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INTRODUCTION GENERALE

Au cours des dernieres décennies un grand nombre de peptides biologiquement actifs
a été découvert et caractérisé. Les peptides naturels ont attiré une attention considérable suite
a leur présence dans les processus biologiques des organismes vivants. Le nombre des
peptides naturels utilisés comme agents thérapeutiques ne cesse d’augmenter. Ces peptides
bioactifs trouvés dans différentes espéces de vertébrés et d'invertébrés interviennent dans un
certain nombre de processus physiologiques conduisant ainsi a la protection de I'organisme
contre les infections et le développement tumoral. La synthése des analogues permet donc

I’ouverture de plusieurs sujets de recherche dans I’obtention de molécules d’intérét

ﬂ

thérapeutique.
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Kahalalide F

Kahalalide F (KF) est un médicament anti tumoral d'origine marine dérivé de la limace de mer Elysia rufescens, il a montré

une puissante activité cytotoxique contre des lignées cellulaires humaines de cancer de la prostate et du sein. )

Figure 1. Exemple de peptide naturel

Les peptides représentent plus de la moitié du poids sec des cellules dans le
monde vivant. Ce sont des substances organiques enchainant des acides aminés comme sous-
unités reliés entre eux par des liaisons covalentes connues sous le nom de liaisons amides ou
également liaisons peptidiques. Elles sont formées par une réaction de condensation entre le

groupement amine du premier acide aminé et le groupement acide carboxylique du deuxiéme.

Par ailleurs, il existe un grand nombre de peptides qui sont classés en fonction du
nombre de résidus impliqués dans leur synthese. Le nombre d'acides aminés qu'un peptide
contient est indiqué par un préfixe : di, tri ou tétra peptide. Le terme «oligopeptides» ou

«peptides de faible poids moléculaire» désigne des peptides de 10 résidus ou moins, tandis
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que les «polypeptides» sont utilisés pour des chaines de poids moléculaires supérieurs.
Bien que le point de transition du polypeptide a la protéine ne soit pas bien défini, on
considére que les protéines ont au moins 100 résidus (masse moléculaire > 10 000). @

L’utilisation des peptides en thérapic est encore un domaine dynamique dans la
chimie thérapeutique et la découverte de médicaments. De nombreux dérivés ont eté
développés et caractérisés, dont on distingue les isosteres de peptides. Ces derniers sont des
molécules utilisées a des fins thérapeutiques. Le travail consiste a faire des modifications au
niveau du squelette peptidique, telles que la substitution des acides aminés, la cyclisation et
I’incorporation des hétérocycles. Ces modifications aident a moduler I’activité biologique et
par conséquent peuvent surmonter de nombreuses limitations causées par les peptides parents,
citons comme exemple 1’aminoéthyléne découvert par une collaboration Sunesis-Merck, un

puissant inhibiteur de I'enzyme de clivage de la protéine précurseur de I'amyloide. ©

O
/\/N [0} o N\é/ /ﬁ.(N
\@ \QF

Figure 2. Isostere de peptide

D’autre part et afin d'améliorer la biodisponibilité des peptides, les peptidomimétiques
ont été concus et développés. “® Ce sont des outils puissants pour la génération de
médicaments en raison de l'intérét qu’ils présentent pour le développement de nouveaux
dérivés de peptides bioactifs et de fragments de protéines. Ces dérivés sont congus pour imiter

un peptide avec des propriétés moléculaires ajustées afin d’améliorer 1’activité biologique. ©)
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Valcamycine T Amycolatopsis sp

Un agent cytotoxique puissant contre diverses lignées
cellulaires cancéreuses. Elle a été isolée d'’Amycolatopsis sp. @

Figure 3. Peptidomimétique a intérét biologique

En effet, la synthése des peptides est basée sur une méthode simple, elle consiste a
réaliser des couplages entre des acide-aminés ou bien entre un acide aminé et un dérivé de ce
dernier. Par ailleurs, les produits thérapeutiques de nature peptidique continuent de susciter un
intérét croissant de la part des industries pharmaceutiques. lls représentent une famille de
candidats puissants et spécifiques, peuvent étre cités les peptides antimicrobiens (PAMSs), qui
ont la capacité d’éliminer une grande gamme de microorganismes pathogénes citons comme

exemple de PAMs : ’endorphine, un neuropeptide qui joue le role d’un neuromédiateur. ©
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Figure 4. Peptide d'intérét biologique

En nous appuyant sur les données décrites dans la littérature, nous avons cherché a
préparer au laboratoire de nouvelles structures rigides de nature peptidiques avec des
hétérocycles a cing chainons. Le but était de concevoir un résidu cyclique mimant la structure
de la proline et par conséquent engendrer une pseudoproline avec une structure de type

oxazolidine ou oxazolidinone. ©
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L’ensemble de nos travaux se subdivise en quatre chapitres :

Une premiere partie, chapitre I, est destinée a présenter les molécules de nature
peptidique qui sont a 1’origine de plusieurs processus biologiques et qui sont les cibles visées
en thérapie humaine, puis a mettre en évidence quelques peptidomimétiques rencontrés dans

la littérature en s’appuyant sur les stratégies de syntheése dans la chimie des peptides.

Dans la deuxiéme partie, chapitre Il, une étude détaillée sur la synthese des
oxazolidinones a été développée afin d’expliquer la possibilit¢ de formation de ces
hétérocycles sur un squelette peptidique ou un fragment d’un acide aminé. Selon une
approche simple et innovante, les mimes de peptides a motif oxazolidinone en utilisant
différents amino acides ont été obtenus avec de bons rendements et une stéréochimie bien

déterminée.

Ce chapitre présente aussi la synthése et la caractérisation d’un analogue trés utile en
synthese organique, les Y-lactames a, B-insaturés. Les acides aminés peuvent étre transformés
en une seule étape a un hétérocycle gamma lactamique a, B-insaturé, son incorporation dans
les structures peptidiques, peut offrir plusieurs fonctionnalisations grace a son intéressante
réactivité. 1011

La troisieme partie, chapitre 111, présente les grandes réactions dans la synthése des
oxazolidines, un hétérocycle moins fréquent dans la littérature en comparant avec
I’oxazolidinone. Dans cette partie, une nouvelle série de molécules a été obtenue en utilisant
la sérine comme produit de départ selon une cyclisation intramoléculaire. Un seul
diastéréoisomere a été obtenu et identifié par analyse spectrale pour cette famille de

molécules.

Une quatrieme partie, chapitre 1V, est destinée pour décrire les divers résultats de
I’évaluation de I’activité biologique et de la modélisation moléculaire des différents produits

de synthese.
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R = -CH,(CHa),, -CH,-CH(CHj),, -CH,-Ph

Schéma 1. Synthése de peptidomimétiques a motif hétérocycliques

Enfin, un récapitulatif de I’ensemble des résultats permet d’apporter une conclusion a

ces travaux de recherche et d’ouvrir de nouvelles perspectives portant sur I’intérét des
peptidomimétiques a motif hétérocyclique.

Les différents protocoles expérimentaux utilisés sont décrits dans la partie expérimentale.
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Chapitre 1
Etude Bibliographique

1. Introduction
Les peptides sont majoritairement issus de la translation ribosomale des ARN

messagers qui représentent ’empreinte des genes. Ces peptides sont constitués de briques
essentielles selon une polymérisation covalente des acides aminés qui comportent les groupes

fonctionnels a I’origine de I’excellente affinité et sélectivité vis-a-vis de leur cible biologique.

En effet, les peptides sont présents dans tous les tissus et cellules des organismes, ou
ils participent & la plupart des processus biologiques (signalisation hormonale, neuro-
modulateurs, inhibiteurs d’enzymes,...). Parmi les facteurs qui modulent ’activité du peptide
au cours du temps, nous citons les enzymes de dégradation (endo- ou exo-protéases) qui les
découpent en acides aminés élémentaires recyclés pour fabriquer de nouveaux peptides, ou
bien les phénomeénes d’élimination directe (voie rénale) ou enfin les autres transformations

métaboliques.

2. Intérét biologique des peptides
Les peptides autrefois négligés ont maintenant acquis une large reconnaissance dans le
domaine de la thérapie et ont acquis une expansion assez importante sur le marché
pharmaceutique. ‘™ Par ailleurs, ils possédent une grande stabilité, et présentent ainsi une
meilleure diffusion et distribution dans les organes en comparant aux anticorps et aux
protéines en raison de leur faible poids moléculaire. Les peptides sont impliqués dans de
nombreuses maladies, ils jouent ainsi un réle important dans la santé humaine en affectant les

systemes : digestif, endocrinien, cardiovasculaire, immunitaire et nerveux.

2.1. Peptides digestifs
Les peptides gastro-intestinaux (GI) sont de petites molécules, généralement produits

et sécrétés par les cellules endocrines intestinales, qui modulent les fonctions de divers tissus,
notamment le cerveau, les organes digestifs par exemple, le foie et le pancréas, lI'estomac

et l'intestin, ¥

Parmi ces peptides et comme exemple illustratif, la motiline une hormone gastro-
intestinale constituée de 22 amino acides, elle a été découverte en 1972, son rdle est de
contréler la motilité gastro-intestinale. Une série d'études a montré sa pertinence dans le

contrdle de la faim et la régulation de la prise alimentaire chez I'homme. **
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Un autre exemple la ghréline, hormone peptidique digestive est produite par la cellule
endocrine gastrique de maniére périphérique et a action centrale, elle a été découverte
en 1999, elle se compose de 28 acides aminés, sa principale fonction est la stimulation de

I’appétit et la régulation de 1'apport alimentaire. (16-18)

Ghréline

Motiline

Figure 5. Peptides digestifs

2.2. Peptides antimicrobiens PAMs
Les peptides antimicrobiens constituent un groupe important et diversifié de molécules

produites par de nombreux tissus et cellules dans une variété d'especes de plantes et

d'animaux. La découverte des PAMs remonte de 1922, quand Alexander Fleming a découvert

(19,20)

le lysozyme humain dans la salive quant au premier peptide antimicrobien a été

caractérisé a partir d'une éponge appelée la discodermine A, isolée de Discodermia Kiiensis

collectée dans I'archipel d'lzu. #+29

Les peptides antimicrobiens représentent une diversité considérable. Ils sont

caractérisés par une petite taille, rapport élevé d'acides aminés cationiques et une action

membranolytique. 2%

HCO -D-Ala — L-Phe — L-Pro — D-tLeu — L-tLeu- D-Trp — L-Arg — D-Cys (O:H)
|
Sar — L-Thr

| |
L-Thr L-MeGlu

| |
L-Asn—D-Len

Figure 6. Discodermine A
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Les peptides antimicrobiens de plusieurs sources différentes jouent un réle protecteur
contre les agents pathogénes en agissant par divers mécanismes. La plectasine est un
antibiotique peptidique constitu¢ de 40 résidus d'acides aminés, elle a été isolée d’un

champignon de Pseudoplectania nigrella active contre les bactéries & Gram positif. ¢”)

La gramicidine S est un cyclodécapeptide a caractere antibiotique qui a été isolée en
1942 d’une bactérie Aneurinibacillus migulanus, elle inhibe la croissance d'une variété de

souches bactériennes & Gram positif et & Gram négatif. #32%

La daptomycine est également un antibiotique lipopeptidique cyclique produit en
fournissant de I'acide décanoique aux milieux de croissance de Streptomyces roseosporus
pendant la fermentation. Elle a été approuvée par la FDA en 2003 ©% pour le traitement des
infections compliquées de la peau et des structures cutanées (cSSSI), et présente une activité
contre les pathogénes Gram-positifs, elle a été utilisée aussi comme option de traitement pour

e @132 gt les infections des

o (3335

les infections pédiatriques, y compris la méningite, la septicémi

voies urinaires causées par I’Entérocoque résistant a la vancomycin

% Plectasine

Gramicidine S

H,N

Daptomycine

Figure 7. Peptides antimicrobiens PAMs
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2.3. Peptides antifongiques
Les peptides antifongiques ont fait 1’objet de peu d’études en comparaison avec les
peptides antibactériens. ®® Les peptides antifongiques regroupent I’ensemble de molécules
ayant une action sur les levures et les moisissures. Parmi ces peptides, 1’Aciculitine qui
représente le premier glycopeptidolipide obtenu a partir d'une source marine, ¢’est un peptide

cyclique antifongique isolé d'une éponge marine de lithistidique Aciculites orientalis. ©”

CeHis NH
O on
/ HNHN CONH
i, <\ \ HO NH 2
N
% OH \ HN /@
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HQumm 0) NH [6) I
o oH D\\(
., O
OH
Figure 8. Aciculitine
2.4, Neuropeptides

Les neuropeptides sont des molécules de signalisation neuronales qui agissent dans le
systeme nerveux central en tant qu'hormones messagéres, neurotransmetteurs ou
neuromodulateurs. % Parmi ces molécules, nous citons, I’encéphaline ou enképhaline
opioide endogéne (ENK) est un neurotransmetteur qui fait partie des neuropeptides libéré par

certains neurones lors de sensations douloureuses. %4

La substance P est un neuropeptide composé de 11 acides aminés, fait partie de la
famille des neuropeptides de la tachykinine. La fonction la plus connue de la substance P est

celle d'un neurotransmetteur et d'un modulateur de la perception de la douleur. “?
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Figure 9. Neuropeptides

2.5. Peptide antioxydant

Un antioxydant est une molécule qui sert a empécher I'oxydation en neutralisant des
substances qui causent des dommages cellulaires appelées les radicaux libres. “® Pour
se protéger de leurs effets toxiques, l'organisme a développé des systemes de défense
antioxydants composés d’enzymes “3 comme la carnosine; c’est un dipeptide naturel
contenant de I'histidine découvert en Russie en 1900. “* 11 se trouve dans plusieurs tissus, en
particulier dans le muscle squelettique. Il est rapporté que ce composé posseéde des actions
antioxydantes dont elle est capable de piéger les radicaux libres responsables du

vieillissement prématuré. ¥

¢
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Figure 10. Carnosine

2.6. Peptides anti-cancers
La maladie du cancer survient lorsque les changements cellulaires provoquent la
croissance et la division incontr6lées des cellules. Les peptides anticancéreux inhibent la
croissance de certaines lignées cellulaires cancéreuses en agissant sur plusieurs cibles intra ou
extracellulaires. Parmi les peptides anti-cancers qui ont été décrit dans la littérature, la
dolastatine 10, un pentapeptide linéaire, a été isolée a partir d'extraits de liévre de mer
Dolabella auriculari. Elle a été isolée directement a partir d'une cyanobactérie alimentaire,

(36, 45-47)

I'espece Symploca. La dolastatine 10 possede un caractere antiprolifératif tres

10
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puissant “49) cette molécule peut cibler aussi les cellules du poumon, du sein et des cellules

leucémiques.

