphenyl]-4-ylamino)benzamide (XIV.a)

@J\NHz
NH

Chemical Formula: C4gH45N>O
Molecular Weight: 288,35

Chromatography eluent: pentane/EtOAc 3:1.

Yellow powder (155 mg, 54% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 7.64 - 7.53 (m, 4H, Har + NH), 7.49 (dd, / = 8.0, 1.4
Hz, 1H, H6), 7.47 - 7.39 (m, 3H, Har), 7.36 - 7.27 (m, 4H, Har), 6.79 (ddd, ] = 8.0, 7.0, 1.4
Hz, 1H, H5), 5.83 (s, 2H, NHz2).

13C NMR (75 MHz, Chloroform-d) § 172.0 (CONHz2), 146.3 (C2), 140.9 (C4"), 140.8 (C1"),
135.7 (C1"), 133.1 (C4), 128.9 (C3"), 128.5 (C6), 128.1 (C2”), 127.0 (C4"), 126.8 (C2"),
121.5 (C3"), 118.0 (C5), 116.4 (C1), 115.8 (C3).

MS (ESI) m/z = 289.1 [M+H]+, 311.1 [M+Na]+
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2-([1,1"-biphenyl]-4-ylamino)nicotinamide (XIV.b)

Chemical Formula: C1gH15N30
Molecular Weight: 289,34

Chromatography eluent: pentane/Et20 2:1.

Yellow powder (92 mg, 44% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 10.62 (s, 1H, NH), 8.37 (dd, J = 4.5, 1.1 Hz, 1H, H6),
7.80 - 7.72 (m, 3H, H4 + H3’), 7.64 - 7.53 (m, 4H, H2' + H2"), 7.46 - 7.38 (m, 2H, H3"),
7.35-7.27 (m, 1H, H4"), 6.72 (dd, /] = 7.7, 4.7 Hz, 1H, H5), 5.87 (s, 2H, NH2).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 170.06 (CONH2), 154.8 (C2), 150.9 (C6), 139.9 (C4"),
139.8 (C1"), 137.6 (C4), 133.2 (C1"), 128.9 (C3"), 126.9 (C2"), 126.7 (C4”), 126.1 (C2),
119.7 (€37, 113.5 (C5), 110.5 (C3).

MS (ESI) m/z = 290.1 [M+H]+

2-([1,1'-Biphenyl]-4-ylamino)-4,6-dimethylinicotinamide (XIV.c)

Chemical Formula: CyoH4gN3O
Molecular Weight: 317,39

Chromatography eluent: pentane/EtOAc 1:1.
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White powder. (43 mg, 14% yield). 1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.51 (s, 1H, NH),
7.75 - 7.51 (m, 6H, H3’ + H2' + H2"), 7.46 - 7.37 (m, 2H, H3"), 7.33 - 7.28 (m, 1H, H4"),
6.50 (s, 1H, H5), 5.89 (s, 1H, NH), 5.77 (s, 1H, NH), 2.44 (s, 3H, CHs), 2.42 (s, 3H, CH3).

13C NMR (75 MHz, Chloroform-d) § 170.4 (CONHz), 157.9 (C2), 152.9 (C6), 146.4 (C1"),
141.1 (C4"), 139.9 (C4’), 134.9 (C1’), 128.8 (C3”), 127.5 (C2”), 126.8 (C2), 126.8 (C4"),
120.0 (C3"), 116.7 (C5), 113.0 (C3), 24.2 (CHs), 21.0 (CHs).

MS (ESI) m/z = 318.1 [M+H]+

3.2. Procedures for furans from series XV

3.2.1. N-(2-(piperidin-1-yl)phenyl)furan-2-carboxamide (50)

/ \ O

(@)
Y
@
Chemical Formula: C1gH1gN>O>
Molecular Weight: 270,33

To a solution of 2-(piperidin-2-yl)aniline (1.1 mmol, 1.0 eq.) in DCM (5 mL) were added
triethylamine (1.4 mmol, 1.2 eq.) and dropwise furoyl chloride (1.1 mmol, 1.0 eq.). The
mixture was stirred at room temperature for two days, then washed with saturated
NaHCOs solution, dried over Na2S04 and concentrated under vacuum to give desired
product as a translucent oil (274 mg, 90 % yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9.50 (s, 1H, NH), 8.28 - 8.17 (m, 1H, H6’), 8.00 (dd, ] =
1.8, 0.8 Hz, 1H, H5), 7.31 - 7.22 (m, 2H, H3 + H3), 7.18 - 7.04 (m, 2H, H4’ + H5), 6.74
(dd, ] = 3.5, 1.7 Hz, 1H, H4), 2.80 (t, ] = 5.3 Hz, 4H, CH2-N), 1.73 (p, ] = 5.3 Hz, 4H, CHz-CHz-
N), 1.62 - 1.53 (m, 2H, CHz-(CHz2)2-N).

3.2.2. 5-Bromo-N-(2-(piperidin-1-yl)phenyl)furan-2-carboxamide (52)

/ \ o

Br (e}
HN\D
@
Chemical Formula: CgH47BrN,O,
Molecular Weight: 349,23
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To a solution of 5-bromofuroic acid (7.85 mmol, 1.0 eq.) in DCM (15 mL) at 0 °C were
added DMF (3 drops) and dropwise oxalyl chloride (9.4 mmol, 1.2 eq.). The mixture was
stirred at room temperature for 1 h and then concentrated under vacuum. To a solution
of 2-(1-piperidinyl)aniline (2.4 mmol, 1.0 eq.) and triethylamine (2.9 mmol, 1.2 eq.) in
DCM (5 mL) at 0 °C was added dropwise 5-bromofuroyl chloride (2.9 mmol, 1.2 eq.)
previously synthesized. The mixture was stirred at room temperature for 16 h.
Saturated solution of NaHCO3 was added to the mixture, and the product was extracted
with DCM, dried over Na:S0s4 and concentrated under vacuum. The residue was then
purified by chromatography (eluent: pentane/Et20 7:1). To give desired product as a
white powder (803 mg, 96 % yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 9.70 (s, 1H, NH), 8.44 (dd, ] = 8.0, 1.7 Hz, 1H, H6"),
7.21 - 7.04 (m, 4H, H3 + H3’ + H4’ + H5"), 6.50 (d, ] = 3.5 Hz, 1H, H4), 2.85 (t, ] = 5.5 Hz,
4H, CH2-N), 1.83 (p, ] = 5.5 Hz, 4H, CHz-CH2-N), 1.65 (m, 2H, CHz-(CHz2)2-N).

3.2.3. General procedure for 5-phenyl-N-(2-(piperidin-1-yl)phenyl)furan-2-
carboxamides

To a solution of 5-bromofuroic amide (0.57 mmol, 1.0 eq.), sodium carbonate (2.86
mmol, 5.0 eq.) and bis(triphenylphosphine)palladium(II) dichloride (0.017 mmol, 3 mol
%) in isopropanol (8 mL) and water (2.5 mL) was added substituted boronic acid (0.72
mmol, 1.25 eq.). The mixture was stirred at 80 °C for 4 h, then extracted with EtOAc,
washed with brine, dried over NazSO4 and concentrated under vacuum. The residue was
purified by chromatography (eluent: pentane/Et20 3:1).

5-(4-Chlorophenyl)-N-(2-(piperidin-1-yl)phenyl)furan-2-carboxamide (XV.a)

Cl HN\Q

Chemical Formula: C5,H»4CIN5O,
Molecular Weight: 380,87
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White powder (85 mg, 39% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 9.78 (s, 1H, NH), 8.26 (dd, J = 7.5, 2.1 Hz, 1H, H6’), 7.93
(dt,J = 8.7, 2.1 Hz, 2H, H2"), 7.60 (dt, ] = 8.7, 2.1 Hz, 2H, H3"), 7.39 (d, ] = 3.6 Hz, 1H, H3),
7.34 - 7.26 (m, 2H, H4 + H3"), 7.20 - 7.07 (m, 2H, H4' + H5"), 2.82 (t, ] = 5.4 Hz, 4H, CHz-
N), 1.77 (p, ] = 5.7 Hz, 4H, CHz-CH2-N), 1.65 - 1.56 (m, 2H, CHz-(CHz2)2-N).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 155.0 (CONH), 153.8 (C5), 147.1 (C2), 143.2 (C2’), 133.6
(C4™), 132.7 (C1"), 129.2 (C3”), 128.0 (C1”), 126.0 (C2”), 124.8 (C5"), 124.2 (C4’), 121.1
(C6), 119.0 (C3), 117.2 (C3"), 109.3 (C4), 53.3 (CHz-N), 26.6 (CHz-CH2-N), 23.5 (CHz-
(CHz2)2-N).

5-(4-Bromophenyl)-N-(2-(piperidin-1-yl)phenyl)furan-2-carboxamide (XV.b)

Br HN\Q

Chemical Formula: Cy5H54BrN>O»
Molecular Weight: 425,33

After the chromatography, the product was repurified by preparative TLC (eluent:
pentane/THF 8:1).

Yellow powder (29 mg, 16% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 9.87 (s, 1H, NH), 8.52 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H, H6’),
7.69 (d, ] = 8.6 Hz, 2H, H2"), 7.57 (d, ] = 8.6 Hz, 2H, H3"), 7.30 (d, ] = 3.6 Hz, 1H, H3), 7.24
— 7.14 (m, 2H, H4' + H5’), 7.10 (dd, ] = 7.6, 1.6 Hz, 1H, H3"), 6.81 (d, J = 3.6 Hz, 1H, H4),
2.88 (t, ] = 5.5 Hz, 4H, CHz-N), 1.85 (p, J = 5.5 Hz, 4H, CH2-CH2-N), 1.67 (m, 2H, CH:z-
(CH2)2-N).