La cryptophycine fait partie d’une famille de puissants antimitotiques isolé au début
des années 1990 des deux Nostoc sp. ATCC 5378988 ©% et N. sp. GSV 224.89. ® |Is sont

actifs contre un certain nombre de lignées cellulaires cancéreuses. ©2%¢)

De plus, la plitidepsine est également un anti-cancer commercialisé sous le nom
d’Aplidin® par Pharma Mar SA pour le traitement potentiel d'une variété de cancers, y
compris le lymphome non hodgkinien (LNH), le cancer du poumon, la leucémie, cancers
gastrique et de la prostate. ®” Cette substance a été isolée d’une éponge nommée Tunicien
Aplidium Albicans. ©®

D }%‘) o V@g

HN
=

R, 0
0
0 Qg S
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o

R, .
Dolastatine 10

Cryptophycine A : R;= Me, R,=ClI
B: R]_: Me, RZZ H

Aplidin

Figure 11. Peptides anti-cancers
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2.7. Autres activités pharmacologiques
La vasopressine est une hormone endogene puissante composée de neuf acides
aminés, elle a principalement un effet antidiurétique, qui diminue la sécrétion d'urine,
responsable de la régulation de I'osmolalité et du volume plasmatique, cette substance est
devenue un composant potentiel en tant qu'agent vasopresseur dans le traitement de l'arrét

cardiaque et des états de choc séveres.

OH

H

HzN\n) O
NH

(¢

H,N NH2 /\/O\%(N& ’\Q

NH,0
H,N" SO

Figure 12. VVasopressine

La dysinosine A est un produit naturel qui a été isolé a partir d'une nouvelle espéece
d'éponge de la famille des Dysideidae trouvés prés de I7le Lizard, dans le nord du
Queensland, en Australie. La dysinosine A est un antithrombotique et un puissant inhibiteur
du facteur Vlla qui est un facteur de la coagulation sanguine et un inhibiteur de la sérine

protéase thrombine. ©¢°€0

Figure 13. Dysinosine
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3. Peptides naturels et synthétiques
La structure principale d'un peptide est la liaison entre les acides aminés individuels

qui sont joints de maniére covalente par des liaisons peptidiques.

L’enchainement des acides aminés qui constituent les peptides se caractérise par un
repliement dans des structures tridimensionnelles caractéristiques tres complexes. Afin
d’adapter une structure stable, le peptide passe par quatre niveaux de structuration nommés

ainsi structures primaire, secondaire, tertiaire et quaternaire. ©¢%

3.1. Structure primaire
Elle est caractérisée par un enchainement des acides aminés constitutifs du peptide,

reliés par des liaisons peptidiques qui s’établissent entre la fonction acide carboxylique d’un

acide aminé et la fonction amine portée par un autre aminoacide.

Il existe deux conformeéres autour de la liaison peptidique (la liaison amide) en

configuration cis (angle= 0°) et en configuration trans (angle= 180°). %

Figure 14. Structure primaire des peptides

3.2. Structure secondaire
Elle désigne un repliement local de la chaine principale des acides aminés c’est-a-dire
I’arrangement spatial de la chaine peptidique. Il existe deux types : ’hélice a et le feuillet f3,
deux structures les plus fondamentales trouvées dans les peptides découvertes par Pauling et

ses collaborateurs au milieu du XX*™ siecle. 269

3.2.1. Hélice a

L’hélice-a est la structure la plus abondante trouvée dans les peptides, cette conformation
existe lorsque la chaine principale du peptide adopte un repliement hélicoidal, elle joue un

rle important dans la détermination de la structure globale des protéines et de leurs fonctions.
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B
Figure 15. Hélice-a en spirale (A), dans un fragment peptidique (B) ¢

La stabilité¢ de I’hélice est expliquée par la formation de liaisons hydrogenes paralleles
a I’axe de I’hélice, entre le groupement carbonyle —CO d’un résidu (i) et le groupement amide
—NH d’un résidu (i+4) avec une distance optimale de 2,72 A entre les atomes du squelette
d'oxygéne et d'azote liés par un H a Dextérieur de I’hélice, ce qui minimise les

encombrements stériques. 169

3.2.2. Feuillet
Les feuillets B sont des structures secondaires constituées de brins polypeptidiques
étendus, un brin B seul n'est pas stable donc la stabilité est assurée par un réseau de liaisons
hydrogénes inter-brins et sont largement présents dans les peptides. Selon la combinaison des

deux brins, il existe deux types de feuillets 3 : (61)

e Feuillet  paralléle : les deux brins possédent la méme orientation

e Feuillet B antiparallele : les deux brins sont opposés.

Figure 16. (A) Structure feuillet f paralléle, (B) Structure feuillet B antiparall¢le (65)
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3.3. Structure tertiaire
La structure tertiaire des peptides est la disposition tridimensionnelle globale de tous

les atomes. Toutes les structures secondaires qui composent le peptide s’organisent dans
I’espace, au fur et a mesure que la longueur d'un polypeptide s'allonge, il se replie pour étre

plus ordonné. La fonction du peptide est liée a sa structure tridimensionnelle.

Dans la structure tertiaire des interactions faibles se créent entre les groupes R des
acides aminés qui composent le peptide. Les interactions du groupe R qui contribuent a la
structure tertiaire comprennent les liaisons hydrogene, les liaisons ioniques et les interactions

dipole-dipdle essentiellement, toute la gamme des liaisons non covalentes. ¢”)

- o o
Y Y B

Figure 17. Structure tertiaire des peptides

3.4. Structure quaternaire

De nombreuses protéines sont constituées d’une seule chaine polypeptidique et n’ont

que trois niveaux de structure.

La structure quaternaire résulte de I’association de plusieurs chaines peptidiques
identiques ou non pour donner un complexe stable et actif, également appelées sous-unités. La
structure quaternaire des protéines fait référence a la disposition de ces sous-unités dans des

complexes tridimensionnels.

En général, les mémes types d'interactions qui contribuent a la structure tertiaire,
principalement des interactions faibles telles que la liaison hydrogéne, maintiennent

également les sous-unités ensemble pour donner une structure quaternaire. ¢”

Figure 18. Structure quaternaire des peptides ©%
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Figure 19. Niveaux de structuration des peptides ©®

4. Synthese des peptides
Les peptides sont des molécules d'une importance capitale dans les domaines de la

santé et de la nutrition. Plusieurs techniques pour leur production sont maintenant disponibles,
parmi lesquelles la synthese chimique en phase liquide et en phase solide qui sont

particuliérement pertinentes. %

La structure d’un peptide, y compris la taille, les caractéristiques de solubilité, la
fonctionnalité de la chaine latérale, le potentiel de racémisation doivent tous étre pris en
considération. La premiére synthése de peptides a été tentée par Théodore Curtius en 1882, ™
Il a fabriqué un dipeptide Bz-Gly-Gly, en mélangeant du chlorure de benzoyle et le sel

d'argent de la glycine.

L'ester éthylique d'éthoxycarbonylglycylglycine a été synthétisé par Emil Fischer. Le
groupe éthoxycarbonyle a ensuite servi de base au développement de groupements protecteurs
pour les groupes amino par Bergmann et Zervas en 1932. ™ Cette découverte a permis
d'éviter la racémisation des acides aminés dans les couplages peptidiques.

4.1. Syntheése en phase liquide

4.1.1. Définition
Cette technique est la méthode classique utilisée dans la synthese des peptides, elle est

amplement décrite dans plusieurs ouvrages et revues.

Les réactions de couplage peptidique sont en général réalisées a partir des acides
aminés dont les fonctions réactives non impliquées dans le couplage sont protégées. Afin
d’éviter la formation de produits secondaires et pour limiter le probléme de la racémisation
pendant 1’étape d’activation—couplage ; 1’allongement de la chaine peptidique du c6té N-
terminal est réalisé acide aminé par acide aminé, synthése étape par étape. (/%
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4.1.2. Principe
La synthese des peptides en solution consiste a mettre en contact les acides amines
dans un solvant avec un agent de couplage, ce dernier va permettre d’activer chimiquement le
brin que I’on veut condenser au niveau de ’extrémité C-terminale du premier acide aminé.
L’addition nucléophile de I’amine du second acide aminé sur I’espéce réactive, suivie de

I’¢limination du groupement activant conduit a la formation de la liaison peptidique. (73)

4.1.3. Les agents du couplage peptidique
Les stratégies permettant l’activation de la fonction acide carboxylique lors du
couplage sont limitées a la méthode des anhydrides mixtes, des carbodiimides, de sels de

phosphonium et 4 la méthode des halogénures d’acide. (/?

4.1.3.1.  Anhydrides mixtes
La méthode de couplage danhydride mixte utilisée dans la synthése peptidique

implique la réaction d'un acide aminé protégé avec un chloroformiate d'alkyle, dont le
chloroformiate d’isobutyle (ICF) étant le plus utilisé, en présence d'une base d'amine tertiaire
pour donner l'acide carboxylique mixte - anhydride d'acide carbonique. L'anhydride est
ensuite mis a réagir avec un nucléophile, qui est un ester d'acide aminé, donnant le peptide

protégé. /¥

0 NMM o] o)
ROOCHN o)
)K/NHCOOR ﬂ,M )k/NHCOOR NH;-R
HO™ THF 0 - - S
N

Zln

1 Rl HN_R

Al

1

Schéma 2. Activation de la fonction acide carboxylique avec ICBF

4.1.3.2. Lescarbodiimides
Les réactifs carbodiimides ont été largement utilisés dans la synthése peptidique car ils

sont raisonnablement accessibles.

Le Dicyclohexylcarbodiimide (DCC) a été signalé pour la premiéere fois par Sheehan
en 1955. La réaction d'un acide carboxylique protégé avec un carbodiimide implique une O-
acylisourée, qui réagit avec le groupement amino pour donner l'amide correspondant,
cependant son utilisation génére la formation du N, N-dicyclohexylurée (DCU) ; un sous-

produit difficile & séparer du peptide. 2757
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Figure 20. Structure du DCC et du DCU

En effet, autres agents de couplage plus efficaces peuvent étre utilisés tel que le

chlorhydrate de N-éthyle-N’-(3- diméthylaminopropyle) carbodiimide (EDCI ou EDC), car

1’urée formée lors de la réaction est soluble dans I’eau. "

Cl

(€]

NH ®
%N/\/ ~

EDCI

\/ N\C

Figure 21. Structure de 'EDC

Afin de minimiser les réactions secondaires, des additifs ont été introduits tel que
I’Hydroxybenzotriazole (HOBt), son role est de protonner la O-acylisourée, tout en
empéchant les réactions intramoléculaires et augmenter ainsi I’efficacité du couplage

peptidique vu qu’ils ont permis de diminuer le taux d’épimérisation. (77

N*N
[
N

\OH
HOBt

Figure 22. Struture de I'Hydroxybenzotriazole (HOB)

4.1.3.3. Sels de phosphonium
Gawne et al. (1969) ® ont été les premiers & décrire l'utilisation de sels de

phosphonium comme réactifs de couplage, ces espéces n'‘ont été largement adoptées qu'apres
les études approfondies de Castro et Dormoy (1973) 9, Castro et al. (1975) © et Coste et al.
(1990) @ qui ont décrit l'utilisation de I'hexafluorophosphate de (benzotriazol-1 yloxy)-
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tris(diméthylamino)phosphonium (BOP) et de I'hexafluorophosphate de (benzotriazol-1
yloxy)tris(pyrrolidino)phosphonium (PyBOP).

Le réactif BOP a été utilisé dans de nombreuses syntheses car il est simple a manipuler
et favorise un couplage rapide. Cependant, il produit de I'nexaméthylphosphorotriamide
(HMPA), un sous-produit qui a été classé comme cancérigéne potentiel pour I'homme. ®
PyBOP est un bon substituant qui présente tous les avantages du réactif BOP et donne des

sous-produits moins nocifs. ('®

N N
ALY \
/ N/N
N /
®
\o—P+NMeQ3 O\P/QN §>
PF6 ® PE 3
o 6
BOP PyBOP

Figure 23. Exemples de sels de phosphonium

4.1.3.4. Halogénures d’acide
La technique des halogénures d'acide est fréquemment recommandée dans les

réactions de couplage peptidique d'acides aminés extrémement encombrés.

e Chlorures d’acide
La méthode du chlorure d'acide a été introduite pour la premiére fois dans la chimie
des peptides par Fisher en 1903. ¢?

La chloration des acides aminés a été réalisée avec divers réactifs de chloration, tels

que le chlorure de pivaloyle, le chlorure de thionyle et le chlorure d'oxalyle, etc.

0

ﬁ cl 0
/S\ > f
Cl Cl of
o) Cl
Chlorure de pivaloyle Chlorure de thionyle Chlorure d'oxalyle

Figure 24. Exemples de quelques agents de chloration
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Le chlorure de thionyle dans la pyridine est I'agent de chloration le plus utilisé parce

qu’il permet de réaliser des couplages avec des acides aminés encombreés.
R, R>

Ry OH socl R, Cl
\H 2 \H

@) @)

Schéma 3. Préparation d’un chlorure d’acyle

e Fluorures d'acide
Etant donné que les fluorures d'acides aminés ont montré une meilleure stabilité vis-a-
vis des chlorures, plusieurs réactifs de fluoration acide ont été développés tel que les sels de
hexafluorophosphate et le fluorure cyanurique, ce dernier convertit facilement les acides

aminés en fluorures d’acides correspondants.

Pour les acides aminés stériquement encombrés, la méthode au fluorure d'acide a
donné d'excellents rendements dans les réactions du couplage peptidique. De plus, la
préparation des fluorures d'acides n'est pas soumise a la limitation des chlorures d’acides en

cas de chaine latérale protégé par des t-butyles. (*59

F
. L :
X
R, OH N N R, F
\H + | » N~ N
= H
o) F N F o

Fluorure cyanurique

Schéma 4. Préparation d'un fluorure d'acyle
4.2. Synthese peptidique en phase solide

4.2.1. Définition
La synthése peptidique en phase solide (SPPS) a été introduite par Merrifield pour la
premiére fois en 1963. ®¥ Cette technologie a gagné en pertinence et des progrés significatifs

ont été réalisés dans le développement de supports et de groupes protecteurs. €
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Ces derniers ont contribué ainsi a I'avancement de la chimie organique en tant qu'outil

puissant pour la recherche sur les protéines et les peptides.

4.2.2. Groupements protecteurs
La selection des groupements protecteurs appropriés est treés cruciale. En effet, ils
doivent satisfaire a certaines exigences dans les conditions de réaction pendant tout le
processus de synthése mais également ils peuvent étre éliminés efficacement dans des

conditions douces. ©©

Les deux principales stratégies de protection développées dans la synthese peptidique

en phase solide sont connues : ©”

e t-Boc/Benzyle
Cette stratégie est la plus ancienne, elle est basée sur I’utilisation du couple
t-Boc/benzyle, ou le t-Boc est utilisé pour la protection du groupe amino et le benzyle pour les

chaines latérales de plusieurs acides aminés.

L'acide aminé protégé par N-Boc est attaché a la chaine peptidique au cours de la
synthése, ensuite le groupe Boc (tert-butyloxycarbonyle) est déprotégé avec I’acide
trifluoroacétique (TFA) pour que la fonction amine soit libre pour un autre couplage avec un
autre acide aminé protégé par N-Boc. D'autres groupes fonctionnels sur les résidus d'acides

aminés doivent également étre protégés pendant la synthése. ¢

Le traitement avec de l'acide fluorhydrique clive le produit final de la résine et aussi
les groupes fonctionnels sur les résidus a la derniére étape. Cependant, cette stratégie présente
un inconvénient majeur qui est l'utilisation de I'acide fluorhydrique, parce que ce réactif est un

produit chimique trés corrosif qui pourrait mettre en danger la santé humaine. ©®

e Fmoc/t-Butyle
Le groupe Fmoc (9- fluorényl méthoxycarbonyle) est utilisé pour la protection du

groupe amino et le groupe tert-butyle pour les chaines latérales de plusieurs acides aminés. ©®

Pour éviter les risques graves pour la santé, la stratégie Fmoc/t-Bu est utilisée comme
alternative. Dans ce cas, I'extrémité N de chaque acide aminé impliqué dans les couplages a la
chaine peptidique en croissance est protégée par le groupe 9-fluorénylméthoxycarbonyle
(Fmoc) au lieu du groupe Boc. Car le groupe Fmoc peut étre deprotégé avec une base douce

telle qu’une solution de pipéridine dans le DMF en quelques secondes. D'autres groupes
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fonctionnels sur les résidus d'acides aminés sont protégés par un groupe t-butyle qui peut étre

facilement éliminé avec du TFA plutdt que de I'acide fluorhydrique. €

4.2.3. Support solide
Les supports solides doivent répondre a plusieurs exigences : les particules doivent
étre de taille conventionnelle et uniforme, facilement filtrables, chimiquement inertes et
stables dans les conditions de synthése. Aussi, hautement accessibles aux solvants permettant
la pénétration des réactifs au sein de sa microstructure. lls ne doivent pas interagir

physiquement avec la chaine peptidique au cours de synthése. ©%

Plusieurs supports polymeres sont maintenant disponibles qui peuvent étre dérives
avec des groupes fonctionnels pour produire une liaison trés stable avec le peptide au cours de

synthése. ® Comme exemples : ©¢*

e La p-méthoxybenzhydrylamine (MBHA), le 4-
hydroxyméthylphénylacétamidométhyle  (PAM) et  I'hydroxyméthyle :
représentent les résines fonctionnalisées utilisées pour le t-Boc/BzI,

e Les résines  fonctionnalisées  4-(2',4'-diméthoxyphényl-aminométhyl)-
phénoxyméthylpolystyrene (Rink), le chlorure de 2-chlorotrityl et le

diphényldiazométhane utilisées pour le Fmoc/tBu.

4.2.4. Principe
Les chaines d'acides aminés sont synthétisées partie par partie or le C-terminal du

premier acide aminé est lié a la résine tandis que 1'autre extrémité c’est-a-dire le N-terminal va
réagir avec l'acide aminé suivant. Lors de chaque étape de 1’allongement de la chaine, le
groupe amine terminal du deuxiéme acide aminé est protégé par des groupements Fmoc ou

Boc comme décrit précédemment.

Apres le couplage, le groupe protecteur sera éliminé par traitement avec l'acide
trifluoroacétique (TFA) dans la stratégie t-Boc et avec la pipéridine dans la stratégie Fmoc.
Ensuite lI'acide aminé N-protégé est couplé a la chaine peptidique déja synthétisée liée a la

résine, une fois couplé son groupe amine est déprotégé. ¥

Ce cycle de couplage-déprotection est répété jusqu'a ce que la séquence d'acides
aminés souhaitée ait eté synthétisée. Enfin, le complexe peptide-résine est clivé pour donner

le peptide brut qui doit étre purifié par diverses méthodes. 98

22



Chapitre (1) : Etude bibliographique

5. Deérives de peptides
Les peptides sont des cibles attrayant pour la découverte de médicaments car ils sont
essentiels pratiquement & tous les processus biochimiques. ®» Les peptides influencent de
nombreux mécanismes physiologiques importants et contrdlent presque toutes les fonctions
vitales chez I'nomme, y compris la défense immunitaire, la digestion, le métabolisme, et la

sensibilité a la douleur, .. .etc. ©?

Cependant, les attributs de puissance et de spécificité présentés par ces structures sont
contrebalancés par des faiblesses intrinseques qui entravent leur utilisation clinique, en

particulier ; 3

e Stabilité limitée vis-a-vis de la protéolyse, entrainant de courtes demi-vies dans le
tractus gastro-intestinal et dans le sérum.

e Une faible perméabilité a travers les barrieres membranaires, de mauvaises propriétés
d'absorption et de transport, en raison d'une masse moléculaire relativement élevée.

e Interaction avec plusieurs cibles, entrainant une mauvaise sélectivité.

Par ailleurs, les chercheurs ont accumulé une richesse de connaissances et
d'expériences dans le développement de nouvelles stratégies afin de résoudre ces limitations
inhérentes. Le principe consiste a modifier la structure du peptide en gardant toujours une
similitude identifiable avec les peptides parents d’ou la conception de nouvelles molécules

dérivés de peptides. D’apres la littérature on distingue :

5.1. Les isostéres

Le terme isostére a été introduit pour la premiére fois par Irving Langmuir en 1919, il
I’a défini comme étant des molécules qui devraient présenter des propriétés physico-

chimiques similaires a la cible. ©+%%

H. G. Grimm a développé cette définition au début des années 1920. Cette premiére
hypothése des isosteres décrit la capacité de certains groupes chimiques a imiter d'autres

groupements. ®7)

Sur la base de son application dans les systemes biologiques, Harris Friedman a
introduit le terme « isostére » en 1950 qui comprenait toutes molécules qui correspondent a

une activité biologique similaire, agoniste ou antagoniste. °®
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Aujourd'hui, la définition encore plus élargie des isosteres introduite par Alfred
Burger au début des années 1990 est utilisée. Les isostéres sont des « composes ou groupes
chimiques qui possédent des formes et des volumes moléculaires presque égaux,

approximativement la méme distribution d'électrons. » %109

5.2. Les peptidomimétiques

5.2.1. Définition
Les premieres definitions se concentrent plutdt sur de petits squelettes moléculaires,
qui organisent leurs groupes fonctionnels dans un espace 3D analogue a la topologie de la
conformation active d'un peptide. ®Y Appelés aussi pseudo-peptide, ce sont des petites

molécules qui miment les propriétés bioactives du peptide 2

Ce sont des composés ayant des pharmacophores mimant la conformation en trois
dimensions d’un peptide naturel. Ils gardent leurs affinités avec la cible biologique et

produisent les mémes effets biologiques que le composé parent. (0¥

Les définitions actuelles sont tres larges, couvrant toutes les molécules, congues pour

imiter le potentiel d'interaction des peptides naturels. (%410

5.2.2. Conception des peptidomimétiques
Il existe plusieurs approches conceptuellement différentes pour la génération de

peptidomimétiques avec une stabilité et des propriétés pharmacodynamiques améliorées. Le
choix de la stratégie de conception dépend des informations acquises du peptide ou protéine

cible en termes de structure, séquence, fonction et caractéristiques.

Le développement d'un composeé peptidomimétique a partir d'un peptide bioactif est lié
a la compréhension des résidus clés du peptide parent, ° commencant principalement par
I’identification de la protéine cible et le récepteur biologique (ligand, peptide bioactif).
Ensuite procéder a la recherche du segment bioactif le plus court avec 1’utilisation des
analogues peptidiques structurellement contraints jusqu’a [’établissement d’un
pharmacophore. En fin, le criblage de banques de petites molécules respectant les propriétés

du pharmacophore. @

En effet, différentes approches synthétiques permettent [l'optimisation des
peptidomimeétiques, donnant ainsi accés a des candidats thérapeutiques disponibles par voie

orale et qui se résument dans les points suivants :
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5.2.2.1. Modifications locales
La modification d'un peptide par des variations minimales a des positions spécifiques

est l'approche la plus conservatrice et la stratégie réussie pour la conception de
peptidomimétiques de premiere génération. Ces modifications sont limitées a des acides
aminés uniques et sont réalisées en introduisant des isostéres de la liaison peptidique, de

chaines latérales et de groupements chimiques ressemblant & des motifs dipeptidiques. ©
5.2.2.1.1. Isosteres de liaison peptidique

Une approche générale en chimie peptidomimétique consiste a remplacer les liaisons
peptidiques par des groupements appropriées, ces modifications peuvent affecter les
caractéristiques chimiques de la liaison peptidique, spécifiqguement liées au profil
conformationnel et par conséquent l'affinité de liaison avec la protéine cible. Parmi les

isosteres de liaison amide qui ont été proposés on cite :

e Thioamide
Le thioamide est obtenu en remplacant I'oxygéne du groupe carbonyle par un atome de
soufre. Le proton du groupe thioamide établit des interactions de liaison hydrogene plus fortes

que le proton NH correspondant de la contrepartie amide. 3199

e Alcenes
Les isostéres d'alcéne sont caractérisés en remplacant la liaison C-N par une liaison
C=C dans le peptide, ce qui entraine des différences marquées dans les propriétés
électrostatiques entre les isostéres d'alcéne et I'amide correspondant **?. Le moment dipolaire
d'un alcéne isostére est bien inférieur & celui d'une liaison amide “*¥, par conséquent, les

interactions dipolaires impliquant les isosteres d'alcéne sont beaucoup plus faibles.

e Triazole
Le cycle triazole avec sa structure plane posséde un profil de liaison hydrogene
similaires a ceux des atomes d'azote et d'oxygene de la liaison amide, par conséquent cet

hétérocycle peut améliorer la stabilité chimique globale dans les systémes biologiques. ©
5.2.2.1.2. lIsosteres de la chaine latérale

La modification des chaines latérales d'acides aminés est une approche

complémentaire pour les variations locales du peptide parent.
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Plusieurs substituants des chaines latérales basiques et acides ont été développés pour
réduire ou améliorer la basicité et ’acidité des peptides afin de moduler leurs interactions

ioniques fortes.

e |sosteres de guanidine dans les peptidomimétiques d*arginine
De nombreuses enzymes présentent une préférence pour le résidu arginine qui se

trouve dans de nombreux substrats naturels et dans les inhibiteurs synthétiques.

Le groupement guanidine hautement basique incorporé dans des inhibiteurs d'enzymes
ou des antagonistes de récepteurs est souvent associé a une faible sélectivité et une faible
biodisponibilité. Les mimétiques d'arginine sont congus pour réduire la basicité afin

d'améliorer la biodisponibilité orale. **2)

e Isosteres de I'acide aspartique et de I'acide glutamique
Un probleme important dans la conception et la synthese d'un peptidomimétique est lié
au remplacement des groupes carboxyliques d'acides aminés comme l'acide aspartique et
glutamique. Pour modifier I'acidité ou la lipophilie sans affecter le pKa, par exemple, les
tétrazoles présentent des valeurs de pKa comparables a celles d'un acide carboxylique, tout en

augmentant la lipophilie grace au cycle aromatique. %

5.2.2.1.3. lsosteres de dipeptide

Une modification locale d'intérét pour le développement des peptidomimétiques et en
particulier pour les inhibiteurs de protéase, est la substitution des dipeptides par des fragments
moléculaires alternatifs, souvent cycliques, capables de mimer ce fragment sans la présence

de la liaison amide. ©

Une approche trés courante pour le développement des isosteres dipeptidiques, a coté
de l'introduction de fragments a une séquence dipeptidique, est la synthése d'acides 5-aminés.
Les acides &-aminés sont des substituants isostériques des unités dipeptidiques, et leur
application dans le domaine des peptidomimétiques a été largement rapportée. Des exemples
pertinents d'acides d-aminés comprennent des composés linéaires, cycliques et bicycliques ont

été développés. 1%
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Restrictions globales

Le peptide macrocyclique présente plusieurs avantages pour améliorer la qualité du

composé bioactif en termes de biodisponibilité et de puissance, il se replie en une

conformation bien définie, ce qui entraine une selectivité des récepteurs et une affinité de

liaison plus élevées en réduisant les effets secondaires défavorables.

Les stratégies de cyclisation peuvent étre classées en quatre groupes différents :

(6,105)

. (113)

Téte a queue : en cyclisant les deux extrémités N- et C-terminales d'une
structure peptidomimétique généralement par des réactions de lactamisations
qui sont réalisées en haute dilution pour favoriser la réaction intramoléculaire.
Chaine latérale a chaine latérale : en exploitant des groupes fonctionnels
réactifs sur la chaine latérale d'acides aminés. La cyclisation est obtenue entre
des résidus basiques et d'acides aminés pour former une liaison amide. Par
exemple des acides aminés de la cystéine sont utilisés pour le développement
de peptidomimétiques cycliques grace a des ponts disulfure entre les deux
chaines latérales.

Téte a chaine latérale : représente des cyclisations entre Il'extrémité N-
terminale et un groupe fonctionnel de la chaine latérale d'un acide aminé.
Chaine latérale a la queue : dans ce cas, la cyclisation peut avoir lieu entre

I'extrémité C-terminale et un groupe fonctionnel d'un acide aminé.

5.2.3. Intérét biologique

Plusieurs composés peptidomimétiques ont déja été approuvés en tant que

médicaments, ou ils sont en phase d'essais cliniques avancés, avec une application dans le

traitement de différentes pathologies, allant des maladies infectieuses au cancer et aux

maladies rares. © citons comme exemples :

La murépavadine est le premier peptidomimétigue membre d'une nouvelle classe

d'antibiotiques. 1l est en cours de développement comme thérapie par inhalation dans le

traitement de l'infection respiratoire & Pseudomonas aeruginosa. Ce dérivé n'a pas d'action

contre les autres bactéries & Gram négatif. ¢
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Figure 19. Murépavadine

La brilacidine, connue sous les noms de PMX30063, Radnor, est un nouveau anti-
infectieux en cours de développement pour le traitement des infections oculaires. C’est un
analogue non peptidique qui imite les propriétés structurelles d'une défensine naturelle. Les
défensines font partie du systeme immunitaire inné qui sert de premiere ligne de défense
contre les microbes de la surface oculaire. La brilacidine agit principalement sur la membrane
cellulaire bactérienne d'une maniére similaire a la daptomycine. Elle présente un spectre large,

couvrant des bactéries & Gram positif et négatif. **
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Figure 20. Brilacidine
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Lifitegrast (nom commercial Xiidra®), est une solution ophtalmique indiqué pour les
signes et les symptomes de la sécheresse oculaire, approuvé aux Etats-Unis en juillet 2016 et
au Canada en janvier 2018. *©

Figure 21. Lifitegrast

Tirofiban (Aggrastat) est un peptidomimétique de synthése, c’est un inhibiteur de
nature non peptidique dérivé de la tyrosine. Il posséde une structure chimique qui lui permet

de reproduire I’effet d’une séquence RGD (Arginine, Glycine et acide Aspartique). Le

tirofiban est approuvé pour le traitement du syndrome coronarien aigu. *"1®

H O
\\\\\N\ //
0]
O HO @)

Figure 22. Tirofiban

Le captopril est un médicament approuvé par la FDA, il est utilisé dans le traitement

de I'hypertension artérielle et de la néphropathie diabétique. 192

CH,

SH N

C : _wCOOH

Figure 23. Captopril

Le molibresib (GSK525762) a démontré une activité anti tumorale contre le cancer du

sein. 2V
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Figure 30. Molibresib

L'indinavir appelé aussi Crixivan est une pipérézine appartenant a la classe des

inhibiteurs de protéase, il est utilisé pour traiter le VIH/SIDA. 2%

\\\\“ - N r
NH

Figure 31. Indinavir

Le siméprévir est un médicament dont les noms commerciaux sont (Olysio™ ;
Galexos™ ; Sovriad®) c’est un inhibiteur de la protéase administré par voie orale et utilisé

pour traiter I'infection chronique par le virus de I'hépatite C (VHC). #2319

Figure 32. Siméprévir
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La macimorelin, mimétique de la ghréline, est un agoniste des récepteurs de la
ghréline actif par voie orale indiquée pour le diagnostic du déficit en hormone de croissance
chez l'adulte aux Etats-Unis. %%

S N\_nNH
-~ HN
HN—/ % \
WHN\
HN O (@]

H,N

Figure 33. Macimorelin

L'icatibant, un peptidomimétique composé de dix acides aminés, c’est un antagoniste
sélectif des récepteurs de la bradykinine B2, il a été approuvé dans plus de 30 pays dans le
monde pour le traitement symptomatique des crises aigués d'angiocedéme héréditaire chez
l'adulte. @2

Figure 34. Icatibant
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6. Conclusion

Les peptides sont des biopolymeres enchainant des acides aminés comme sous-unités.
IIs constituent des agents thérapeutiques importants. Cependant, les peptides utilisés comme
médicaments possédent certains aspects négatifs qui résident principalement dans une faible
sélectivité, ils sont trés rapidement dégradés dans 1’organisme humain avec une quantité
insuffisante pour atteindre la cible. Pour résoudre ces problemes tout en conservant les effets
thérapeutiques des peptides, le concept de composés peptidomimétiques est apparu, ce sont
des composés congus pour imiter un peptide biologiquement actif, mais a des différences
structurelles qui donnent plus d'avantages pour leur fonction en tant que médicament. Cette
modification leur confere une stabilité accrue, une résistance aux protéases et une tendance a

adopter une conformation.