MS (ESI) m/z = 425.1 [M+H] +
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5-(4-Fluorophenyl)-N-(2-(piperidin-1-yl)phenyl)furan-2-carboxamide (XV.c)

Chemical Formula: C55H51FN5O,
Molecular Weight: 364,42

Yellow powder (143 mg, 69% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 9.78 (s, 1H, NH), 8.27 (dd, ] = 7.7, 1.8 Hz, 1H, H6"), 7.99 -
7.91 (m, 2H, H2”), 7.42 - 7.35 (m, 3H, H3” + H3), 7.30 (dd, / = 7.5, 1.8 Hz, 1H, H3"), 7.21
(d,] = 3.6 Hz, 1H, H4), 7.20 - 7.08 (m, 2H, H4’ + H5"), 2.82 (t, ] = 5.5 Hz, 4H, CHz-N), 1.77
(p,J = 5.5 Hz, 4H, CH2-CH2-N), 1.67 - 1.56 (m, 2H, CHz-(CHz2)2-N).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8 162.4 (d, J = 247.1 Hz, C4”), 155.0 (CONH), 154.1 (C5),
146.8 (C2), 143.2 (C2"), 132.7 (C1"), 126.5 (d, ] = 8.6 Hz, C2”), 125.8 (d, ] = 3.2 Hz, C1”),

124.8 (C5'), 124.1 (C4), 121.1 (C6"), 118.9 (C3), 117.2 (C3"), 116.2 (d, ] = 22.2 Hz, C3"),
108.5 (C4), 53.2 (CHz-N), 26.6 (CH2-CH2-N), 23.4 (CHz-(CHz2)2-N).

5-(4-Nitrophenyl)-N-(2-(piperidin-1-yl)phenyl)furan-2-carboxamide (XV.d)

O,N HN\Q

Chemical Formula: C55H4N3Oy4
Molecular Weight: 391,43

Yellow powder (71 mg, 32% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 9.81 (s, 1H, NH), 8.36 (d, ] = 8.9 Hz, 1H, H3"), 8.26 - 8.19
(m, 1H, H6"), 8.15 (d, ] = 8.9 Hz, 1H, H2"), 7.55 (d, ] = 3.8 Hz, 1H, H3), 7.46 (d, ] = 3.8 Hz,
1H, H4), 7.35 - 7.27 (m, 1H, H3), 7.20 - 7.10 (m, 2H, H4' + H5"), 2.84 (t, ] = 5.3 Hz, 4H,
CHz-N), 1.77 (p, ] = 5.3 Hz, 4H, CHz-CH2-N), 1.65 - 1.56 (m, 2H, CHz-(CHz2)2-N).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de) § 154.8 (CONH), 152.6 (C5), 148.4 (C4”), 147.0 (C2),
143.6 (C2), 134.9 (C1”), 132.4 (C1"), 126.2 (C2"), 125.0 (C5"), 124.6 (C4), 124.5 (C3"),
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121.0 (C6), 119.6 (C3), 117.3 (C3), 112.4 (C4), 53.2 (CHz-N), 26.6 (CHz-CH2-N), 23.5
(CHz-(CHz2)2-N).

N-(2-(piperidin-1-yl)phenvl)-5-(4-(trifluoromethyl)phenyl)furan-2-carboxamide (XV.e)

FsC HN\Q

Chemical Formula: C,3H51F3N,0O,
Molecular Weight: 414,43

Yellow powder (96 mg, 41% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 9.80 (s, 1H, NH), 8.28 - 8.22 (m, 1H, H6"), 8.11 (d, ] = 8.2
Hz, 2H, H3”), 7.88 (d, ] = 8.2 Hz, 2H, H2"), 7.44 (d, ] = 3.7 Hz, 1H, H3), 7.43 (d, ] = 3.7 Hz,
1H, H4), 7.34 - 7.27 (m, 1H, H3"), 7.21 - 7.07 (m, 2H, H4' + H5"), 2.83 (t, ] = 5.5 Hz, 4H,
CHz-N), 1.78 (p, ] = 5.5 Hz, 4H, CH2-CH2-N), 1.67 - 1.54 (m, 2H, CH2-(CHz2)2-N).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 155.3 (CONH), 153.7 (C5), 148.2 (C2), 143.8 (C2"), 133.2
(C17),133.0 (C1"), 129.2 (q, ] = 32.2 Hz, C4”), 126.5 (q, ] = 3.4 Hz, C3”), 125.2 (C2"), 125.2
(C5"), 124.7 (C4"), 124.5 (q, ] = 272.2 Hz, CF3), 121.5 (C6’), 119.7 (C3), 117.6 (C3’), 111.3
(C4), 53.7 (CHz-N), 27.0 (CHz-CHz2-N), 23.9 (CHz-(CHz2)2-N).

5-Phenyl-N-(2-(piperidin-1-yl)phenyl)furan-2-carboxamide (XV.f)

Chemical Formula: Cy5H55N5,05
Molecular Weight: 346,43

Yellow powder (146 mg, 74% yield).
1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 9.83 (s, 1H, NH), 8.30 (dd, / = 7.7, 1.8 Hz, 1H, H6"), 7.95 -

7.90 (m, 2H, H2"), 7.56 - 7.48 (m, 2H, H3"), 7.47 - 7.39 (m, 1H, H4"), 7.38 (d, ] = 3.7 Hz,
1H, H3), 7.34 - 7.28 (m, 1H, H3"), 7.24 (d, ] = 3.7 Hz, 1H, H4), 7.21 - 7.08 (m, 2H, H4' +
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H5"), 2.83 (t,] = 5.5 Hz, 4H, CH2-N), 1.79 (p, ] = 5.5 Hz, 2H, CHz-CH2-N), 1.66 - 1.55 (m, 2H,
CH2-(CH2)2-N).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 8 154.93 (CONH), 154.85 (C5), 146.8 (C2), 143.0 (C2)),
132.8 (C1"), 129.1 (C1”), 129.0 (C4”), 129.0 (C3”), 124.9 (C5’), 124.2 (C2”), 124.0 (C4),
121.1 (C6’), 118.6 (C3), 117.1 (C3), 108.6 (C4), 53.3 (CHz-N), 26.5 (CHz-CH2-N), 23.5
(CHz-(CH2)2-N).

N-(2-(piperidin-1-yl)phenyl)-5-(pyridin-4-yl)furan-2-carboxamide (XV.q)

Chemical Formula: C54H51N305
Molecular Weight: 347,42

White powder (81 mg, 41%).

1H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 9.83 (s, 1H, NH), 8.71 (dd, ] = 4.5, 1.6 Hz, 2H, H3"), 8.30 -
8.19 (m, 1H, H6"), 7.84 (dd, J = 4.5, 1.6 Hz, 2H, H2”), 7.53 (d, ] = 3.7 Hz, 1H, H4), 7.44 (d, ]
= 3.7 Hz, 1H, H3), 7.35 - 7.25 (m, 1H, H3"), 7.22 - 7.07 (m, 2H, H4' + H5"), 2.83 (t, ] = 5.2
Hz, 4H, CHz-N), 1.78 (p, ] = 5.6 Hz, 4H, CHz-CH2-N), 1.66 - 1.55 (m, 2H, CHz-(CHz2)2-N).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 154.8 (CONH), 152.2 (C5), 150.5 (C3"), 148.2 (C2),
143.4 (C2"), 135.7 (C1”), 132.5 (C1’), 124.7 (C5"), 124.4 (C4"), 121.1 (C6), 119.3 (C3),
118.1 (C2”), 117.0 (C3"), 112.2 (C4), 53.2 (CH2-N), 26.6 (CH2-CH2-N), 23.5 (CHz-(CHz)2-
N).

3.3. Procedures for benzo[b]thiophenes from series XVI

3.3.1. Tert-butyl 2-(benzo|b]thiophene-2-carbonyl)hydrazine-1-carboxylate (54a)

0]
I
S HN—NHBoc

Chemical Formula: C14H4gN2>03S
Molecular Weight: 292,35

To a solution of benzothiophene-2-carboxylic acid (11 mmol, 1.1 eq.) and tert-butyl
carbazate (10 mmol, 1.0 eq.) in anhydrous DCM (40 mL) at 0 °C were added DMAP (1.3
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mmol, 0.13 eq.) and dropwise DCC (12 mmol, 1.2 eq.) dissolved in DCM (10 mL). The
mixture was then stirred at room temperature for 24 h, filtered on Celite® and washed
with DCM. The filtrate was then concentrated, and residue was purified by
chromatography (eluent: pentane/Et20, 1:1) to give desired product as a white powder
(533 mg, 68% yield).

1H NMR NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 8.77 (s, 1H, NH), 7.83 (s, 1H, H3), 7.75 (t, ] = 6.9
Hz, 2H, H4 + H7), 7.47-7.31 (m, 2H, H5 + H6), 6.82 (s, 1H, NHBoc), 1.50 (s, 9H, t-Bu).

13C NMR (75 MHz, Chloroform-d) § 162.5 (CONH), 156.4 (CO Boc), 141.3 (C7a), 139.0
(C3a), 135.4 (C2), 126.7 (C6), 126.6 (C5), 125.5 (C3), 124.9 (C4), 122.5 (C7), 82.4
(C Boc), 28.2 (CH3 Boc).