Ce travail constitue donc le développement de nouvelles approches dans la synthése
des mimes de peptides a motif hétérocyclique en utilisant des acides aminés comme produits
de départ. Ces derniers permettent d’introduire une chaine hydrophobe et une chiralité aux
peptidomimétiques. Les stratégies de synthése décrites dans ces travaux sont présentées dans
les chapitres suivants.
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CHAPITRE 2

SYNTHESE DE PEPTIDOMIMETIQUES A MOTIF OXAZOLIDINONE

1. Introduction

Les oxazolidinones sont des hétérocycles a cinq chainons composés d’un atome d'azote et

d'oxygene et un groupement oxo. Ainsi il existe plusieurs oxazolidinones.

0 o 0 0
NH NH NH
1,3-oxazolidine-2-one 3

1,3-oxazolidine-5-one

1,3-oxazolidine-4-one

Figure 24. Différents types d'oxazolidinone

Dans notre travail de thése nous nous sommes intéressés a la synthése des
1,3-oxazolidinones couramment appelés 2-oxazolidinones ou oxazolidin-2-ones. Ces derniers
sont des hétérocycles a cinq chainons renfermant a la fois un atome d’oxygene et un atome

d’azote liés entre eux par un groupe carbonyle formant ainsi un cycle carbamate.

Figure 25. Structure du 1,3-oxazolidin-2-one

Ces hétérocycles sont des cibles importantes en synthése organique. lls trouvent une
large application comme auxiliaires chiraux et comme ligands. Leurs propriétés sont devenues

une cible privilégiée pour les chimistes organiciens.
2. Intérét biologique

Les dérives contenant un hétérocycle 1,3-oxazolidin-2-ones présentent un large

éventail de propriétés biologiques et pharmaceutiques.
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2.1.  Effet antimicrobien
Les dérivés des oxazolidinones sont connus pour inhiber la biosynthése des protéines et

agir contre un large spectre de bactéries a Gram positif. *” L’exemple le plus connu est celui
du Linézolide, un antibactérien synthétique commercialisé sous le nom de Zyvox, qui a regu
le Prix Galien 2003 en Allemagne, en tant que médicament innovant de premier plan. 1l est
actif contre la plupart des bactéries a Gram positif résistantes a d'autres antibiotiques en
particulier le Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline et le streptocoque

pneumocoque résistant & la pénicilline. %)

@)
- o
O N N H
__/ \/K/N 0
: ¥
Figure 26. Structure du Linézolide

Par ailleurs, plusieurs dérivés du Linézolide ont été développés en accord avec une

activité antibiotique importante, citons comme exemples :

e Le phosphate de tédizolide :

C’est le deuxieéme antibactérien des dérivés de 1’oxazolidinone disponible dans le
commerce, ™ il a été approuvé par la FDA le 20 juin 2014 pour la vente par Cubist
Pharmaceuticals en tant que phosphate de tédizolide (SIVEXTRO®), 39 il est disponible
sous forme de comprimé oral et de poudre pour injection intraveineuse. C'est un pro-
médicament qui est rapidement converti en composeé actif tédizolide. Ce dernier a une activité
contre un large éventail d'agents pathogenes a Gram positif, y compris le Staphylococcus
aureus résistant a la méthicilline. ™ 1l est approuvé pour traiter les infections bactériennes

aigués de la peau et des structures cutanées. 2

0]
N=N N=
N wN ©Q NN NS N>\\o OH
N 7
F H O—IID—OH F H

OH
Phosphate de tédizolide Tédizolide

\/;O

Figure 27. Les premiers dérivés de Linézolide
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e Radézolide (RX-1741)
C’est un dérivé utilisé dans le traitement des infections cutanées avec des structures non
compliquées et la pneumonie communautaire. **? Le radézolide est actif contre quelques

bactéries & Gram négatif. %%

e Sutézolide (PNU-100480, PF-02341272)
Un antibactérien qui appartient a la classe des oxazolidinones identifié par Pfizer, utilisé

pour le traitement de la tuberculose. 3%

e Ranbézoliode

C’est un agent antibactérien appartenant a la famille des oxazolidinones, il inhibe la
synthése des protéines bactériennes chez Staphylococcus aureus et Staphylococcus
epidermidis. 2%

e Furazolidone

Le nom commercial est Furoxone, c’est une molécule qui posséde le motif
oxazolidin-2-one mais ne faisant pas partie de la famille du Linézolide. Il est utilisé comme
un agent antibactérien a large spectre d'activité et en médecine humaine et vétérinaire pour le
traitement des infections entériques, a la fois bactériennes et amibiennes. Il est impliqué

méme pour les infections de type Salmonella spp. ®*5%°)

0 0
h(—N N>¥o HN'< d \NAQN%O HN
— L~ o N/ L~ o
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? o
_N-
o’ 4 o / / |
0 / >¥ ¢}
N/ \N W O HN ‘\/N—N 0 NO
2
__/ \J“/ 0
F H
Furazolidone
Ranbézoliode

Figure 28.Autres dérivés antibiotiques
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2.2.  Effet sur le systeme cardiovasculaire

Le rivaroxaban commercialisé sous le nom Xarelto® est un anticoagulant, il a été
enregistré par la FDA dans la prévention des accidents thrombo-emboliques. ®"1%® || est

efficace dans le traitement de I'embolie pulmonaire * et en prévention des phlébites.

; @% O CI
\_/ =

Rivaroxaban o

Figure 40. Dérivés anticoagulant

2.3.  Effet sur le systeme respiratoire

Le chlorhydrate de fenspiride possede des propriétés anti-bronchoconstrictrices et anti-

inflammatoires dont le nom commercial (Pneumorel®), il est utilisé pour traiter la toux au
cours d'affections des poumons ou des bronches. ¢4V

Fenspiride

Figure 41. Dérivé a activité anti-inflammatoire

2.4. Effet immunomodulateur

(-) - La cytoxazone est un oxazolidin-2-one 4,5-disubstitué, elle a été isolée par
Kakeya et al. 14 & partir de cultures d'une espéce Streptomyces sp. C’est une molécule qui

présente un effet modulateur de cytokine qui agit sur les processus d’autorégulation du
systéme immunitaire. (43149

HO

OMe
N

Figure 42. (-) - Cytoxazone
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2.5. Effet sur le systeme nerveux (action sur les troubles de I’humeur)

La Toloxatone (Humoryl ®), est un antidépresseur commercialisé en France en 1985. Son
activité pharmacologique est basée sur l'inhibition sélective et réversible de la monoamine

oxydase de type A. 4

?/JO\/OH

Toloxatone

Figure 43. Dérivé antidéepresseur

2.6.  Autres effets
La méphénoxalone (nom commercial Dorsiflex®) est un relaxant musculaire, il s'est

également avéré utile dans le traitement des patients présentant une anxiété et une agitation

marquées avec la dépression. 4%

Le métaxalone est un autre exemple de méme type, il agit dans le systéme nerveux central
pour produire des effets relaxants musculaires, il est commercialisé dans les Etats-Unis sous
le nom Skelatin®. Ces produits sont indiqués comme un complément au repos, a la
physiothérapie et a d'autres mesures de soulagement aux douleurs associés aux affections

musculo-squelettiques aigués et douloureuses, (41147:149)

o 0\.’/0 0 o\]/o
0— \—</N H \—</NH
Méphenoxalone Métaxalone

Figure 44. Exemples des relaxants musculaires

Le zolmitriptan (nom commercial Zomig®) est un antimigraineux, il est utilisé pour le
traitement de la crise migraineuse, son efficacité a été prouvée sur la céphalée et aussi sur les

symptomes digestifs associés (nausées et le vomissement). (49

L’anacétrapib est un inhibiteur trés sélectif potentiel et puissant de CETP qui est une protéine

de transfert des esters du cholestérol, I’inhibition de cette protéine est une stratégic
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prometteuse pour augmenter les lipoprotéines de haute densité (HDL-C) et réduire le risque

cardiovasculaire. 9

|’,m

Me
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\
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Zolmitriptan , .
Anacétrapib FsC

Figure 45. Autres dérivés des oxazolidin-2-ones

3. Synthése de I’oxazolidinone

3.1. A partir des amino-alcools

3.1.1. Utilisation du phosgéne

Un certain nombre de réactifs ont été utilisés avec des amino alcools pour former des

oxazolidinones. Les premiers procédés avaient tendance a utiliser le phosgéne dans des

réactions avec des amino-alcools, dans ce cas I'amine ne peut pas étre tertiaire.

CocCl,
\ _KHCO;
ooc

92%

NH,. HCI
COzMe

OH O

Schéma 5. Syntheése a partir des amino-alcools et phosgene

3.1.2. Utilisation de carbonates d’alkyle

Les oxazolidin-2-ones substituées étaient facilement accessibles a partir des alcools
aminés correspondants. La formation des produits a été obtenue sous irradiation micro-ondes
(125-135°C), differents réactifs en preésence de carbonate de diéthyle et de méthylate de

sodium  ont été utilisés. 52159
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Q 0
H,N OH )J\ H
\ / C,Hs0 OC,Hs >N
A > 0
/5 5\ MeONa
R1 R R Rs MW 125 - 135 °C
2 M4 100 - 145 W

87-98 %

R2:Bn, R1:R3:R4:H
Rzzi'Pr, R1:R3:R4:H
Rl:CHg,R3:Ph,R2:R4:H

Schéma 6. Synthése des oxazolidin-2-ones par irradiations micro-onde

Cette procédure a été rapportée méme dans des conditions classiques c’est-a-dire faire

chauffer I’amino alcool dans le carbonate de dié¢thyle au reflux en présence d’une base qui

permettra d’arracher le proton de I’hydroxyle. (154)
H
(Et0),CO
H,N NaOMe —
\/\OH Reflux ©
8h 0
78 %

Schéma 7. Synthése des oxazolidin-2-ones par chauffage

Les oxazolidinones substituées peuvent étre également synthétisées en une seule étape

a partir des éthers vinyliques des amino alcools et le carbonate de diméthyle, un réactif peu

coliteux et non toxique catalysée par une base (méthylate de sodium). %%

OH NH
HZN/\[ OMe  NaOMe \/E >§o
O/\/O\/ + 0= Re_ﬂux» /\O/\/O o
OMe ~ 2 MeOH
97%

Schéma 8. Synthése a partir des éthers vinyliques des amino alcools

3.1.3. Utilisation du dioxyde de carbone

La synthése des oxazolidin-2-ones a partir d'amino alcools et du dioxyde de carbone en

I'absence de catalyseurs a été rapportée par Bhalchandra et al. **®
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Les alcools aminés interagissent avec le dioxyde de carbone (CO;), produisant
I’oxazolidinone, cette synthese a été réalisée a des températures et pressions élevées dans le
méthanol. Ce dernier peut étre facilement séparé par évaporation pour obtenir le produit
désiré, sans I’utilisation de catalyseur ce qui donne un processus simple, pratique et
écologique. Les amino alcools de départ peuvent étre N-substitués, avec ou sans substitution

sur le carbone portant la fonction alcool.

o)
H,N OH )k
MeOH
+ co, T2, NH
60 bar 150°C
6h \ <
72%

Schéma 9. Synthése d'oxazolidinone avec dioxyde de carbone sous pression

3.1.4. Utilisation de ’urée

Une autre méthode s’est avérée générale et pratique pour la synthése du
2-oxazolidinone combinant une facilité de manipulation avec des rendements raisonnables

basée sur un chauffage des B-amino alcools ou leurs chlorhydrates avec l'urée. 5"

Il a été rapporté que cette réaction se déroule par I’intermédiaire B-hydroxyéthylurée,

suivie d’une perte d’ammoniac pour donner le 2-oxazolidinone.

NH,. HCI
OH
HO o .. |Ph H Pho 5
. )j\ 170°C . NH, o

Ph H,N" ONH, 20mn | py T Ph

Ph NH

ol
L ] 82%

Schéma 10. Synthése a partir des B-amino alcools et l'urée

3.1.5. Utilisation de I’isocyanate

Les dérivés d'urée sont obtenus par réaction de Pf-amino alcools avec le cyanate de
potassium. L'urée substituée est ensuite cyclisée par chauffage *® ou avec de l'acide

chlorhydrique “*%. Ce procédé donne lieu & la formation de I'oxazolidinone.
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Ph Ph
5 B H o,
X OH KOCN 2 N NH2
HzN/\g/ AcOH HO/\s/ E
= A s H, o+ pp
Ph Ph O

62%
Schéma 11. Synthése a partir des -amino alcools et le cyanate de potassium

3.1.6. Utilisation du triphosgéne (carbonate de bis (trichlorométhyl))

Une procédure simple et facile de la préparation du (4R, 5S) -4,5-diphényl-2-
oxazolidinone a été rapportée par Akiba et al, ** basée principalement sur une réaction de
condensation entre le (1S, 2R) - (+) - 2-amino-1,2-diphényléthanol et le triphosgéne dans le
dichlorométhane. Cette méthode permet d’obtenir la molécule cible dans des conditions de

réaction douces et avec un rendement quantitatif.

HO Ph  cl,c0),c=0 0 Ph
Et;N
> 0
CH,Cl,
N
H,N Ph zh N Ph
99%

Schéma 12. Synthése a partir des amino alcools et triphosgéne

3.2. A partir des amino-acides

La cyclisation peut étre réalisée également par une addition du di-tert-butyl-di-carbonate
et le chlorhydrate de I'ester méthylique de la L-sérine en présence de la triéthylamine et la 4-
diméthylaminopyridine (DMAP) qui est connu sous le nom de catalyseur d’acylation sélective

a température ambiante dans le toluéne. ®V Le N-tert-butoxycarbonyl-I, 3-oxazolidine-4-one
est obtenu avec un rendement de 60%. 6%

Boel.O Boc
NH, HCI (o0
’ 4-Diméthylaminopyridine

N
HO\)\ Et;N =H3COOC////,,,, YO
COOCH;4 Toluéne

1h, t.a O
60%

Schéma 13. Réaction d'amino alcool avec Boc,O-DMAP
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Le chlorhydrate d'ester éthylique de L-phénylalanine a été converti en ester éthylique
N-Boc correspondant en présence de di-tert-butyl dicarbonate ((Boc),0), suivi par la
réduction de la fonction ester en utilisant NaBH,. La cyclisation a été effectuée en traitant
I'alcool résultant avec NaH, produisant le dérive d'oxazolidin-2-one correspondant avec un

rendement quantitatif. 6

0 O
(1) Boc,0, 0.5M aq. Na,COj3
CIH H2N Dioxane/H,0 (2:1), t.a, Sh
OFt » HN O
(i) LiCl ,NaBH,, EtOH, 0°C a t.a 18h
R (iii) NaH, DMF, 0°C a t.a, 3h
R=Bn R
R= iPr Rdt=98%

Schéma 14. Préparation de l'oxazolidinone d'Evans

Le chlorhydrate méthylique de la phénylalanine a été acylé avec du chloroformiate
d'éthyle dans du bicarbonate de sodium aqueux, la réduction de la fonction ester a été
effectuée en utilisant un mélange du borohydrure de sodium et chlorure de calcium pour
donner I’alcool avec un rendement quantitatif. Par la suite, ce dernier a été dissous dans du
toluéne chaud au reflux en présence du carbonate de potassium pour engendrer

I’oxazolidionone correspondante avec un rendement tres satisfaisant.

0 CICO,Et O
R NaHC03 R NaBH4, CaC12 R K2C03
OMe  ta OMe THF, EtOH Tolusne.
93% 0°C - ta oluene
NH,. HCI NHCOOEt 97, NHCOOEt Reflux R
96%
R=Ph-CH,

Schéma 15. Synthese d'oxazolidinone a partir de I'ester méthylique de la phénylalanine

Une autre méthode de synthése des 1,3-oxazolidin-2-one a été proposée par Bull, SD
et al. Le traitement de 1’ester méthylique d’acide a-aminé N-Boc avec un exces de réactif de
Grignard donne 1’amino alcool protégé N-Boc, qui cyclise par une catalyse basique t-BuOK

pour donner le 2-oxazolidinone. %9
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0
Ph
: OMe Boc,0 Ph h Q Ph )J\
Me 50¢C; H P MgBr = _
1 2 3t—BuO /\H/ “THF 1By oy THE |
pd 'Ph 5
Ph “Ph
66%
Schéma 16. Préparation de I'oxazolidinone par Bull et al

3.3. A partir de peptides

Une cyclisation en une seule étape, d’une séquence peptidique contenant deux sérines
consécutives, avec le DSC dans un mélange de solvant (DCM/DMF) et en présence du

DIPEA en quantité catalytigue a donné la di-oxazolidin-2-ones correspondante. Apres
isolement par chromatographie sur colonne

, le produit est obtenu avec un excellent
rendement. ¢
0
DSC /ﬂ/ ﬁ/
_DIPEA
Ts——Ser—Ser—NH,
DCM/DMF
ta
82%

Schéma 17. Préparation de I'oxazolidinone a partir d'un peptide

En traitant un mélange de peptides contenant de la sérine et du DSC dans N, N
diméthylformamide (DMF) avec une solution de DIPEA dans du dichlorométhane a

température ambiante donne le N-sulfonyl peptide contenant le motif oxazolidin-2-one avec
un excellent rendement. %)

Ts

“ H,N Ts Q NH,
Ala— Ala—— N Phe DSC Ala—Ala Phe”
DIPEA N
DCM/DMF
t.a
O (o)
0
OH 95%

Schéma 18. Autre exemple de synthése de I'oxazolidinone a partir d'un peptide
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3.4. A partir d’amines
L'alkylation d’isatine avec le dichlorhydrate de bis (chloroéthyl) amine a température
ambiante, en utilisant des conditions de catalyse par transfert de phase conduit a une synthese
(167)

monotope d’un oxindole contenant un noyau oxazolidinone.
o (0]
K,CO >\O
203 O
AN

0
o+ N TBAB
DMF
N Il HC O
H 72h
60%

Schéma 19. Synthese d'une oxazolidinone & partir d'amine
3.5. A partir d’époxyde

Katsumura et coll, ont réalisé la préparation du N-benzyloxazolidin-2-one-méthylalcool
par ’addition nucléophile du (R)-glycidol sur un isocyanate avec un bon rendement. °®

HO
®

_ o _
BnNCO
Et3N / O- S:
0 OH ~ch,cr, N > _N o
O Bn
40°C \
Bn
- - O
84%

(R)-glycidol
15h

Schéma 20. Synthese a partir du glycidol

La préparation directe du 2-oxazolidinones a partir d'époxydes et d'isothiocyanates a
été rapportée utilisant le bromure de tétraéthylammonium et le chlorure de lithium comme

catalyseurs. Cette synthese est caractérisée par la formation d'une 2-oxazolidinethione

intermédiaire qui est hydrolysée en produit souhaité. ¢%)
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2
=+ —_— R4 R2 S
R5 R3 R4 —O0
0 Os Ry

RN
0 5

% HYdrO]yse M%
3
3

45-85%

Schéma 21. Synthese de I'oxazolidin-2-one a partir d'époxyde

3.6. A partir de ’aziridine

Aggarwal et al, @70 ont développé une réaction de cyclisation suite a 1I’ouverture du cycle
aziridine du 2-vinylaziridines. Cette réaction est catalysée au palladium a une pression
atmosphérique en présence du dioxyde de carbone pour donner les 5-vinyloxazolidinones. Le
catalyseur est composé de Pd, (dba)s et d'un sel d'ammonium quaternaire, la réaction s'est
avérée étre hautement régio et stéréosélective, donnant des 5-vinyloxazolidinones hautement

fonctionnalisées avec des rendements élevés.

Pd,(dba); CHCl, o "
Ts W R' PPh O, /
~N oW \ 3
NN TBAT \“/ ot/
CO, (1 bar) . /N
H PhMe §
0°C R

40-92%
Schéma 22. Synthese a partir de 2-vinylaziridine

Pour I’environnement et avec une prise de conscience croissante des niveaux élevés de
CO, dans l'atmosphére, de grands efforts ont été consentis dans le développement de
stratégies en vue de son utilisation potentielle en tant que matiére premiére abondante et peu

colteuse.

Le systéme de reaction hybride composé de dioxyde de carbone supercritique et de

liquide ionique, a base de sels de tétraalkylammonium symétriques (bis (trifluorométhane)
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sulfonimide et le cation tétraoctyl ammonium), peut favoriser efficacement la fixation du
dioxyde de carbone sur l'aziridine pour engendrer la 2-oxazolidinone. L'ouverture de

I'aziridine est effectuée en présence d'iode ce qui donne un produit avec un rendement élevée
de 98% en 5 min. ¢

Me

NH

2
g 100 bar 405C

5 mn

Me scCO,
Licuide soni / <
W v co, iquide ionique OT
0
98%
Schéma 23. Synthese a partir du méthyl-aziridine

3.7.  Autres méthodes
Un carbamate peut étre utilisé pour cycliser les alcools. La réaction est effectuée en

présence d'une base et se déroule d'abord par trans-estérification suivie d'une cyclisation. ¢’

i ] 0
Rs J\
R,NHCOOEt Base R,——Br o
HOCR,RsCR,R3Br Rs >_ . ’R3 R
L o} i R’ Re

53-78%
Schéma 24. Cyclisation selon trans-estérfication
Une autre synthése a trois composants, catalysée par le cuivre, peut étre réalisée pour
I’octroi de I'oxazolidin-2-ones a partir d'aldéhydes, d'alcynes et de sels de carbamate. Les

derniers sont des solides stables, générés a partir d'amines primaires et de CO,. ™

Ph
o — o)
HTPh _ +
C ; Y-0"H;N"Bu

H,N—Bu —> Bu\NJ,\O'H3N+-Bu _ 24 _ BN i, Cu (5 mol%) Ph

H léq Benzaldéhyde Ph) - i-PrOH )‘N
26éq 81%"hC O Bu

84%

Schéma 25. Reaction entre carbamate, aldéhyde et alcyne

Il s’avere que I’amine riche en électrons empoisonne le cuivre, utilisé comme catalyseur
dans la réaction représentée ci-dessus. La conversion d'une amine primaire en un sel de
carbamate permet non seulement une manipulation aisée de I’intermédiaire formé, mais

empéche également I'empoisonnement du catalyseur. "4
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Les ylures d'azométhine dérivés de la réaction d'imines avec le difluorocarbene subissent
également une réaction de cycloaddition avec une gamme de carbonyle dipolarophiles pour
donner des dérivés d'oxazolidinone. <’

L'ylure généré a partir du difluorocarbéne et de la N-benzhydrylidenebenzylamine s'ajoute
facilement a la liaison C = O du benzaldéhyde pour donner, apres une hydrolyse

I'oxazolidinone avec un rendement de 75%.

Ph
b Ph Ph Ph r
:CF +/ 1. PhCHO N
)\ N — —N — o
Ph N Ph \- 2. H,0 Ph

Ph

Schéma 26. Cycloaddition 1,3-dipolaire d'ylure d'azométhine et benzaldéhyde

4. Travail réalisé

Apres avoir donné un apercu sur les diverses méthodes de synthése de 1’oxazolidin-2-one
décrites dans la littérature ainsi qu’a leurs applications dans le domaine thérapeutique.
Conformément a un programme établi, nous nous sommes fixés comme objectif de
développer de nouvelles stratégies de synthese de mimes de peptides a motif

1,3-oxazolidin-2-one.

Dans le but de concevoir des peptidomimétiques a motif oxazolidin-2-one, nous avons
¢laboré plusieurs réactions pour trouver la bonne méthode afin d’arriver aux structures
souhaitées. Les approches rapportées ont été basées principalement sur 1’utilisation d’acides

aminés comme produit de départ.

4.1.  Synthese de I’oxazolidinone en utilisant le carbonate de diéthyle

Une stratégie de synthése a été envisagée pour 1’obtention de 1’oxazolidin-2-one en deux

étapes comme indiqué dans le schéma ci-dessous :
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Me—O Me—0O O

0 (CO,EY), %O
EtsN Na2C03
N CHZClZ Reflux A
OH 5 C Me MeOOC 2 Me

3 0O

Schéma 27. Synthése a partir de I'ester méthylique de la sérine

L’acétylation de 1’ester méthylique de la sérine est une réaction simple déja décrite
dans la littérature “’". La deuxiéme étape consiste en une condensation avec le carbonate de
diéthyle sous catalyse basique en utilisant le carbonate de sodium.

Le carbonate de diéthyle a été utilisé en tant que réactif et solvant. Ce composé est
considéré comme un solvant/réactif vert. *%

Des problémes ont été rencontrés vers la fin de cette procédure, lors de 1’évaporation a

cause de I’¢limination difficile du carbonate de diéthyle, vu qu’il posséde un point

d’ébullition assez haut (Tep= 126°C).

Le résultat de I’analyse RMN n’¢était pas comme attendu, il y avait pratiquement que les

pics du carbonate de diéthyle ce qui a prouvé que la réaction n’a pas eu lieu.

4.2.  Synthése de ’oxazolidinone avec le chloroformiate d’éthyle

Une autre méthode de synthése des mimes de peptides a motif oxazolidinone basée sur
trois étapes en utilisant du N-boc sérine comme précurseur, comme le montre le schéma

réactionnel suivant
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(0] OH
CIH .H,N
HQO, ? HOBt M
0 R EDC | HN X
NMM =
/0 + 0 — %0 HN_ _O
HO HN~< o CHCL R T
0 ta 0 0
4 5
O OH O
E;N -
0] ’ ¢} HN
CH,Cl, | = <07 >l ta (O N
o 0 NH;", CF3C00"
R R O
7

6

Schéma 28. Synthese a partir du N-boc sérine

Cette stratégie est basée sur un couplage peptidique avec divers esters d’amino acides tels

que : valine, leucine, acide amino caproique et la phénylalanine. Par la suite, un ensemble de
tentatives de cyclisation des peptides correspondants a été réalisé.

4.2.1. Couplage peptidique
La premiere étape de cette stratégie représente les réactions du couplage peptidique dans

les conditions opératoires classiques en utilisant le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)

carbodiimide (EDC) et un agent activant I’hydroxybenzotriazole (HOBt) et N-méthyl
(178)

morpholine dans le dichlorométhane a température ambiante pendant 24h.

Les réactions réalisées ainsi qu’aux analyses des différents produits obtenus sont détaillées
ci-dessous dans le schéma et le tableau suivants:

O
O R

(0) N
HOBt, NMM HN\)k 0
Y : OH EDC Boc” y E N ~
0 5\ AA-OMe E
OH on 0
4 5
'T' 5a n=1,R=iPr
oc 5b n=1,R=iBu
5¢ n=5,R=H
5d n=1,R=Bn

Schéma 29. Réaction du couplage peptidique
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Produit Aspect Rendement (%)
0
Huile jaune 92
HN\)J\ ©
Boc/ Y N \
: H
2 o)
on
S5a
(0]
o Y N Y Huile jaune 83
= 0
\OH
5b
/O O
O
\)L Huile jaune 08
HN
Boc” Y N
E H
on
5c
O
Huile jaune 86
Boc/HN Y N O\ J
§ H
B 0
\OH
5d
Tableau 1. Analyses spectrales des différents dipeptides obtenus
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Les différents dipeptides résultants ont été obtenus avec de tres bons rendements allant de
83% a 98% et I’analyse RMN a montré la formation de nouvelles liaisons notamment la
liaison N-H pour la RMN proton et la liaison C=0 pour la RMN carbone, qui représentent les

principales liaisons de la fonction amide, ainsi les protons du groupe isopropyle provenant de

la valine.

4.2.2. Réaction de déprotection avec le TFA
Une déprotection de la fonction amine des dipeptides N-boc sérine-Phe-OMe a été réalisée

afin d’¢éliminer le groupement Boc en utilisant 1’acide trifluoroacétique dans du
dichlorométhane & température ambiante. ™. Les résultats obtenus avec le dipeptide

déprotégé sont résumés dans le tableau ci-dessous :

O

O
E\)k 0 OOCF,C*H N\)J\ 0
TFA -~
Boc - - N \ Tty 3 3 - N \
= H CH,Cl, B H
< O t.a < O
on on
5d od

Schéma 27. Déprotection de la fonction amine du peptide

Structure Rendement (%)

76.1

0
"OOCF;C*H N\)J\ 0
3 3 . N \

H

/IIIIII

OH

Tableau 2. Produit (6d)

Les spectres RMN de tous les produits ont confirmé la disparition du groupement Boc et

I’obtention du sel trifluoroacétate du dipeptide.
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4.2.3. Condensation avec le chloroformiate d’éthyle
Le dipeptide déprotégé Ser-Phe-OMe a été dissout dans le dichlorométhane anhydre avec

le chloroformiate d’éthyle a température ambiante. Aprés évaporation du solvant, une analyse

RMN a été réalisée. Il s’est avéré qu’il n’y a pas eu de cyclisation mais uniquement une

protection de la fonction amine.