3.3.2. General procedure for N-acylhydrazones derivatives from series XVI

Step 1: To a solution of tert-butyl 2-(benzo[b]thiophene-2-carbonyl)hydrazine-1-
carboxylate (1.0 mmol, 1.0 eq.) in anhydrous DCM (3 mL) was added TFA (20.0 mmol,
20.0 eq.). The mixture was stirred at room temperature for 16 h, then co-evaporated
with toluene to produce a white solid, which was engaged as crude material in the next
step.

Step 2: The crude material was diluted in MeOH (10 mL) before the addition of the
corresponding substituted benzaldehyde (2 mmol, 2 eq.) at room temperature. Reflux
for 2 h was performed, and the final compound crystallized from the reaction mixture.
Then, the reaction mixture was cooled to 0 °C, and the solid was filtered off and washed
with cold MeOH.

(E)-N’-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-yImethylene)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide
(XV8La)

Chemical Formula: C47H15,N,03S
Molecular Weight: 324,35

Light-yellow solid (127 mg, 52% yield).
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1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 12.05 (s, 0.5H), 11.94 (s, 0.5H), 8.40 (d, J = 7.6 Hz, 1H),
8.23 (s, 0.5H), 8.16-7.97 (m, 2.5H), 7.69-7.37 (m, 2.5H), 7.32 (s, 0.5H), 7.28-7.18 (m,
1H), 7.03 (t, ] = 7.1 Hz, 1H), 6.13 (s, 1H), 6.11 (s, 1H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 161.9, 158.5, 149.7, 149.6, 148.5, 148.4, 145.0, 143.5,
140.8, 139.5, 138.9, 137.7, 133.7, 132.3, 129.0, 128.8, 127.2, 127.0, 126.0, 125.8, 125.5,
125.2,124.2,124.0,123.3,123.1,109.1, 109.0, 106.0, 105.7, 102.1.
HRMS (ESI) m/z: calcd. for C17H13N203S [M+H]* 325.0641, found 325.0641.
(E)-N’-(4-(Dimethylamino)benzylidene)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide (XVI.b)
(0]
I
S HN—N /
¢ : >—N
\

Chemical Formula: C1gH17N30S
Molecular Weight: 323,41

Yellow solid (99 mg, 45% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 11.85 (s, 0.5H), 11.78 (s, 0.5H), 8.40 (s, 0.5H), 8.32 (s,
0.5H), 8.20 (s, 0.5H), 8.13-7.94 (m, 2.5H), 7.68 (d, ] = 8.7 Hz, 1H), 7.57 (d, ] = 8.7 Hz, 1H),
7.52-7.41 (m, 2H), 6.82 (d, ] = 8.7 Hz, 1H), 6.77 (d, ] = 8.7 Hz, 1H), 3.00 (s, 3H), 2.99 (s,
3H).

MS (ESI) m/z = 324.1 [M+H]*, 346.1 [M+Na]*.

(E)-N’-(Pyridin-2-ylmethylene)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide (XVI.c)

(0]
I
S — —
HN N\ N

\_/

Chemical Formula: C45H41N3OS
Molecular Weight: 281,33

Intermediate 54a was deprotected under the reported acidic conditions (TFA) to
produce, after an aqueous workup with NaHCOs3 and extractions with EtOAc, a white
solid, which was directly engaged in the presence of 2-pyridinecarboxaldehyde in MeOH
(20 mL). After 2 h reflux, the reaction mixture was concentrated in vacuo to give a
brown viscous oil, which was purified by recrystallization in EtOAc to give desired
product as white powder (292 mg, 32% yield).
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1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 12.34 (s, 1H, 0.5H), 12.26 (s, 0.5H), 8.65 (d, / = 4.5 Hz,
1H), 8.49 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 8.29 (s, 0.5H), 8.23 (s, 1H), 8.16-7.85 (m, 3.5H), 7.61-7.37
(m, 3H).

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds) 6 162.3, 158.9, 153.5, 153.4, 150.1, 148.7, 145.6, 143.4,
140.9, 139.5, 138.4, 137.8, 137.6, 137.4, 133.5, 132.6, 127.3, 127.2, 126.6, 126.1, 126.0,
125.6,125.3,125.0,123.3,123.1, 120.8, 120.5.

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C1sH12N30S [M+H]* 282.0696, found 282.0682.

(E)-N’-(Pyridin-3-ylmethylene)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide (XVI.d)

(0]
I
S — —
HN N\ N

\_/

Chemical Formula: C15H41N3OS
Molecular Weight: 281,33

White powder (129 mg, 67% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 12.32 (s, 0.5H), 12.21 (s, 0.5H), 8.99 (s, 0.5H), 8.89 (s,
0.5H), 8.74-8.60 (m, 1H), 8.52 (s, 0.5H), 8.44 (s, 0.5H), 8.27 (s, 1H), 8.24-8.14 (m, 1H),
8.13-7.98 (m, 2H), 7.59-7.39 (m, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 161.9, 161.4, 158.4, 150.9, 150.7, 148.9, 145.4, 143.1,
142.1, 140.5, 140.4, 139.1, 138.1, 137.4, 137.1, 134.1, 133.6, 132.2, 130.1, 130.1, 126.9,
126.7,126.1,126.0, 125.7,125.6, 125.2, 124.9, 124.1, 122.9, 122.7.

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C1sH12N30S [M+H]* 282.0696, found 282.0694.
(E)-N’-(Pyridin-4-ylmethylene)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide (XVl.e)
(0]
I
S HN—N\ — Y
N\

Chemical Formula: C45H1{N3OS
Molecular Weight: 281,33

Crystallized very slowly in the reaction mixture after the reflux. The mixture was
concentrated and then engaged in recrystallization with MeOH and EtOAc to give
desired product as a light-yellow powder (92 mg, 30% yield).
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1H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 12.41 (s, 0.5H), 12.32 (s, 0.5H), 8.70 (s, 2H), 8.46 (s, 1H),
8.29 (s, 0.5H), 8.20-7.98 (m, 2.5H), 7.80 z(s, 1H), 7.71 (s, 1H), 7.58-7.43 (m, 2H).

MS (ESI) m/z = 282.0 [M+H]*, 304.0 [M+Na]*.

(E)-N’-(3-Hydroxybenzylidene)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide (XVLf)

Chemical Formula: C1gH42N2,05S
Molecular Weight: 296,34

Did not crystallize in the reaction mixture after the reflux. The mixture was concentrated
and then engaged in recrystallization with MeOH and EtOAc (8:2) to give desired
product as a light-brown powder (47 mg, 27% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 12.10 (s, 0.5H), 11.99 (s, 0.5H), 9.75 (s, 0.5H), 9.67 (s,
0.5H), 8.41 (d, J = 11.2 Hz, 1H), 8.25 (s, 0.5H), 8.14-7.95 (m, 2.5H), 7.57-7.44 (m, 2H),
7.38-7.21 (m, 2.5H), 7.14 (d, ] = 7.7 Hz, 0.5H), 6.88 (s, 1H).

MS (ESI) m/z = 297.1 [M+H]*, 319.0 [M+Na]*.
(E)-N’-(4-Hydroxybenzylidene)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide (XV1.g)
C4
S HN-N \ on

Chemical Formula: C4gH{2N505,S
Molecular Weight: 296,34

White powder (32 mg, 10% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 11.95 (s, 0.5H), 11.85 (s, 0.5H), 10.00 (s, 0.5H), 9.97 (s,
0.5H), 8.41 (s, 0.5H), 8.36 (s, 0.5H), 8.22 (s, 0.5H), 8.11-7.96 (m, 2.5H), 7.69 (d, ] = 8.3 Hz,
1H), 7.59 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.55-7.39 (m, 2H), 6.90 (d, ] = 8.3 Hz, 1H), 6.85 (d, ] = 8.3 Hz,
1H).

MS (ESI) m/z = 297.1 [M+H]*, 319.0 [M+Na]*.

269



Partie 3 - Données expérimentales

(E)-N’-(4-Hydroxy-3-methoxybenzylidene)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide

(XVLh)
o)
CO4, o
S HN—N\
OH

Chemical Formula: C17H14N203S
Molecular Weight: 326,37

White powder (141 mg, 41% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 11.97 (s, 0.5H), 11.93 (s, 0.5H), 9.62 (s, 0.5H), 9.60 (s,
0.5H), 8.42 (s, 0.5H), 8.36 (s, 0.5H), 8.22 (s, 0.5H), 8.10-7.96 (m, 2.5H), 7.58-7.41 (m,
2.5H), 7.33 (s, 0.5H), 7.20 (d, ] = 8.2 Hz, 0.5H), 7.13 (d, J = 8.2 Hz, 0.5H), 6.87 (t,] = 7.2 Hz,
1H), 3.92 (s, 1.5H), 3.84 (s, 1.5H).

MS (ESI) m/z = 327.1 [M+H]*, 349.0 [M+Na]*.
(E)-N’-(4-Chlorobenzylidene)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide (XVLi)
O
(I
S HN—N

Chemical Formula: C45H1CIN,OS
Molecular Weight: 314,79

White solid (216 mg, 62% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 12.22 (s, 0.5H), 12.10 (s, 0.5H), 8.44 (d, ] = 11.4 Hz, 1H),

8.26 (s, 0.5H), 8.16 (s, 0.5H), 8.10-7.97 (m, 2H), 7.88 (d, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.79 (d, ] = 8.0
Hz, 1H), 7.63-7.39 (m, 4H).