O
. Chloroformiate d'éthyle H ;
“OOCF;C"H;N N O EtN ‘OYN HN— /
: H CH,Cl, O\)—< _>70
ta 0 O

(6]
OH
x 7d

Schéma 31. Déprotection de la fonction amine du peptide

/Iln

Par ailleurs, nous avons porté le mélange réactionnel au reflux en le solubilisant dans

I’acétonitrile pendant toute une nuit mais d’apres I’analyse RMN, aucun changement n’a été
observé et par conséquent la procedure était remplacée par une autre méthode.

Synthése de I’oxazolidinone avec le phosgéne
la synthése de peptidomimétiqgues a motif

4.3.
Un autre schéma réactionnel de
oxazolidin-2-one a été proposé dont les deux premiéres étapes sont similaires au schéma
(180)

précedent, la condensation a été effectuee cette fois-ci avec le phosgéne.
0] OH

O OH
O
O
HN )U . /”\ CH,Cl, %
Cl Cl ta 0O

CF;COOH .
L | : _
o NH;", CF,C00
R O
6 7

(0]
Schéma 28. Synthese de I'oxazolidinone avec le phosgéne
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Le sel du trifluoroacétate du dipeptide N-boc sérine-AA-OMe a éte dissout dans le
dichlorométhane anhydre en milieu basique, une solution de phosgéne a été introduite au

mélange réactionnel et 1’agitation a été maintenue pendant 3 heures a température ambiante.

La réaction de condensation du sel de trifluoroacétate du dipeptide N-boc sérine-Haa-
OMe avec le phosgéne en milieu basique a donné 1’oxazolidinone apreés purification par
chromatographie sur colonne. Le produit souhaité a été caractérisé par RMN proton et RMN

carbone 13.

Structure Aspect R¢ Rendement (%)

o O O, /
)\ O Huile jaune 0.32 8.7

Tableau 3. Produit (7b)

Le probléeme de cette méthode réside dans le rendement qui était tres faible, le produit a
¢té obtenu a 1’état de trace, cela est di a I’hydrolyse du phosgéne utilis€, raison pour laquelle

nous avons abandonné cette stratégie de synthese.

4.4.  Synthese de I’oxazolidinone avec le chlorure de thionyle

Apres plusieurs essais, une autre approche de la réaction de cyclisation a été appliquée. La
synthése de mimes de peptides a base d’oxazolidin-2-one s'est déroulée en deux étapes dont la
premiere consiste en la formation du dipeptide en utilisant les quatre esters d’amino acides
cités précédemment : la valine, la leucine, le N-amino caproique et la phénylalanine, suivi par

une cyclisation avec du chlorure de thionyle, *® comme le montre le schéma (33).

HOBt Q OH
CIH .H,N EDC J\ f
% :<IH‘R NMM ) SOCl, YN HN
n
HO HN~< CH2C12 \”/H' >< THEF &

Sa-d Reflux Ta-d

/,//

Schéma 29. Synthese de I'oxazolidinone avec le chlorure de thionyle

La premiére étape de cette méthode a été déja décrite précédemment en détails avec

tous les divers résultats et analyses RMN.
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Les dérivés N-tert-butoxycarbonyle (N-Boc) des dipeptides résultants ont été traités

avec du chlorure de thionyle dans du THF anhydre selon la méthode développée par

| (182

Miyata et al. pour donner les oxazolidin-2-ones avec des rendements satisfaisants allant

de 61 a 90%. Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau suivant :

Produit Aspect Rt Rendement
(%)
}/ *gj Huile jaune  0.29 (AcOEt 100%) 90
|III|<
[
} Huile jaune  0.34 (AcOEt 100%) 72
1) N HN 3
7b § <

0
0= o Huile jaune  0.25 (ACOE/MeOH 61
N o 99/1)
H
- HN

oi/ j Huile jaune  0.43 (AcOEt 100%) 62

7d

Tableau 4. Oxazolidinones obtenus

Les dipeptides N-tert-butoxycarbonyle 5a-d ont été traités avec du chlorure de
thionyle dans du THF anhydre.

Les produits synthétisés ont été caractérisés par différentes techniques d’analyses.
L’analyse RMN a confirmé la formation de I’hétérocycle par la présence des pics
caractéristiques en position a et b de ’hétérocycle. Aussi la présence du carbone du groupe

0x0 en RMN carbone 13.
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Figure 46. Composeé 7b

La RMN des quatre oxazolidin-2-ones a montre également la disparition des protons et

carbones caractéristiques du groupement protecteur Boc €liminé (1.49 ppm pour le proton et

28 ppm — 80 ppm pour le carbone) d’une part et celui de la liaison O-H (2.80 ppm).

D’aprés 1’analyse de la spectrométrie de masse il y a une similitude entre les valeurs

de masse trouvées et celles calculées de tous les produits synthétises.

Par conséquent le

schéma réactionnel proposé a bien été validé.

Produit Pouvoir Masse Masse
rotatoire calculée trouvée
[a] D=-26.5
¢ =0.15,
° N HN ( 243.0981 243.0978
\‘/ < / CH,Cl,)
unllll\ O
© 6a 0o o
O/><(o o) / [a] ®D=-45.1
)\ }O (c=0.25,
N HN —/ 257.1137 257.1145
©° H % CH,Cl,)
6b
-
0]
E © 0 [a] ?°D=-41.0 257.1137 257.1144
HN ~~_A (=03,
6¢ CH,Cl,)
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o OO
M [a] D= +7.2
o=( j (c=0.5, 315.0057 315.0956
CH.Cl,)

6d

Tableau 5. Analyses spectrales des oxazolidinones obtenus

5. Synthése des y —lactames- a, p-insatureés, autres dérivés a motif hétérocyclique

Dans le méme cadre, nous avons eu 1’occasion de participer aux travaux de recherche a
Paris 5 portant sur la synthése des y-lactames a, B-insaturés. Ces dérivés représentent des
structures tres intéressantes en synthese organique compte tenu des sites réactifs présents sur
leur structure. En effet, ces composés possedent une certaine rigidité et donnent plusieurs
possibilités de fonctionnalisation et constituent d'intéressants intermédiaires en synthese totale
des molécules biologiquement actives. ® Afin de concevoir de nouveaux composés pour la

synthese peptidomimétique, plusieurs structures ont été imaginées.

En plus, ces dérives sont facilement accessibles a partir des amines. Cette partie est
consacrée pour la synthese de quelques peptidomimétiques avec une certaine rigidité de
structure imposée par la présence d’un hétérocycle y—lactame o, p—insaturé a partir d'acides
aminés comme précurseurs afin d’aboutir a des composés a fonction acide carboxylique, qui
représente un site intéressant dans la synthese peptidique. L’aminoacide permet d’introduire

une chaine Ry avec un site basique, acide ou hydrophobe et une chiralité.

COOMe
R, \Y
rhN’/J\W”H — 5
COOMe
4

3

A AN

Schéma 34. Sites réactifs des vy -lactames a, B —insaturés

Les y-lactames a,B-insaturés sont synthétisés par une réaction de condensation entre

une fonction amine primaire et un réactif spécifique : le 2,5-diméthoxy-2,5-dihydrofurane en
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milieu acide. Cinq amino acides ont été utilisés dans la synthese de mimes de peptide a base
de y-lactame o, B-insaturé ; la L-valine, la L-leucine, la L-phénylalanine, le L-tryptophane et
I’acide amino-caproique, les quatre premiers sont des a-aminoacides a chaine hydrophobe,
cependant le cinquieme est un e-amino acide, les deux fonctions acide et amine sont separées
par six atomes de carbone. L’acide amino-caproique représente un exemple différent pour

élaborer des peptidomimétiques de type isosteres.

R COOMe
O n
o 1. HCI,
O (0) H,0 N
R OMe / \ 40°C —»ta )
—_—
NH,. HCI Sac

n=1,1,1,1,5

R=-CH(CHy),, -CH,-CH(CHj),,
-CH,Ph, CH,-indol

Schéma 35. Synthése des y —lactames a,f-insaturés

Cette condensation a été réalisée dans I'eau comme solvant en présence d'un acide et a
température ambiante. Le premier produit formé est un y-lactame vy, B-insaturé qui s'isomérise
au bout d'un certain temps et selon la nature du groupement R, en un lactame a, B-insaturé

plus stable. 8%

Pour expliquer la formation des y-lactames a, B-insaturés, préparés selon la réaction
décrite ci-dessus, Souquet et al. “® ont proposé le mécanisme suivant, qui tient compte de

données expérimentales décrites récemment.
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| i |
N . HO /'
MeO OH /N OH N OH
—_— —2> H
_ -McOH - \ Yy
— HPO,> S
(A)
R R R

| | |
O =00
B) _8_

Schéma 36. Mécanisme de la condensation

Dans un premier temps, 1’attaque nucléophile de 1’azote et les équilibres acide base
conduit aux éliminations successives des deux groupements méthoxy pour donner
I’intermédiaire (A), ce dernier ce réarrange avec élimination d’une molécule d’eau pour
donner un énol, a la fin, I’équilibre tautomere engendre le produit cinétique : le y —lactames J3,
y-insaturé (B) qui s’isomérise thermodynamiquement en vy —lactame- o, p-insaturé plus

stable.

Produit Aspect Rendement (%)

Py

COOMe
N O
QV/ Huile orange 70

8a

\(\(COOME
N 6}
g Huile orange 59.3

8b
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(6]
: Huile orange 66.3
/ COOMe

8c

COOMe
mg/%o Huile orange 68.1

8d
COOMe
Qﬂ o
N Huile marron 44.8
H —
8e
COOMe
w :
N <\j Huile marron 26.8
H
8¢’

Tableau 6. Propriétés des y-lactames a,f-insaturés synthétisés

Les y-lactames o,B-insaturés obtenus ont été préparés selon une condensation de cing
esters méthyliques d’acide aminés avec le 2,5-diméthoxy-2,5-dihydrofurane en milieu acide.
Les rendements de cette réaction étaient de bons a modérés compris entre 44% a 70%. Pour le

produit (8e”) le rendement était relativement faible (26%).

D’apres I’analyse RMN, il y a eu formation du y-lactame o,B-insaturé pour les quatre
amino acides : L-valine, L-leucine, L-phénylalanine et 1’acide amino caproique. Nous avons
observés les deux isoméres, mais impossible de les séparer par chromatographie sur colonne
d’ou les formes conjuguée et non conjuguée. Au bout d’un certain temps, nous avons
remarqué la transformation de la premiére forme par conjugaison en une forme plus stable.
Les pics caractéristiques du spectre RMN représentent les protons de 1’hétérocycle (4.27 ppm
pour le proton adjacent de I’azote, 6.22 ppm et 7.13 ppm pour les deux protons de

I’insaturation).
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La condensation du 2,5-diméthoxy-2,5-dihydrofurane avec 1’ester méthylique du
tryptophane a engendré les deux isoméres du y-lactame o,fB-insaturé qui ont été séparés par
chromatographie sur colonne, aprés quelques mois de synthése, les résultats de 1’analyse

RMN ont montré gque le deuxiéme isomére n’a pas été transformé en la forme conjuguée.

La différence entre les deux formes en RMN proton réside principalement dans les
déplacements chimiques de I’hétérocycle 7.03 ppm et 6.14 ppm pour I’insaturation de la
forme conjuguée, et 4.80 ppm, 7.54 ppm pour celle de 1’isomére non conjugué et enfin
3.94 ppm pour le proton adjacent de l’azote et 2.60 ppm pour celui qui est a coté du

carbonyle.

6. Conclusion
La conception de mimes de peptides a motif oxazolidinone est basée sur I’utilisation de

réactifs adéquats facilement accessible et peu onéreux selon une voie de synthéses rapide et
efficace en utilisant le N-boc sérine comme produit de départ. Cette approche consiste en un
couplage peptidique avec des esters méthyliques d’amino acides: la valine, la leucine,
I’amino caproique et la phénylalanine, et une condensation des dipeptides résultants avec le

chlorure de thionyle.

Les produits de synthese ont été obtenus avec de bons rendements et une stéréochimie
bien déterminée, ils ont été caractérisés par diverses techniques d’analyses notamment la

RMN proton et carbone 13, le pouvoir rotatoire et la spectrométrie de masse.

La particularité de cette stratégie de synthése réside dans sa rapidité et son efficacité, c’est
ce qui a permis d’obtenir quatre analogues de peptidomimétique a base
de 1,3-oxazolidin-2-one. Comme  complément de ce travail une  série
de y-lactame a,B-insaturés a été synthétisee. Ces hétérocycles ont été obtenus par une réaction
de condensation entre divers chlorhydrates d’esters méthyliques d’acides aminés avec un
réactif spécifique le 2,5-diméthoxy-2,5-dihydrofurane en milieu acide, une réaction rapide
réalisée en une seule étape a engendré des produits hétérocycliques avec des rendements
acceptables. Toutes les structures obtenues représentent de nouvelles et intéressantes

molécules dans la synthese de peptidomimétiques.
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CHAPITRE 3

SYNTHESE DE PEPTIDOMIMETIQUES A MOTIF OXAZOLIDINE

1. Introduction
L'oxazolidine est une molécule hétérocyclique a cing chainons composée de trois atomes

de carbones, un azote et un oxygene, ces deux hétéroatomes sont séparés par un atome de
carbone, ils occupent respectivement les positions 1 et 3. Dans le cas des positions 1 et 2 on
parle de I’isoxazolidine, qui représente un isomere de 1’oxazolidine. Tous les carbones des

oxazolidines sont réduits en comparant avec les dérives oxazole et oxazoline.

( N\
o) > o! 0 o)
\ 4 2 /
[\ P Ly L)
Iﬁ 3 N N
1soxazolidine oxazolidine oxazoline oxazole

Figure 47. Synthése de I'oxazolidine et dérivés

En outre, les oxazolidines chirales sont largement reconnues comme étant des ligands
tres efficaces en synthése asymétrique. Ces hétérocycles dérivés d'acides aminés et d’amino
alcools ont trouvé une utilisation trés répandue dans les réactions asymétriques catalysées par
un métal, comme par exemple les substitutions allyliques asymétriques catalysées par le

palladium. (85187

Les dérivés des oxazolidines chirales sont des ligands extrémement efficaces vu
qu’une faible quantité de ligand et de catalyseur pourrait étre utilisée pour atteindre des

niveaux élevés d'énantiosélectivité dans les réactions catalytiques. )

Ph 3 éq CH2(CO2M€)2 Ph

3 éq BSA
X 3 mol% KOAc X
- OAc Ph CH(CO,Me),

L
v

25 mol% [Pd(ally)Cl],
10 mol% ligand
THF
22°C
1.5h

94%

Schéma 37. Substitution allylique asymetrique catalysée par le Pd
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Q ﬂoj
/ i 'I’/’///Ph

Pth Me

Ligand

Figure 29. Structure du ligand

2. Intérét biologique des dérivés de I’oxazolidine

2.1.

Effet anti-tumoral et antibiotique

Les oxazolidines naturels ont attiré une attention considérable depuis 1’isolement de la

naphthyridinomycine en 1974, ® jls sont dotés d’intéressantes activités biologiques de type

antibiotiques et antitumorales variables et constituent de puissants agents cytotoxiques.

Les principaux composés de cette famille sont représentés dans le tableau suivant : 919
Activité Antibactérienne Activité Anti-
Nom de la molécule Année Source tumorale
d’isolation Gram positif Gram négatif
Cancer de la
peau
Staphylococcus -
streptomyces aureus Les lignées
Quinocarcine 1983 melanovinaceus - / cellulaires
Bacillus subtilis tumorales du
poumon
résistantes a la
mitomycine C
Pseudomonas Leucémie
Saccharothix Bacillus Subtilis aeruginosa lymphoide
mutabilis ATCC 6633 NCTC 10490 L1210
Tétrazomine 1990 subsp. - - -
Chichijomaensis | Enterococcus Klebsiella leucémie
faecalis 11D 682 pneumoniae P388
ATCC 10031
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Naphthyridinomycine 1974 Streptomyces / Escherichia Les cellules
lusitanus AYB- coli HelLa
1026
Bacillus subtilis Escherichia
PCI-219 coli NI HJ
Cyanocycline A 1975 Streptomyces - - Tumeurs
flavogriseus Staphylococcus | Pseudomonas ascitiques
aureus 209P aeruginosa Ps-
4
Streptomyces Klebsiella
viridostaticus .
« litoralis » pneumoniae
Bioxalomycine a2 1994 LL- MRSA - /
317508 Escherichia
coli
Actinosynnema B. brevis IFO Pseudomonas Leukemia
Dnacin A; 1980 pretiosum C- 3331 aerugiuosa P388
14482
Tableau 7. Oxazolidines antimicrobiennes et antitumorales

OMe

OH (0]

TZ

NH

CO,H

MeO

o

Quinocarcine

OH

Tétrazomine

\/—Q

OH
Naphthyridinomycine

\/—Q

MeO
OH O

Bioxalomycine a,
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MeO Dnacin Al

Me Cyanocycline A

Figure 49. Oxazolidines antimicrobiennes et antitumorales

2.2. Effet sur le systeme cardiovasculaire
Fumaria densiflora est une plante eurasiatique herbacée médicinale. " Les études

antérieures sur cette plante ont montré l'isolement de huit alcaloides de I'isoquinoline
fumaramine. Le  densiflorine est un  alcaloide  appartenant au  groupe
secospirobenzylisoquinoline, il a été isolé du F. densiflora en 1984 sous forme de cristaux
blancs. @*® Il a montré une importance considérable dans le traitement de I'hypertension et des

maladies cardiovasculaires. **%

Figure 50. Structure du densiflorine Figure 51. Fumaria densiflora ®®

2.3. Ligands et recepteurs
Comme exemple illustratif des ligands-récepteurs avec un motif oxazolidine, le dérivé du

1, 3, 5-trioxazatriquinane, appelé SYK-146, est un ligand de type opioide, c’est un agoniste
puissant et hautement sélectif pour le récepteur k. “° 1l a présenté des effets anti nociceptifs.
(202) Cependant Ilisomére de SYK-146, appelé SYK-524, a montré une activité agoniste

puissante mais non selective pour les récepteurs opioides.

64



(@)an

Chapitre (3) : Synthése de peptidomimétique & motif oxazolidine

Me
OH

SYK-524

OH
Figure 52. Structure de ligands-opioides

SYK-146

2.4. Pro-drogue
une activation métabolique c¢’est-a-dire une fois administrée, la pro-drogue est métabolisée in

Le terme pro-drogue désigne tout composé dont I’effet thérapeutique est conditionné par
vivo en un métabolite actif, elle est congue pour améliorer la biodisponibilité orale, comme

dans le cas d’une mauvaise absorption. (203)
Il a été démontré que 1’oxazolidine peut étre utilisée comme une pro-drogue, Le principal

exemple qui a été cité dans la littérature est celui de la phényléphrine oxazolidine. *¥
HO
O

.

Figure 53. Phényléphrine oxazolidine

Effet phytoprotecteur

Les phytoprotecteurs sont des substances qui protégent sélectivement les cultures contre

2.5.
les dommages causés par les herbicides tout en maintenant I'effet herbicide sur la mauvaise

herbe cible. Les dérivés du 3-dichloroacétyl-1,3-oxazolidine représentent un outil important

(205)

de protection des cultures.
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Il a été démontré que le R-28725 appelé aussi le 3-dichloroacétyl-2,2-diméthyl-1,3-
oxazolidine est un phytoprotecteur, il est efficace pour protéger le mais (Zea mays L.) ¢®

contre des dommages causés par les herbicides.

En plus, le 3-dichloroacétyl-2, 2, 5-triméthyl-1,3-oxazolidine (R-29148) est également un
phytoprotecteur chiral qui protége le mais contre les dommages causés par les herbicides, il
possede le potentiel a promouvoir le métabolisme herbicide sur I'expression de l'activité

enzymatique détoxifiante du chlorsulfuron. %

Cl
Cl /\( Q ﬁ
N N
O
0 cl ){
O
Cl

R-29148 R-28725

Figure 54. Dérivés du 3-dichloroacétyloxazolidine

3. Méthode de synthese de I’oxazolidine

3.1. Synthése de Garner

La premicre synthése d’une oxazolidine a été élaborée par Philip Garner en 1984, le
N-tert-butylcarboxylate-4-formyl-2,2-diméthyloxazolidine est aujourd’hui connue sous le
nom d'aldéhyde de Garner. ®"2%) || a été largement utilisé comme intermédiaire chiral dans
la synthése de nombreux produits naturels et dérivés énantiomériquement purs ainsi dans la

formation de composés pharmacologiquement actifs.

La synthese de Garner a été effectuée a partir de la L-sérine qui a été protégée avec le
t-butoxycarbonyle puis estérifié avec l'iodométhane dans des conditions basiques. La
cyclisation est ensuite effectuée par réaction de 1’alcool résultant avec
le 2,2-diméthoxypropane (DMP) en milieu acide. L’inconvénient de cette méthode réside

dans l'utilisation de I'iodométhane qui représente un produit toxique et cancérigéne.
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6]

OCH,

o
OH
1. Boc,0O, NaOH
2. Mel, K,CO5, DMF
Boc

H,N
OH
Boc
Me,C(OMe), N/
p-TsOH _H-DIBAL
- Tolurne
O
(@)
76%

Benzrne
7089%
Schéma 38. Synthése de Garner

Condensation des amino alcools avec les composés carbonylés
La condensation des B-amino alcools avec les composés carbonylés est la méthode de
chimiosélective

3.2.
synthése des oxazolidines la plus utilisée et la plus répandue dans la littérature
transformation  hautement

une nouvelle
a été développée par Hajji et al. @ dans la préparation d'oxazolidine selon une approche
CONHCH;4

0 //////

I par
utile et efficace en synthése asymétrique dans le but de concevoir des auxiliaires chiraux
PhV

OH 0]
- A
0]
Ph t.a
91%

Ainsi exemple,
Ph,
Méthanol
N
H H,C— \<
\\\\\‘\ H

CONHCH;4
Schéma 39. Condensation des amino alcools avec le benzaldéhyde

N-benzyl-3-benzylamino-4-hydroxybutanamide  avec

condensation  de
dans le chloroforme pour donner 1’oxazolidine avec un rendement de 86%

le

Une autre stratégie de synthése a été décrite dans la littérature “'® basée sur la

3-

pyridinecarboxaldéhyde en utilisant 1’acide paratoluéne sulfonique en quantité catalytique



Chapitre (3) : Synthése de peptidomimétique & motif oxazolidine

CONHCH,Ph
OH H N APTs O\ N>~cppn
PhH,CHN N / N\ Tamis moléculaire -
_ Chloroforme
CONHCH,Ph (o Reflux = \
o N
86%
Schéma 30. Condensation des amino alcools avec un dérive carbonylé
Une autre approche en une seule étape a était décrite par R. F. Martinez et al. “*» pour

préparer la 1,3-oxazolidine chirale dérivée de N-méthyl-D-glucamine et un aldéhyde
aromatique. Elle a été réalisée avec des réactifs facilement disponibles et dans des conditions
simples permettant la préparation d’analogue de nucléoside acyclique avec un rendement
éleve.

NO,

Me
N\
CH,NHMe H 0 N
—OH A
HO— Benzéne H
N — >  HO—
Reflux
——OH
Sh ——OH
——OH
——OH
NO,
CH,OH
CH,OH
93%

Schéma 311. Condensation du N-méthyl-D-glucamine avec un aldéhyde aromatique
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3.3. Réactions de cycloaddition 1,3-dipolaire avec les ylures

La nature polyvalente de la réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire a conduit a son
développement aux méthodes efficaces pour la synthése d'hétérocycles a cing chainons. ¢*?
La réaction implique l'ajout d’un dérivé 1,3-dipbles, tels que : les azides, les nitrones, les
ylures de carbonyle, les oxydes de nitrile, les nitriles imines et les ylures d'azométhine a un

(213)

dérivé 1,2-dipolarophiles, y compris les aldéhydes et les cétones en tant

qu'hétérodipolarophile qui donnent des dérivés d'oxazolidine.

3.3.1. Cycloaddition des ylures d’azométhines avec les aldéhydes aliphatiques

Les diverses réactions de cycloaddition [3 + 2] des ylures d'azométhine, au niveau du
groupe CHO des aldéhydes aromatiques sont apparues comme les plus pertinentes, ces
réactions sont connues depuis 1970. ®¥  Cependant, leurs applications avec les aldéhydes
aliphatiques saturés sont plus difficiles sauf dans le cas des ylures d’azométhines non
stabilisés. Parmi les exemples qui ont été rapportés dans la littérature concernant la réaction
de cycloaddition [3 + 2] avec les aldéhydes aliphatiques, celle du N-(méthoxyméthyl)-N
[(triméthylsilyl) méthyl]benzylamine comme étant un ylure d'azométhine non stabilisé avec
I'isovaléraldéhyde impliquant des quantités catalytiques d'acide trifluoroacétique (TFA), cette

approche a engendré la N-benzyloxazolidine avec un rendement de 58%. ¢

MeO OW
/\)\ W TFA
+ EE—— N
O/ SiMe; CHCl, N

Pha N~

Bn
58%

Schéma 32. Cycloaddition d'un aldéhyde aliphatique avec N-(méthoxymeéthyl)-N
[(triméthylsilyl) méthyl]benzylamine

3.3.2. Cycloaddtion des ylures d’azométhine des acides a-aminés secondaires avec
les composés carbonylés

La réaction de condensation suivie d’une décarboxylation d'acides a-aminés secondaires
avec le formaldéhyde est une méthode pratique et facile pour générer une grande variété
d'ylures d'azométhine non stabilisés. Par exemple le chauffage a reflux de la N-phénylglycine
avec du paraformaldéhyde engendre la 3-phényl-5-oxazolidinone, intermédiaire stable.

Lorsque ce dernier a été chauffée d’avantage, une décarboxylation s'est produite pour donner
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I'ylure d'azométhine, qui a subi une cycloaddition en présence du 4-nitrobenzaldéhyde ce qui

... . 216
donne 1’oxazolidine avec un rendement modéré de 51%. 1©

I|’h
N
Ph Reflux
\N/\CO g + (CH0, — (
H 2 PhMe
30 mn Y
(6]
Ph
\N
+ RCHO R
— N -
-CO 7N 4-8h
2 Ph o
51%
R= 4-N02C6H4

Schéma 33. Cycloaddition d'ylure d'azométhine non stabilisé sur le 4-nitrobenzaldéhyde

3.3.3. Cycloaddition des aziridines avec les cétones

Les réactions de cycloaddition [3 + 2] des 2-aryl-N-tosylaziridines avec un dérivé
carbonylé sous catalyse d’un triflate métallique Zn (OTf), en utilisant un tamis moléculaire
ont permis 1’obtention des oxazolidines avec des rendements satisfaisants. Dans ce type de
réactions, les cétones aliphatiques réagissent plus rapidement en donnant des rendements

meilleurs que les aldéhydes aliphatiques et aromatiques. "

Ts

| )

N 20 mol % Zn (OTf), TsN

+ - Me//,,“
Me Me CH2C|2’ y
S~ tamis moléculaire 4 A, o) Ph
Ph Mé
80%

Schéma 44. Cycloaddition catalysée par Zn(OTf), d’une aziridine avec la cétone

3.3.4. Cycloaddition des imines avec un époxyde
Une synthése de ’oxazolidine a été rapportée par Yu et al, ®*® basée sur une réaction de

cycloaddition [3 + 2] d’un époxyde substitué avec une N-arylimine. Cette réaction

a ¢été efficacement catalysée par un acide de Lewis, [I’Ytterbium(III)
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trifluorométhanesulfonate, dans des conditions sans solvant pour donner les 1,3-oxazolidines
avec des rendements trés élevés.

Ph

Ph
Ph =

o n Ph o

> Ph—N

Cl 5 mol% Yb(OTf);

Cl

95%
Schéma 45. Cycloaddition [3 + 2] d’un époxyde substitué avec une imine aromatique

Dans cette méthode, 1I’oxazolidine obtenue a partir d’une imine non-substituée a donné le
meilleur rendement que celles substituée par des groupements électroattracteurs

3.3.5. Cycloaddition [3+2] des aziridines avec un époxyde d'aryle

La synthese d'oxazolidines 2,5-disubstitué a partir des hétérocycles a trois chainons tendus
et substitués a été rapportée par Pandey et al. ®*% La réaction consiste en une cycloaddition

[3 + 2] catalysée par un acide de Lewis entre des aziridines et des aldéhydes, générés in situ
par le réarrangement de Meinwald des époxydes. ¢2%

Ts BF,. OEt,
| tamis moléculaire /TS /Ts
0 N 4 A
Ph +
CH,Cl,
Ph 5
Ph H
Cis Trans

90% (10:1)

Schéma 46. Cycloaddtion [3+2] du N-tosyl-2-phénylaziridine avec un époxyde d'aryle

4. Travail réalisé

Suite aux données bibliographiques sur les diverses méthodes de synthese des

oxazolidines ainsi qu’a leurs applications dans le domaine thérapeutique, nous avons consacré

cette partie a la synthese de nouveaux peptidomimétiques a motif oxazolidine

Plusieurs méthodes de synthése de mimes de peptides a motif oxazolidine ont été

rapportées dans le but de trouver la bonne méthode qui permettra d’aboutir aux structures
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peptidomimeétiques desirées. Toutes les methodes de synthese réalisées se sont basées sur

I’utilisation d’acides aminés comme précurseur.

D’apreés la littérature, ces hétérocycles ont été préparés selon une réaction de condensation

des B-amino alcools avec des composés carbonylés. 2V

Dans ces travaux de recherche, nous nous sommes intéressés a préparer divers mimes de
peptides a base d’oxazolidine en faisant réagir des aldéhydes aromatiques sur des dérivés

1,2-amino alcools, pour cela plusieurs stratégies ont été envisageées.