MS (ESI) m/z = 315.0 [M+H]*, 337.0 [M+Na]*.
(E)-N’-(4-Fluorobenzylidene)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide (XVLj)
O
I
S HN—N
H >—F

Chemical Formula: C4gH1FN,OS
Molecular Weight: 298,34
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White solid (173 mg, 44% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-de) 6 12.17 (s, 0.5H), 12.06 (s, 0.5H), 8.45 (d, J = 14.0 Hz, 1H),
8.25 (s, 0.5H), 8.17 (s, 0.5H), 8.13-7.99 (m, 2H), 7.92 (t,] = 6.8 Hz, 1H), 7.83 (t, ] = 6.8 Hz,
1H), 7.56-7.42 (m, 2H), 7.40-7.27 (m, 2H).

MS (ESI) m/z = 299.1 [M+H]*, 321.0 [M+Na]*.

(E)-N"-(3-Nitrobenzylidene)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide (XVLk)

Chemical Formula: C1gH44N303S
Molecular Weight: 325,34

Yellowish solid (111 mg, 36% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 12.41 (s, 0.5H), 12.30 (s, 0.5H), 8.68 (s, 0.5H), 8.58 (s,
1H), 8.44 (s, 0.5H), 8.36-8.16 (m, 3H), 8.05 (s, 2H), 7.87-7.68 (m, 1H), 7.58-7.41 (m, 2H).

MS (ESI) m/z = 326.1 [M+H]*, 348.0 [M+Na]*.
(E)-N"-(4-Nitrobenzylidene)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide (XVLI)
O
I
S HN—N

Chemical Formula: C4gH{1N303S
Molecular Weight: 325,34

Yellowish solid (110 mg, 30% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-de) & 12.43 (s, 0.5H), 12.35 (s, 0.5H), 8.56 (s, 0.5H), 8.44 (s,
0.5H), 8.33 (d, ] = 8.4 Hz, 3H), 8.18-7.94 (m, 4H), 7.59-7.39 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 162.0, 158.5, 147.9, 145.5, 142.4, 140.4, 139.0, 137.9,
137.3,132.2,128.4,128.1,126.3, 125.6,125.2, 124.9,124.1, 122.9, 122.7.

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C16H10N303S [M-H]- 324.0448, found 324.0449.
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(E)-2-((2-(Benzo[b]thiophene-2-carbonyl)hydrazono)methyl)benzoic acid (XVI.m)
O
©f\>—/( HOOC
S HN—N\ >:

Chemical Formula: C47H{5N,03S
Molecular Weight: 324,35

White solid (88 mg, 45% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 13.40 (s, 1H), 12.37 (s, 0.5H), 12.18 (s, 0.5H), 9.23 (s,
0.5H), 8.94 (s, 0.5H), 8.42 (s, 0.5H), 8.32 (s, 0.5H), 8.28-7.97 (m, 3H), 7.93 (dd, J = 7.7, 1.4
Hz, 1H), 7.81-7.61 (m, 1H), 7.61-7.42 (m, 3H).

MS (ESI) m/z = 325.1 [M+H]*, 347.0 [M+Na]*.

(E)-3-((2-(Benzo[b]thiophene-2-carbonyl)hvdrazineylidene)methyl)benzoic acid

(XVLn)
0
©j\>—( COOH
" HN-N, :<

Chemical Formula: C47H15N5,03S
Molecular Weight: 324,35

White powder (188 mg, 85% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 12.29 (s, 0.5H), 12.16 (s, 0.5H), 8.52 (s, 0.5H), 8.49-8.30
(m, 1.5H), 8.32-7.91 (m, 5H), 7.71-7.57 (m, 1H), 7.57-7.41 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 167.0, 161.8, 161.4, 158.4, 147.2, 143.9, 143.0, 140.5,
139.1, 138.2, 137.4, 134.7, 132.0, 131.7, 131.5, 131.1, 130.8, 129.4, 128.5, 127.5, 126.9,
126.7,126.0,125.6, 125.2, 125.0, 122.9, 122.5.

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C17H13N203S [M+H]* 325.0641, found 325.0626.
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(E)-4-((2-(Benzo[b]thiophene-2-carbonyl)hydrazono)methyl)benzoic acid (XVI.0)

0
I
S' HN-N
\—4<:j>—CO0H

Chemical Formula: C47H4,N,03S
Molecular Weight: 324,35

White solid (92 mg, 39% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 13.14 (s, 1H), 12.30 (s, 0.5H), 12.19 (s, 0.5H), 8.53 (s,
0.5H), 8.44 (s, 0.5H), 8.28 (s, 0.5H), 8.23 (s, 0.5H), 8.13-7.81 (m, 6H), 7.57-7.40 (m, 2H).

MS (ESI) m/z = 325.1 [M+H]*, 347.0 [M+Na]*.

3.4. Procedures for benzo[b]thiophenes from series XVII

3.4.1. General procedure for ethyl 6-halogenobenzo[b]thiophene-2-carboxylates

J[::[ﬁ>—cooa
X S

To a solution of 4-halogeno-2-fluorobenzaldehyde (14.9 mmol, 1.0 eq.) and
triethylamine (45 mmol, 3.0 eq.) in anhydrous DMSO (20 mL) was added ethyl
thioglycolate (16.5 mmol, 1.1 eq.). The mixture was stirred at 80 °C for 2 h and at room
temperature for 16 h, then poured into 800 mL of ice/water and stirred vigorously. After
1 h of digestion, the formed solid was filtered, washed with water, and dried by suction.

Ethyl 6-chlorobenzo[b]thiophene-2-carboxylate (56a)

/Ji::[j§>—COOEt
Cl S

Chemical Formula: C41HgCIO,S
Molecular Weight: 240,70

Yellow crystals (3.446 g, 96% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO0-ds) & 8.25 (d, ] = 2.0 Hz, 1H, H7), 8.21 (s, 1H, H3), 8.04 (d, J =
8.6 Hz, 1H, H4), 7.52 (dd, ] = 8.6, 2.0 Hz, 1H, H5), 4.35 (q, / = 7.1 Hz, 2H, CH2), 1.33 (t, ] =
7.1 Hz, 3H, CH3).

[Spectrum in accordance with patent W02018/122232349]
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Ethyl 6-fluorobenzo[b]thiophene-2-carboxylate (56b)

mCOOEt
F s

Chemical Formula: C41HgFO5S
Molecular Weight: 224,25

No crystallisation occurred in water, and the residue was purified by chromatography

(eluent: pentane / Et20 10:1) to give desired product as a white powder (710 mg, 21%
yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.20 (s, 1H, H3), 8.07 (dd, / = 9.1, 5.4 Hz, 1H, H4), 7.99
(dd, ] = 9.1, 2.4 Hz, 1H, H7), 7.37 (td, ] = 9.1, 2.4 Hz, 1H, H5), 4.35 (q, ] = 7.1 Hz, 2H, CHz),
1.33 (t,J = 7.1 Hz, 3H, CH3).

[Spectrum in accordance with Cheng et al. 2011359]

3.4.2. General procedure for 6-halogenobenzo[b]thiophene carboxylic acids

mCOOH
X S

To a solution of ethyl 6-chlorobenzo[b]thiophene-2-carboxylate (14.1 mmol,
1.0 eq.) in EtOH (15 mL) was added a solution of NaOH 3N (28.2 mmol, 2.0 eq.). The
solution was stirred at room temperature for 16 h, concentrated under vacuum, diluted
with H20, acidified with HCl 1 N, extracted with EtOAc, dried over Na2SOs and
concentrated under vacuum.

6-Chlorobenzo[b]thiophene-2-carboxylic acid (53b)

mCOOH
Cl S

Chemical Formula: CgH5CIO,S
Molecular Weight: 212,65

White powder (2.616 g, 87% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 13.57 (bs, 1H, OH), 8.23 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H7), 8.12 (s,
1H, H3), 8.02 (d, ] = 8.6 Hz, 1H, H4), 7.50 (dd, ] = 8.6, 2.0 Hz, 1H, H5).
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13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8§ 163.5 (COOH), 142.6 (C7a), 137.6 (C3a), 135.8 (C6),
132.1 (C2), 129.9 (C3), 127.2 (C4), 125.8 (C5), 122.6 (C7).

6-Fluorobenzo[b]thiophene-2-carboxvlic acid (53c)

mCOOH
- S

Chemical Formula: CgHsFO,S
Molecular Weight: 196,20

Yellowish powder (294.9 mg, 75% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 13.46 (s, 1H, OH), 8.12 (d, ] = 0.8 Hz, 1H, H3), 8.05 (dd, ] =
9.0, 5.4 Hz, 1H, H4), 7.98 (dd, ] = 9.4, 2.6 Hz, 1H, H7), 7.35 (td, ] = 9.0, 2.6 Hz, 1H, H5).

[Spectrum in accordance with Cai et al. 2019351]

3.4.3. General procedure for tert-butyl 2-(6-halogenobenzo[b]thiophene-2-
carbonyl)hydrazine-1-carboxylates

)
0«
X S HN—NHBoc

See procedure for tert-butyl 2-(benzo[b]thiophene-2-carbonyl)hydrazine-1-carboxylate
(54a), paragraph 3.3.1.

Tert-butyl 2-(6-chlorobenzo[b]thiophene-2-carbonyl)hydrazine-1-carboxylate (54b)

O
A
Cl S HN—NHBoc

Chemical Formula: C44H15CIN,O3S
Molecular Weight: 326,80

White powder (1.435 g, 79% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.73 (s, 1H, NHCO), 7.75 (s, 1H, H7), 7.71 (s, 1H, H3),

7.67 (d, ] = 8.6 Hz, 1H, H4), 7.33 (dd, ] = 8.6, 1.9 Hz, 1H, H5), 6.72 (s, 1H, NHBoc), 1.51 (s,
9H, t-Bu).
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13C NMR (101 MHz, Acetone-ds) § 162.4 (CONH), 156.5 (CO Boc), 143.0 (C7a), 139.2
(C3a), 138.9 (C6), 133.0 (C2), 127.4 (C3), 126.6 (C4), 125.8 (C5), 123.0 (C7), 80.8
(CBoc), 28.4 (CH3 Boc).

Tert-butyl 2-(6-fluorobenzo[b]thiophene-2-carbonyl)hydrazine-1-carboxylate (54c)

0
/©f\>_<
F S  HN-—-NHBoc

Chemical Formula: C14H15FN>,03S
Molecular Weight: 310,34

White powder (305 mg, 42% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 8.74 (s, 1H, NHCO), 7.78 (s, 1H, H3), 7.71 (dd, J = 8.9, 5.1
Hz, 1H, H4), 7.41 (dd, J = 8.9, 1.6 Hz, 1H, H7), 7.12 (td, ] = 8.9, 2.4 Hz, 1H, H5), 6.74 (s, 1H,
NHBoc), 1.51 (s, 9H, t-Bu).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 162.2 (CONH), 160.5 (d, ] = 153.3 Hz, C6), 155.4 (CO
Boc), 141.5 (d, /= 10.8 Hz, C7a), 137.5 (d, J = 3.0 Hz, C3a), 135.9 (C2), 127.2 (d, ] = 9.4 Hz,
C4), 125.1 (C3), 114.3 (d, J = 24.4 Hz, C5), 109.0 (d, J = 26.2 Hz, C7), 79.5 (C Boc), 28.1
(CHs Boc).

3.4.4. General procedure for N-acylhydrazones derivatives from series XVII

See procedure for N-acylhydrazones derivatives from series XVI, paragraph 3.3.2.

(E)-N'-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-yImethylene)-6-chlorobenzo[b]thiophene-2-
carbohydrazide (XVILa)

JO O 0
cl S HN-N \,
\_<\ ;o

Chemical Formula: C47H44CIN5,O3S
Molecular Weight: 358,80

White powder (75 mg, 31% yield).
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1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 12.08 (s, 0.5H), 11.97 (s, 0.5H), 8.39 (d, J = 8.3 Hz, 1H),
8.33-7.97 (m, 3H), 7.48 (d, ] = 9.3 Hz, 1.5H), 7.31 (s, 0.5H), 7.23 (t, ] = 9.9 Hz, 1H), 7.10-
6.97 (m, 1H), 6.13 (s, 1H), 6.11 (s, 1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 161.2, 157.9, 149.3, 148.2, 144.9, 144.4, 141.6, 139.4,
137.9, 136.0, 134.2, 131.4, 128.5, 128.3, 127.0, 126.8, 125.8, 125.5, 125.1, 124.0, 123.7,
122.5,122.2,108.7,105.6, 105.3, 101.7.

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C17H12CIN203S [M+H]* 359.0252, found 359.0254.
(E)-6-Chloro-N'-(pyridin-2-ylmethylene)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide (XVILb)

@)
A
Cl S HN—N N=

\

\ 7/

Chemical Formula: C15H49CIN3OS
Molecular Weight: 315,78

Intermediate 54b was deprotected under the reported acidic conditions (TFA) to afford,
after an aqueous workup with NaHCOs3 and extractions with EtOAc, a white solid.

White powder (52 mg, 30% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-des) § 12.08 (s, 0.5H), 11.97 (s, 0.5H), 8.39 (d, J = 8.3 Hz, 1H),
8.33-7.97 (m, 3H), 7.48 (d, ] = 9.3 Hz, 1.5H), 7.31 (s, 0.5H), 7.23 (t, ] = 9.9 Hz, 1H), 7.10-
6.97 (m, 1H), 6.13 (s, 1H), 6.11 (s, 1H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de) 8 161.5, 158.2, 153.0, 152.8, 149.7, 148.5, 145.4, 144.3,
141.7, 138.9, 137.8, 137.1, 136.1, 134.0, 131.7, 127.2, 127.0, 125.9, 125.7, 125.6, 124.6,
122.5,122.2, 120.5, 120.2.

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C1sH11CIN30S [M+H]* 316.0306, found 316.0315.

(E)-N'-(Benzo[d][1,3]dioxol-5-yImethylene)-6-fluorobenzo[b]thiophene-2-
carbohydrazide (XVIl.c)

Chemical Formula: C47H41FN5,03S
Molecular Weight: 342,34
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White powder (44 mg, 40% yield).
IH NMR (300 MHz, DMSO0-ds) 6 12.05 (s, 0.5H), 11.93 (s, 0.5H), 8.38 (d, / = 8.7 Hz, 1H),
8.21 (s, 0.5H), 8.16-7.89 (m, 2.5H), 7.46 (s, 0.5H), 7.41-7.28 (m, 1.5H), 7.23 (t, /] = 8.9 Hz,
1H), 7.11-6.92 (m, 1H), 6.13 (s, 1H), 6.11 (s, 1H).
13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 157.9, 149.3, 149.2, 148.1, 148.1, 148.1, 148.0, 144.8,
138.6, 138.6, 136.0, 134.2, 133.4, 131.5, 128.6, 128.3, 127.5, 125.1, 123.9, 123.6, 114.2,
109.2,108.7,108.6, 108.6, 108.5, 105.6, 105.3, 101.7.

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C17H12FN203S [M+H]* 343.0547, found 343.0550.

(E)-6-Fluoro-N'-(pyridin-2-ylmethylene)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide (XVILd)

Chemical Formula: C15H4gFN3;0S
Molecular Weight: 299,32

Intermediate 54c was deprotected under the reported acidic conditions (TFA) to afford,
after an aqueous workup with NaHCOs3 and extractions with EtOAc, a white solid.

White powder (23 mg, 24% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 12.31 (s, 1H), 8.64 (s, 0.5H), 8.54-7.71 (m, 6.5H), 7.59-
7.14 (m, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 162.0, 160.1, 158.8, 150.1, 145.8, 144,7, 144.6, 141.4,
141.3, 140.5, 137.5, 137.0, 136.8, 136.3, 135.0, 132.2, 129.7, 127.8, 127.3, 127.2, 127.2,
127.1, 126.2, 125.0, 123.4, 120.9, 120.6, 118.7, 114.8, 114.4, 114.2, 114.0, 113.8, 109.4,
109.2,108.8, 108.6.

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C1sH11FN30S [M+H]* 300.0601, found 300.0603.

N’-(Pyridin-2-vimethyl)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide (XVIl.e)

CI<

S HN-NH N=
U

Chemical Formula: C45H3N3;0S
Molecular Weight: 283,35
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To a solution of (E)-N’-(pyridin-2-ylmethylene)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide
(0.12 mmol, 1.0 eq.) in 5 mL of EtOAc and 1 mL of MeOH was added palladium on carbon
10% (0.019 mmol, 15 mol%). The mixture was stirred at room temperature for 7 h, then
filtered on Celite®, washed with EtOAc and the residue was concentrated under vacuum
and purified by chromatography (eluent: EtOAc/MeOH 98:2) to give desired product as
a white powder (30 mg, 60% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-de) § 10.34 (d, ] = 5.1 Hz, 1H, NHCO), 8.63 - 8.40 (m, 1H, H3"),
8.04 - 7.98 (m, 2H, H3 + H7), 7.95 - 7.88 (m, 1H, H4), 7.78 (td, / = 7.7, 1.8 Hz, 1H, H5),
7.54 (d, ] = 7.7 Hz, 1H, H6"), 7.49 - 7.38 (m, 2H, H5 + H6), 7.32 - 7.21 (m, 1H, H4"), 5.76
(d,J = 5.1 Hz, 1H, NH-CHz), 4.12 (d, J = 5.1 Hz, 2H, CHz).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 161.0 (CONH), 158.2 (C1’), 148.9 (C3’), 140.0 (C7a),
139.1 (C3a), 138.2 (C6), 136.6 (C5’), 126.3 (C2), 125.2 (C5), 125.0 (C3), 124.7 (C4), 122.8
(C47),122.4 (C7),122.3 (C6"), 56.2 (CH2).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C1sH14N30S [M+H]* 284.0852, found 284.0858.

3.5.  Procedures for benzo[b]thiophenes from series XVIII

3.5.1. General procedure for N-acyvlhydrazones derivatives from series XVIII
0]
SO0
R, Y HN-N

See procedure for N-acylhydrazones derivatives from series XVI, paragraph 3.3.2.

R,

(E)-N'-((1H-Imidazol-4-yl)methylene)-6-chlorobenzo[b]thiophene-2-carbohydrazide

(XVIil.a)
0]
w
cl S H

N—N\\_(/\/JNH

N

Chemical Formula: C43HoCIN,OS
Molecular Weight: 304,75

Intermediate 54b was deprotected under the reported acidic conditions (TFA) to afford,
after an aqueous workup with NaHCO3 and extractions with EtOAc, a white solid.

Beige powder (90 mg, 48% yield).
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1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 12.92 (s, 0.5H), 12.52 (s, 0.5H), 11.92 (s, 0.5H), 11.85 (s,
0.5H), 8.53-8.35 (m, 1H), 8.31-8.13 (m, 1.5H), 8.13-7.96 (m, 1.5H), 7.90-7.67 (m, 1.5H),
7.67-7.40 (m, 1.5H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 157.7, 144.2, 141.5, 139.6, 137.9, 136.7, 131.4, 130.9,
126.8,125.8,125.3,124.9,122.5, 122.1.

MS (ESI) m/z = 305.1 [M+H]*, 327.0 [M+Na]-.
(E)-6-Chloro-N'-(furan-2-yImethylene)benzo[b]thiophene-2-carbohydrazide (XVIILb)

O
DA«
cl S HN—-N

/4 |
(0]

Chemical Formula: C44HgCIN,O5,S
Molecular Weight: 304,75

Beige powder (145 mg, 78% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 12.12 (s, 0.5H), 12.04 (s, 0.5H), 8.43 (s, 0.5H), 8.34 (s,
0.5H), 8.30-8.12 (m, 1.5H), 8.12-7.96 (m, 1.5H), 7.88 (s, 1H), 7.57-7.41 (m, 1H), 7.06 (s,
0.5H), 6.99 (s, 0.5H), 6.67 (s, 1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 158.3, 149.7, 145.9, 142.0, 139.7, 138.4, 138.3, 135.3,
134.7,132.0,131.7,127.5,127.3,126.2, 125.9, 125.6, 123.0, 122.6, 114.7, 114.2, 112.8.

MS (ESI) m/z = 305.0 [M+H]*, 327.0 [M+Na]*.

(E)-6-Chloro-N'-({5-(hydroxymethyl)furan-2-yl)methylene)benzo[b]thiophene-2-
carbohydrazide (XVIILc)

W
S —
9] OH

Chemical Formula: C45H411CIN5,O3S
Molecular Weight: 334,77

Beige powder (73 mg, 36% yield).
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1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 12.09 (s, 0.5H), 12.03 (s, 0.5H), 8.44 (s, 0.5H), 8.36-8.15
(m, 2H), 8.12-7.94 (m, 1.5H), 7.50 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.15-6.85 (m, 1H), 6.47 (s, 1H),
5.44 (t,] = 6.3 Hz, 1H), 4.63-4.29 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 6 158.2, 157.9, 148.4, 141.6, 139.3, 137.9, 136.5, 135.2,
134.3, 131.5, 131.2, 127.1, 126.9, 125.8, 125.5, 125.2, 122.5, 122.1, 115.5, 114.3, 109.4,
55.8.

MS (ESI) m/z = 335.0 [M+H]*, 357.0 [M+Na]*.

(E)-N’-(Pyridin-2-ylmethylene)-6-(trifluoromethyl)benzo[b]thiophene-2-
carbohydrazide (XVIILh)

(@)
oI
FsC S HN—N N—

\

\_ 7/

Chemical Formula: C1gH1gF3N30S
Molecular Weight: 349,33

Intermediate 54d was deprotected under the reported acidic conditions (TFA) to afford,
after an aqueous workup with NaHCOs3 and extractions with EtOAc, a white solid.

White powder (64 mg, 44% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 12.42 (s, 1H), 8.70-8.59 (m, 2H), 8.52 (d, ] = 13.4 Hz, 1H),
8.39-8.18 (m, 3H), 8.07-7.85 (m, 2H), 7.77 (d, ] = 7.9 Hz, 1H), 7.46 (d, ] = 6.5 Hz, 1H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 161.4, 158.0, 153.0, 152.8, 149.7, 148.8, 145.6, 142.9,
141.9, 141.7, 140.3, 139.9, 137.1, 137.0, 136.7, 131.5, 126.7, 126.5, 125.6, 124.7, 124.6,
121.5,121.1,120.9,120.8,120.8, 120.7,120.7, 120.6, 120.2.

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C16H11F3N30S [M+H]* 350.0569, found 350.0572.

(E)-6-Chloro-N"-(pyridin-2-ylmethylene)benzofuran-2-carbohydrazide (XVIILi)

O
JOR
cl O HN-N N=

\
\_/
Chemical Formula: C45H49CIN3O,
Molecular Weight: 299,71
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Intermediate 54e was deprotected under the reported acidic conditions (TFA) to afford,
after an aqueous workup with NaHCOs3 and extractions with EtOAc, a white solid.

White powder (63 mg, 44% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 12.45 (s, 1H), 8.63 (dd, J = 4.8, 1.5 Hz, 1H), 8.54 (s, 1H),
8.03-7.73 (m, 5H), 7.49-7.41 (m, 2H).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 154.6, 153.1, 149.1, 148.6, 137.0, 131.9, 126.0, 124.7,
124.7,120.7,112.3, 111.2.

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C1sH11CIN302 [M+H]* 300.0534, found 300.0533.

3.5.2. Pyridine 2-aldoxime (58)

SN \N/OH

~-N

Chemical Formula: CgHgN,O
Molecular Weight: 122,13

To a solution of pyridine-2-carboxaldehyde (1.9 mmol, 1.0 eq.) and hydroxylamine
hydrochloride (2.3 mmol, 1.25 eq.) in water (5 mL) was added dropwise a solution of
sodium bicarbonate (2.3 mmol, 1.25 eq.) in water (10 mL) and the mixture was stirred
for 3 h at room temperature. The solution was then extracted with EtOAc and the
organic layer dried over Na2S04 and concentrated under vacuum to give desired product
as a white powder (186 mg, 81%).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.99 (s, 1H, OH), 8.63 (ddd, J = 4.9, 1.8, 1.0 Hz, 1H,
H6), 8.31 (s, 1H, CHN), 7.82 (dt, ] = 8.1, 1.0 Hz, 1H, H4), 7.72 (td, ] = 8.1, 1.8 Hz, 1H, H3),
7.29 (ddd, ] = 8.1, 4.9, 1.0 Hz, 1H, H5).

[Spectrum in accordance with Zhang et al. 2013352]

3.5.3. (E)-Picolinaldehyde 0-(6-chlorobenzo[b]thiophene-2-carbonyl) oxime

(XVIIL.d)
)
LA
Cl S O—N\ N=

\_/

Chemical Formula: C15HgCIN,O,S
Molecular Weight: 316,76
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To a solution of 6-chlorobenzothiophene-2-carboxylic acid (1.1 mmol, 1.3 eq.) and
pyridine 2-aldoxime (0.82 mmol, 1.0 eq.) in anhydrous DCM (3 mL) at 0 °C were added
DMAP (0.12 mmol, 0.15 eq.) and gradually DCC (1.1 mmol, 1.3 eq.). The mixture was
stirred at room temperature overnight and then filtered on Celite® and washed with
DCM. The filtrate was then concentrated, and the residue was purified by
chromatography (eluent: pentane/EtOAc 2:1) to give desired product as an orange
powder (166 mg, 64% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.85 (s, 1H, CH-NO), 8.77 - 8.73 (m, 1H, H3"), 8.43 (d, ] =
0.7 Hz, 1H, H3), 8.33 (dt, J = 1.9, 0.7 Hz, 1H, H7), 8.10 (dd, ] = 8.5, 0.7 Hz, 1H, H4), 8.04 -
7.95 (m, 2H, H5' + H6'), 7.62 - 7.54 (m, 2H, H4’ + H5).

13C NMR (126 MHz, DMSO-de) 8 159.0 (CONH), 158.4 (CHN), 150.1 (C3"), 148.9 (C1),
142.7 (C7a), 137.3 (C3a), 137.0 (C3), 132.6 (C6), 131.6 (C5"), 131.0 (C2), 127.4 (C4),
126.1 (2C, C5 + C4"), 122.6 (C7), 122.5 (C6").

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C1sH10CIN202S [M+H]* 317.0146, found 317.0136.

3.5.4. General procedure for 6-chloro-N-(pyridinylmethyl)benzo[b]thiophene-2-
carboxamides

0
JOR
cl S HN—\
Pyr

Chemical Formula: C15H3CIN,O3S
Molecular Weight: 336,79

To a solution of 6-chlorobenzo[b]thiophene-2-carboxylic acid (0.55 mmol, 1.1 eq.) and
picolylamine (0.50 mmol, 1.0 eq.) in anhydrous DCM (3 mL) at 0 °C were added DMAP
(0.065 mmol, 0.13 eq.) and gradually DCC (0.60 mmol, 1.2 eq.). The mixture was then
stirred at room temperature for 16 h and then filtered on Celite® and washed with DCM.

The filtrate was then concentrated, and the residue was purified by chromatography
(EtOAc 100%).

6-Chloro-N-(pyridin-2-ylmethyl)benzo[b]thiophene-2-carboxamide (XVIILe)
0]
JOe s
Cl S HN

Chemical Formula: C45H41CIN,OS
Molecular Weight: 302,78
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White powder (110 mg, 73% yield).
1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 9.44 (t, ] = 6.0 Hz, 1H, NH), 8.53 (ddd, J = 4.9, 1.9, 0.8 Hz,
1H, H6’), 8.21 (dt, /= 1.9, 0.8 Hz, 1H, H7), 8.17 (d, ] = 0.8 Hz, 1H, H3), 7.98 (d, ] = 8.6 Hz,
1H, H4), 7.78 (td, ] = 7.8, 1.9 Hz, 1H, H4’), 7.48 (dd, ] = 8.6, 1.9 Hz, 1H, H5), 7.37 (dt, ] =
7.8, 1.1 Hz, 1H, H3’), 7.29 (ddd, J = 7.7, 4.9, 1.1 Hz, 1H, H5’), 4.59 (d, / = 6.0 Hz, 2H, CH2).
13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 161.6 (CONH), 158.3 (C1’), 149.0 (C3’), 141.5 (C7a),
140.7 (C3a), 138.0 (C6), 136.9 (C5’), 131.2 (C2), 126.7 (C3), 125.7 (C4), 124.6 (C5), 122.5
(C7),122.4 (C6"),121.2 (C4"), 44.8 (CH2).
HRMS (ESI) m/z: calcd. for C1sH12CIN20S [M+H]* 303.0353, found 303.0354.

6-Chloro-N-{pyridin-3-yimethyl)benzo[b]thiophene-2-carboxamide (XVIILf)
0]
JOes
Cl S HN

Chemical Formula: C45H41CIN,OS
Molecular Weight: 302,78

White powder (64 mg, 42% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) § 9.40 (t, ] = 5.9 Hz, 1H, NH), 8.57 (d, ] = 1.7 Hz, 1H, H2"),
8.48 (dd, ] = 4.8, 1.7 Hz, 1H, H6"), 8.20 (d, ] = 1.7 Hz, 1H, H7), 8.11 (d, ] = 0.8 Hz, 1H, H3),
7.96 (d, ] = 8.6 Hz, 1H, H4), 7.75 (dt, ] = 7.9, 1.7 Hz, 1H, H4"), 7.47 (dd, ] = 8.6, 1.7 Hz, 1H,
H5), 7.37 (ddd, ] = 7.9, 4.8, 0.9 Hz, 1H, H5), 4.51 (d, ] = 5.9 Hz, 2H, CH2).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) 6 161.5 (CONH), 149.0 (C2’), 148.3 (C6’), 141.5 (C7a),
140.5 (C3a), 137.9 (C6), 135.3 (C4’), 134.6 (C3"), 131.2 (C2), 126.7 (C3), 125.6 (C4),
124.6 (C5), 123.6 (C5"), 122.5 (C7a), 40.5 (CH2).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C1sH12CIN20S [M+H]* 303.0353, found 303.0347.

6-Chloro-N-(pyridin-4-ylmethyl)benzo[b]thiophene-2-carboxamide (XVIILg)
0]
Jo s
Cl S HN

Chemical Formula: C45H41CIN,OS
Molecular Weight: 302,78
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White powder (52 mg, 35% yield).

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds) 6 9.45 (t, ] = 6.0 Hz, 1H, NH), 8.52 (dd, / = 4.4, 1.7 Hz, 2H,
H2’), 8.21 (d, ] = 2.0 Hz, 1H, H7), 8.15 (d, J = 0.8 Hz, 1H, H3), 7.98 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H4),
7.48 (dd, J = 8.6, 2.0 Hz, 1H, H5), 7.33 (dd, J = 4.4, 1.7 Hz, 2H, H3’), 4.51 (d, /] = 6.0 Hz, 2H,
CH2).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds) 8§ 161.6 (CONH), 149.7 (C2"), 148.1 (C4’), 141.5 (C7a),
140.4 (C3a), 137.9 (C6), 131.2 (C2), 126.7 (C3), 125.7 (C4), 124.7 (C5), 122.5 (C7), 122.2
(C3"), 41.8 (CHz).

HRMS (ESI) m/z: calcd. for C1sH12CIN20S [M+H]* 303.0353, found 303.0358.

3.5.5. Ethyl 6-(trifluoromethyl)benzo[b]thiophene-2-carboxylate (56c¢)

/[::I:§>—Cooa
FsC S

Chemical Formula: C5,HgF305S
Molecular Weight: 274,26

To a solution of 2-fluoro-4-(trifluoromethyl)benzaldehyde (5.2 mmol, 1.0 eq.) and K2CO03
(5.7 mmol, 1.1 eq.) in anhydrous DMF (10 mL) was added ethyl thioglycolate (6.2 mmol,
1.2 eq.). The mixture was stirred at 60 °C for 2 h, then diluted with water, extracted with
Et20, dried over NazS04 and concentrated under vacuum. The residue was then
recrystallized in MeOH and filtered to give desired product as a white powder (814 mg,
57% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) & 8.16 (q, J = 0.8 Hz, 1H, H7), 8.10 (d, J = 0.8 Hz, 1H,
H3), 7.98 (dt, ] = 8.4, 0.8 Hz, 1H, H4), 7.63 (dd, ] = 8.4, 1.6 Hz, 1H, H5), 4.43 (q, ] = 7.1 Hz,
2H, CHz), 1.43 (t,] = 7.1 Hz, 3H, CHs).

[Spectrum in accordance with Tan et al. 2021353]

3.5.6. 6-(Trifluoromethyl)benzo[b]thiophene-2-carboxylic acid (53d)

/[::Ii§>—COOH
FsC S

Chemical Formula: C4gHsF305,S
Molecular Weight: 246,20

See procedure for 6-halogenobenzo[b]thiophene carboxylic acids, paragraph 3.4.2.

285



Partie 3 - Données expérimentales

White powder (400 mg, 89% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.59 (q, ] = 0.8 Hz, 1H, H7), 8.10 (d, J = 0.8 Hz, 1H, H3),
7.98 (dt, ] = 8.4, 0.8 Hz, 1H, H4), 7.75 (dd, ] = 8.5, 1.3 Hz, 1H, H5).

[Spectrum in accordance with Tan et al. 2021353]

3.5.7. Tert-butyl 2-(6-(trifluoromethyl)benzo[b]thiophene-2-carbonyl)hydrazine-1-

carboxvlate (54d)
(0]
oA
F.C S HN-NHBoc

Chemical Formula: C45H5F3N,03S
Molecular Weight: 360,35

See procedure for tert-butyl 2-(benzo[b]thiophene-2-carbonyl)hydrazine-1-carboxylate
(54a), paragraph 3.3.1.

White powder (213 mg, 64% yield).

1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) 6 9.11 (s, 1H, CONH), 7.94 (s, 1H, H7), 7.82 (d, ] = 8.7
Hz, 1H, H4), 7.80 (s, 1H, H3), 7.56 (dd, ] = 8.7, 1.7 Hz, 1H, H4), 6.76 (s, 1H, NHBoc), 1.53
(s, 9H, t-Bu).

13C NMR (75 MHz, Acetone-ds) § 162.2 (CONH), 156.5 (CO Boc), 142.9 (C7a), 142.1
(C3a), 141.6 (C2), 128.5 (q,/ =32.3 Hz, C6), 127.1 (C4), 125.8 (C3), 125.4 (q,/ = 271.5 Hz,
CF3),122.2 (q,/ = 3.5 Hz, C5),121.2 (q, / = 4.5 Hz, C7), 80.9 (C Boc), 28.4 (CH3 Boc).

3.5.8. Ethyl 6-chlorobenzofuran-2-carboxylate (56d)

mcooa
Cl 0

Chemical Formula: C11HgClO4
Molecular Weight: 224,64

To a solution of 4-chlorosalicylaldehyde (6.4 mmol, 1.0 eq.) and K2COs3 (19.7
mmol, 3.1 eq.) in 2-butanone (6 mL) was added ethyl bromomalonate (13.0 mmol, 2.0
eq.) The mixture was stirred at 90 °C for 7 h and at room temperature for 16 h, then
diluted with EtOAc, neutralized with HCl 1 N and extracted. The organic phase was
washed with sat. NaHCO3 and brine, dried over Na2S04 and concentrated under vacuum.
The residue was then purified by chromatography (eluent: pentane / Et20 9:1) to give
desired product as a white powder (611 mg, 43% yield).
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1H NMR (300 MHz, Chloroform-d) § 7.62 - 7.57 (m, 2H, H4 + H7), 7.49 (d, ] = 1.3 Hz, 1H,
H3), 7.29 (dd, ] = 8.5, 1.3 Hz, 1H, H5), 4.44 (q, J = 7.1 Hz, 2H, CHz), 1.43 (t, ] = 7.1 Hz, 3H,
CH3s).

[Spectrum in accordance with Chen et al. 2017354]

3.5.9. 6-Chlorobenzofuran-2-carboxvlic acid (53e)

mCOOH
Cl O

Chemical Formula: CgH5CIO5
Molecular Weight: 196,59

See procedure for 6-halogenobenzo[b]thiophene carboxylic acids, paragraph 3.4.2.
White powder (378 mg, 86% yield).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 7.90 (d, ] = 1.9 Hz, 1H, H7), 7.80 (d, ] = 8.4 Hz, 1H, H4),
7.68 (d,] = 1.0 Hz, 1H, H3), 7.40 (dd, ] = 8.4, 1.9 Hz, 1H, H4).

[Spectrum in accordance with Gensini et al. 2010355]

3.5.10. Tert-butyl 2-(6-chlorobenzofuran-2-carbonyl)hydrazine-1-carboxylate (54-e)

0
JORT
Cl (0] HN—NHBoc

Chemical Formula: C4H5CIN5O4
Molecular Weight: 310,73

See procedure for tert-butyl 2-(benzo[b]thiophene-2-carbonyl)hydrazine-1-carboxylate
(54a), paragraph 3.3.1.

White powder (281 mg, 78% yield).

1H NMR (300 MHz, Acetone-ds) § 9.74 (s, 1H, CONH), 8.17 (s, 1H, NHBoc), 7.77 (d, ] = 8.4
Hz, 1H, H4), 7.65-7.53 (m, 2H, H3 + H7), 7.35 (dd, ] = 8.4, 1.8 Hz, 1H, H5), 1.45 (s, 9H, t-
Bu).

13C NMR (75 MHz, Acetone-ds) 6 158.8 (CONH), 156.3 (COBoc), 155.8 (C7a), 149.8 (C3a),

133.2 (C6), 127.1 (C2), 125.4 (C3), 124.7 (C4), 113.0 (C5), 111.3 (C7), 80.8 (C Boc), 28.4
(CH3 Boc).
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II. Biology

1. Minimum inhibitory concentration evaluation

MICs were evaluated in CaMHB (cation-adjusted Mueller-Hinton broth) by the
method of microdilution in liquid medium which follows the CLSI recommendations95,
Evaluated compounds were diluted in DMSO at a concentration of 5 mg/mL and then
further diluted in CaMHB to reach 1 mg/mL. The 0.5 MacFarland bacterial suspensions
were made from colonies previously grown on blood agar plate (COS, Biomérieux) in a
saline solution (0.45% NaCl), they were diluted in CaMHB (1/100) before addition into
96-well microplates. MICs were done in triplicate and determined after 18 h of
incubation at 37 °C. The median values were reported.

2. Divisome inhibition assay

Bacteria were grown for 18 h in BHI (Brain Heart Infusion) with 0.125 M of D-serine,
to promote the incorporation of this amino acid into the cell wall. The culture was
diluted to an ODeoo of 0.05 into the same medium containing either the tested compound
(concentration equal to the MIC), PC190723 (2 pg/mL) or nothing (negative control)
and grown in a 96-well plate with agitation at 37 °C for 4 h. Bacteria were then
centrifuged and resuspended in the same volume of BHI without D-serine nor antibiotic.
The bacteria were then incubated for 15 min at room temperature, to allow the
incorporation of D-alanine into the cell wall and then labeled with a mixture of equal
amounts of vancomycin (Sigma) and a BODIPY FL conjugate of vancomycin (Van-FL,
Molecular Probes) at the final concentration of 1 pg/ml, for 5 min at room temperature
with agitation. Bacteria were then analyzed by fluorescence microscopy using a Zeiss
LSM 880 Airyscan confocal microscope.

3. Cytotoxicity assay

Cytotoxicity was evaluated using a propidium iodide assay. Human lung
adenocarcinomic A549 cells were plated on black flat 96-well plates (Greiner) at a
concentration of 0.5 x 10° cells/mL in DMEM GlutaMAX (Gibco) supplemented with 10%
fetal bovine serum for 24 h in a humidified atmosphere at 37 °C and 5% CO2z. The
medium was then removed and fresh medium with 2.5 pg/mlL of propidium iodide and
cytotoxic agent (recombinant Hla at 0.2 pg/mL or tested compounds at 32 or 64 times
the MIC) were added. Plates were incubated for 7 h at 37°C and cytotoxicity induced was
evaluated by measuring propidium iodide (PI) incorporation into cells exposed to toxin
or compounds using a fluorescence cell sorter (Spark R, TECAN, Ziirich, Switzerland).
Each concentration was made as a triplicate and mean values are displayed with
standard deviation.
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I[II. Molecular modeling

1. Part1 - Chapter 2

Docking studies of benzamide inhibitors in the allosteric pocket of FtsZ

The compounds were drawn on Chem3D (PerkinElmer Informatics), minimized with
MM2 forcefield and saved as pdb files. The files were then converted to pdbqt format
using OpenBabel3%6. Docking was then performed on rigid SaFtsZ (PDB: 6KVP) centered
on the allosteric ligand site with Vinal?’. The side chain of amino acids Met98, Val129,
[1e197, Leu200, Val203, Asn208, Leu209, Val214, Met218, 1le228, Asn263, Val297 and
Thr309 was set as flexible. Visualization was performed with PyMOL and hydrogen
bond network was generated using LigPlot +357.

2. Part1 - Chapter 3

Docking studies of hydroxamic acid XLa in the allosteric pocket of FtsZ

The compound was drawn on Chem3D (PerkinElmer Informatics), minimized with
MM2 forcefield and saved as pdb file. The file was then converted to pdbqt format using
OpenBabel3>¢. Docking was then performed on rigid SaFtsZ (PDB: 4DXD) centered on the
allosteric ligand site with Vinal®’. Visualization was performed with PyMOL and
hydrogen bond network was generated using LigPlot +357.

3. Part 1 - Chapter 4

Docking-based virtual screening of the PubChem BioAssay database in the allosteric

pocket of FtsZ

The chemical library of compounds identified as tubulin stabilizers was obtained
from PubChem Bioassay (code AID 2205) and 1 625 structures were downloaded as sdf
files.

3.1. Shape-based method

Hydrogen atoms were added and sdf files using OpenBabel3>¢. Docking was
performed on rigid SaFtsZ (PDB: 4DXD) centered on the allosteric ligand site with
Arguslab software with the Argusdock engine with default parameters338. Compounds
were then ranked according to their docking score and the compounds in the top 10
were examined.
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3.2. Stochastic method

Hydrogen atoms were added and sdf files were then converted to pdbqt format using
OpenBabel3>¢. Docking was performed on rigid SaFtsZ (PDB: 4DXD) centered on the
allosteric ligand site with Vina using PyRX as a graphical user interfacel97:359,
Compounds were then ranked according to their docking score and the compounds in
the top 10 were examined.

4. Part 2 - Chapter 2

4.1. Docking studies of known main protease inhibitors in the catalytic site

Compounds Inhib-1, -2 and -3 were generated as 3D mol file using Arguslab and
they were then docked within the MPro active site (PDB codes 5RHF, 5REN, 5REK
respectively) using Arguslab software with the Argusdock engine with default
parameters3>8, The obtained binding modes were compared to crystallographic data to
validate the method. The distance between the sulfur and the methylene group of the
chloroacetamide group was monitored to establish the structural bases of the Mpro
covalent inhibition (distance < 4 A).

4.2. Docking-based virtual screening of potential covalent inhibitors

Compounds libraries were obtained from PubChem using structure search of
acrylamide, halogenoacetamide, cyanoacrylamide and vinylsulfonamide. Asinex and
Enamine soft electrophilic compounds libraries were obtained from the corresponding
website and hydrogen atoms were added using OpenBabel35¢. Each compound from the
different libraries (SDF file) were then docked within the MPro active site centered on the
B-keto amide co-crystallized in the catalytic site using Arguslab software with the
Argusdock engine with default parameters3s8. Based on their docking score, binding
modes were analyzed for the 20 best compounds of each library. The distance between
the sulfur and the electrophilic center was monitored and compounds were selected
when a distance < 4 A was measured. Binding modes were examined with PyMOL and
hydrogen bonds networks were generated using LigPlot +357.

4.3. Docking-based virtual screening of approved covalent drugs

The library was constructed based on the list of covalent drugs established by
Vasudevan and co-workers, from which B-lactam derivatives, drugs withdrawn from
market and mechanism based covalent drugs were excluded310. For five of the 29
remaining compounds, their metabolites which are the active covalent binders were
used in the library3¢9, Overall, 32 compounds were used for the docking studies. When
available, the SDF file for each compound was obtained from PubChem and was
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converted to pdb file using Accelrys Visualizer 2.0. For omeprazole, lansoprazole,
pantoprazole and rabeprazole active metabolites, they were drawn using Vega ZZ and
were saved as pdb files361.362, The 32 compounds were then docked within the MPro
active site centered on the P-keto amide co-crystallized in the catalytic site using
Arguslab software with the Argusdock engine with default parameters3°8. The distance
between the sulfur and the electrophilic center was monitored and compounds were
selected when a distance < 4 A was measured. Binding modes were examined with
PyMOL and hydrogen bonds networks were generated using LigPlot +357.

5. Part 2 - Chapter 3

5.1. Homology studies

The PDB structures of main proteases from avian infectious bronchitis virus (PDB
code 2Q6F) and from SARS-CoV-2 (PDB code 6Y2F) were downloaded from the PDB
database. The multiple sequence alignment was obtained using the T-COFFEE server
with the corresponding FASTA file retrieved in the NCBI database3%3. The ESPript server
was used with the clustal W file to generate the multiple sequence alignment326. The 3D-
structural alignment between the two proteins was obtained using PyMOL and the
comparison of the two active sites was performed with this software.

5.2. Docking-based virtual screening of IBV main protease inhibitors for the
reversible inhibition of SARS-CoV-2’s main protease

Each 388 compounds from the SDF library were docked within the MPre active site of
SARS-CoV-2 centered on the B-keto amide co-crystallized in the catalytic site using
Arguslab software with the Argusdock engine with default parameters38. Compounds
were then ranked according to their docking score and the compounds in the top 5 were
examined. Binding modes were examined with PyMOL and hydrogen bonds networks
were generated using LigPlot +357.

5.3. Molecular dynamics studies

For all five best non-covalent inhibitors identified by flexible docking, the protein-
ligand complexes were minimized using the minimization module of MOE 2019 with
default parameters and then molecular dynamics simulations were performed in
triplicate on the complexes using the dynamics module of MOE with the AMBER10 force
field. The Nosé-Poincaré-Andesen (NPA) method was used, at the temperature of 300 K
with 100 ps equilibration and 5000 ps production34. Conformational sampling was set
each 10 ps leading to 500 frames. Trajectories were visualized with VMD and Calpha
RMSD fluctuations were analyzed. To determine important amino acids bound with each
ligand via hydrogen bonds, conformational samples each 1000 ps were superimposed to
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provide an overview of the binding modes. Hydrogen bonds networks with distances of
each sample were generated and examined and using LigPlot +357.

5.4. Docking-based virtual screening of IBV main protease inhibitors for the

covalent inhibition of SARS-CoV-2’s main protease

The chemical library of bioactive compounds on the main protease of the avian
infectious bronchitis virus was obtained from PubChem Bioassay (code AID 1706). 388
compounds out of 405 were available and were downloaded as SDF file. The chemical
library was then inspected to search for compounds bearing a soft electrophilic moiety.
40 compounds were obtained and each was then docked within the MPr active site of
SARS-CoV-2 centered on the B-keto amide co-crystallized in the catalytic site using
Arguslab software with the Argusdock engine with default parameters3>8. The docking
results of all 40 compounds was analyzed and the distance between the sulfur and the
electrophilic center was monitored. Four compounds were selected when a distance
< 4 A was measured. Binding modes were examined with PyMOL and hydrogen bonds
networks were generated using LigPlot +357.
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