4.1. Syntheése de ’oxazolidine a partir du N-boc sérine

4.1.1. Cyclisation dans un milieu acide
La stratégie qui a été proposée au départ pour la synthése de mimes de peptides a

motif 1,3-oxazolidine consiste a effectuer une réaction de condensation entre un dipeptide

provenant du N-boc sérine et le para-chlorobenzaldéhyde selon le schéma représenté

ci-dessous :
0 OH
CIH .H,N
HO HOBt
o) | R EDC | HN Y
/ 0 ‘ + o_\ NMM _ 6 HN o)
z CH,Cl, R
nd' N o— T
O (0] (0]
4 5
0 OH
HN/\U o)
CF,COOH ‘ = + X
CH,CI, o
H
t.a 6
O X=Cl

Schéma 47. Synthese a partir du N-boc sérine
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La méthode de synthese déecrite dans le schéma (47) montre 1’utilisation de la N-boc
sérine comme précurseur, ce dernier est engage dans un couplage peptidique classique avec
différents chlorhydrates d’esters méthyliques d’acides aminés. Par la suite, une déprotection
de la fonction amine du dipeptide formé est nécessaire pour réaliser une condensation de
I’amino alcool obtenu avec un aldéhyde aromatique monosubstitué, la molécule obtenue
pourrait étre transformée en oxazolidine selon une cyclisation intramoléculaire avec 1’acide

chlorhydrique.

Les deux premiéres étapes ont été déja décrites dans le chapitre (2), cependant la
condensation du 4-chlorobenzaldéhyde avec I’imine n’a pas eu lieu en présence de 1’acide

chlorhydrique a cause de I’hydrolyse inattendu du produit.

4.1.2. Cyclisation dans un milieu basique

Pour Dl’octroi du squelette oxazolidine, une légeére modification des conditions
opératoires du schéma réactionnel précédent a été menée en remplacant le HCI dans la

derniere étape par une base selon le schéma (48) suivant :

O OH
CIH .H,N
HO HOBt
e) | R EDC | HN H
/ 0 + o_\ MM Z 6 HN o)
0 t.a 0 o)
4 5
O OH

CF,COOH |

0
= " X
CH,Cl, . © r .

t.a 6
O X=Cl

0]
=g
APTS HN ﬁ
Toluéne
- \ R
N,N-diisopropyléthylamine 0 <
2 ¢ o

Schéma 48. Synthése de 1’oxazolidine en présence de la N, N-diisopropyléthylamine
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La méme stratégie de synthese précédente a été suivie, apres 1’étape de déprotection de
la fonction amine, une réaction de condensation du para-chlorobenzaldéhyde avec le sel du
trifluoroacétate a été réalisée en présence de la N, N-diisopropylamine catalysée par 1’acide
paratoluéne sulfonique (APTS). Selon I’analyse RMN, il s’est avéré qu’il y a eu formation de
I’imine et méme le cycle oxazolidine mais aprés une purification par chromatographie sur

colonne, I’oxazolidine a été isolé avec un trés faible rendement de 24%.

Une autre analyse RMN a été mise au point pour le méme échantillon aprés un certain
temps afin de confirmer la structure du peptidomimétique avec le cycle oxazolidine.
Néanmoins le spectre obtenu était complétement différent de la premiere analyse, nous avons
observé I’apparition de nouveaux pics montrant 1’ouverture de 1’hétérocycle ainsi la
génération de la base de Schiff. Pour optimiser les conditions opératoires de cette méthode,
différentes modifications ont été effectuées, comme le montre le tableau ci-dessous :

Base Température de la réaction Temps de la réaction
/ t.a 6 heures
1éq-15¢q t.a 3 jours
15éq-25¢€q Reflux 5 heures

Tableau 8. Paramétres modifiés de la réaction de condensation

Le changement des conditions opératoires lors de la réaction de cyclisation selon le
tableau ci-dessus n’a rien apporté comme amélioration. Afin de résoudre le probléme lié a
I’instabilité de I’hétérocycle qui est dii probablement a la présence du groupement N-H libre,
une réaction d’acétylation de la fonction amine du sel trifluoro acétate est mise en ceuvre

selon deux voies, comme le montre le schéma ci-dessous.

O OH O  OH EDC, HOBt Q OH
M /U\) VM M
HN CH,COCl | HN CH;COOH HN :

| = - H _CHhCooH _ | us
O HN CHCL O NH; CF,CO0"  CHClL, O R
O

O w O O 6 0 10

Schéma 49. Réaction d'acétylation
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La méthode de protection de la fonction amine du sel trifluoro acétate est basée sur
une réaction d’acétylation en utilisant deux agents différents ; 1’acide acétique (voie 1) et le

chlorure d’acétyle (voie 2).

La réaction d’acétylation avec I’acide acétique a été réalisée dans les mémes
conditions opératoires d’un couplage peptidique classique. L’analyse RMN a montré
I’absence des pics caractéristiques de 1’acétyle (C=0 et CHgs), ce qui a montré que la réaction
n’a pas eu lieu. Cependant, dans la réaction d’acétylation avec le chlorure d’acétyle le produit

désiré a été formé mais en trés faible quantité.

Les difficultés qui ont été rencontrées lors de la synthése de 1’acétyle résident dans la
présence du sel trifluoro acétate qui a été transformé par la suite en un sel de chlorhydrate.

Malheureusement cette transformation n’a pas été réussie.

O OH O OH
| HNM HCI 1M | HN)J\)
z — = H
0 NH; CF;CO0" ta 0 NH; CI
Lo 4 N
0O 6 O 11

Schéma 34. Transformation du sel trifluoro acétate en chlorhydrate

4.2.  Synthese de ’oxazolidine a partir de I’ester méthylique de la sérine

Suite aux difficultés rencontrées dans I’étape de cyclisation lors de la synthese de
mimes de peptide contenant un cycle oxazolidine, une autre tentative de synthese a été
abordée. Cette derniére consiste a inverser les étapes de la stratégie décrite précédemment,
c’est-a-dire commencer par la synthése de I’hétérocycle en utilisant 1’ester méthylique de la
L-sérine ensuite réaliser les autres transformations y compris le couplage peptidique. Donc
I’ester méthylique de la sérine est utilisé comme réactif de départ comme le montre le schéma

réactionnel ci-dessous : %2
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H 0
OH o H
MeOOC,,//I)i . EGN %,,/
, NH,. HCI MeOH MeOQOCm NH
H X
! X

12-a

X=NO, n

0 H

\
N
N

MeOOC/////,
MeOOCmm NH . =0
~— H N
H X
12-b X

13

Schéma 35. Synthése de 1’oxazolidine a partir de 1’ester méthylique de la sérine

La méthode décrite dans le schéma (51) porte sur la condensation de [I’ester
méthylique de la sérine et le benzaldéhyde monosubstitué en présence de la triéthylamine
pour éliminer le chlorhydrate. L’analyse RMN du produit brut a montré 1’existence d’un
équilibre entre deux formes cycliques de deux diastéréoisoméres avec la base de Schiff. Les
produits n’ont pas pu étre séparés méme aprés une purification par chromatographie sur
colonne. Suite a une recherche bibliographique, le méme schéma réactionnel décrit
précédemment a été repris en ajoutant MgSO, ®?®, aprés évaporation du solvant et analyse

RMN, nous avons détecté la formation de I’imine et non pas 1’0xazolidine.

H o)
0
OH
Et;N E y
MeOOC, MgS0, . 0

5 ’ CHCl, =X :

NH,. HCI 2 0—

1 e 12

Schéma 36. Synthéese du composé (12)
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4.2.1. Protection de la fonction amine de ’ester méthylique de la sérine

En se basant sur les résultats obtenus ainsi les données bibliographiques, I’étape clé
dans la synthese de peptidomimétique a motif oxazolidine est la cyclisation intramoléculaire
qui doit se faire apres la réaction de condensation de I’aldéhyde aromatique avec 1’amino

alcool. La fonction amine libre pose probléme non seulement au niveau de la cyclisation mais

aussi dans la stabilité du cycle oxazolidine.

La protection de la fonction amine du chlorhydrate de 1’ester méthylique de la sérine

repose sur une réaction d’acétylation : #2422
Q 0
O H
CIH .H,N P . H P

z O + : O

£ H,C Cl CHCl, | i

A 0°C - ta .

1 on x _ on

Schéma 37. Acétylation de I'ester méthylique de la sérine

L’agent d’acétylation qui a été utilisé dans la réaction de protection est le chlorure
d’acétyle qui a été introduit dans le mélange réactionnel a 0°C sous agitation pendant 1 heure
dans la méme température, ensuite 1 heure a température ambiante. [’analyse RMN
nous a confirmé la formation du produit souhaité mais avec un produit secondaire. Ce dernier
correspond au dérivé diacétylé obtenu par I’acétylation des deux fonctions amine et alcool. Le

produit souhaité n’a pas pu étre séparé par chromatographie sur colonne.

La réaction d’acétylation a été reproduite en changeant les conditions opératoires, le
chlorure d’acétyle a été introduit a -5°C et I’agitation a été maintenue dans la méme
température pendant 3h, ’analyse RMN a confirmé la formation du produit (2) sans avoir le

produit secondaire de la double acétylation.

0] O
O H
CIH .HZN\)k / )J\ EN N ~
H O + —_— H O
H H;C Cl CH)Cl, 5 é
< -5°C
1 \OH s \OH

Schéma 54. Conditions opératoires de la synthése du composé (2)
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Les résultats obtenus de I’acétylation de I’ester méthylique de la sérine sont résumés

dans le tableau ci-dessous :

Produit Aspect R¢ Rendement (%)

—0

O
T 0.76
NH_>: Huile incolore 99
H,C < AcOEt/MeOH (97:3)

o

\
W
W

OH

Tableau 9. Produit de I'acétylation

L’acétamide résultant est obtenu sous forme d’une huile incolore avec un rendement
quantitatif, caractérisé par les pics 1, 96 ppm du groupement CHs en RMN *H, 52, 5 ppm et
171,1 ppm en RMN *3C pour les groupements (CHs) et (C=0) du fragment acétyle

respectivement.

4.2.2. Condensation de I’amino alcool
4.2.2.1. Synthése de I’acétal

Comme décrit précédemment, l’utilisation de 1’aldéhyde dans la réaction de la
condensation entraine la formation de I’imine et non pas 1’hétérocycle oxazolidine, néanmoins
le protocole de Stephan Beddrftig et al,**® a été suivi, il consiste & utiliser le dérivé acétal & la

place de 1’aldéhyde.

L’acétal a été synthétisé en faisant réagir 1’aldéhyde aromatique avec 1’orthoformiate
de triméthyl dans le méthanol. Deux exemples d’aldéhyde ont été utilisés comme décrit dans

le schéma suivant : 27

o) OMe MeO

APTS
S
MeO OMe MeOH anhydre
H ta MeG

6h
X=NO,, Cl 14 X=NO,

15 X=Cl

Schéma 55. Synthese des acétals

La protection des aldéhydes sous forme acétals correspondants est I'une des méthodes

les plus appliquées en synthése organique. ©“*® La réaction a été réalisée en utilisant
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I’orthoformiate de triméthyle, trés utilis¢é en synthése organique afin de protéger des

aldéhydes en milieu acide sous la forme acétal. 2"

Produit Aspect Rendement (%)
MeO
NO ..

2 Liquide orange 97.5
MeO
MeO 96.7

Cl L
Liquide incolore

MeO

Tableau 10. Les acétals (14) et (15)
Les acétals résultants possedent un aspect liquide dont les déplacements chimiques de
cette fonction sont 3, 37 ppm pour les protons du groupement méthyle et 52, 4 ppm en RMN

carbone 13.

4.2.2.2. Synthése de I’oxazolidine
Les différents acétals préparés ont été engagés dans la réaction de condensation avec

I’ester méthylique de la N-acétylsérine selon le schéma réactionnel représenté ci-dessous :

MeO OMe o
(0] (0]
P P
~ N
\[( Y o APTS : o
H + —» X H
0 = Toluéne anhydre =
\OH Reflux O/
X
2 14 X=NO, 16 X-NO,
15 X=cl 17 X=Cl

Schéma 56. Synthése des oxazolidines

La formation de 1’oxazolidine (16) a été réalisée par une réaction de condensation
entre 1’acétal (14) et I’acétyl de la sérine catalysée par 1’acide paratoluéne sulfonique. Les
cycles oxazolidines (16) et (17) ont été obtenus avec de bons rendements 64% et 62%

respectivement. L’analyse RMN a montré la formation des deux conforméres de I’hétérocycle
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en proportion égale (50/50). Les déplacements chimiques des pics caractéristiques des deux

conformeres de ’oxazolidine substitué avec le groupe nitro sont 6,40 ppm et 6,48 ppm

respectivement en RMN *H. En ce qui concerne la RMN **C, les valeurs sont 89,2 ppm et

89,4 ppm.

D’autre part, I’analyse RMN de 1’oxazolidine substitué par le groupement chloro (17)

a confirmé 1’obtention des deux conforméres dont 1’un est majoritaire (proportion 70/30). Les

pics caractéristiques pour les deux rotameres en RMN proton possédent les déplacements

chimiques : 6, 28 ppm et 6, 44 ppm respectivement et pour la RMN du carbone 13 les valeurs

sont de 89,8 ppm et 89,9 ppm.

Produit Aspect R¢ Rendement (%)
"~ §
N o 0.79
o— Huile orange cyclohexane 64
16 (7:3)
~
N\)\\o/ 0.83
- : o AcOEt/
O/E Huile jaune cyclohexane 62
(7:3)

17

Tableau 1. Oxazolidines (16) et (17)

4.2.3. Hydrolyse en milieu basique

Dans la suite de la stratégie de synthése des peptidomimétiques a base oxazolidine, le

produit obtenu est engagé dans une réaction de déprotection selon une hydrolyse basique pour

libérer la fonction acide carboxylique et poursuivre le couplage peptidique.
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0 s( 0O o) % 0]
N\)\\O/ LiOH N\)\\OH
H S :
X H THF/ H,0 X~C>—< B
o— 2:1) o—

Schéma 57. Hydrolyse des oxazolidines

L'ester méthylique de 1’oxazolidine obtenue a été hydrolysé€ en acide carboxylique par
une solution d’hydroxyde de lithium dans un mélange THF/H,O (2/1). Un rendement modéré
a été obtenu dans la réaction d’hydrolyse, I’analyse RMN a montré 1’obtention du bon produit
et cela suite a la disparition des pics caractéristiques de la fonction ester en RMN proton et
RMN carbone 13 pour les deux dérivés.

Dans ce cas, Il n’y a pas eu de réaction secondaire affectant I’hétérocycle malgré les
différents traitements. Les deux produits résultants possedent le méme aspect, cependant le
rendement du produit (19) substitué avec un atome de chlore est plus élevé que celui du
dérivé substitué par le groupement nitro.

Produit Aspect Rendement (%)

N\_)\\OH Huile jaune 44

"~ §
\_)\\OH Huile jaune 62

Tableau 2. Produits (18) et (19)
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4.2.4. Couplage peptidique

La derni¢re étape de la stratégie de synthése mise au point, pour I’obtention de
peptidomimétiques a motif oxazolidine, consiste a faire un couplage peptidique dans les
conditions opératoires classiques en utilisant le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)
carbodiimide (EDC) et un agent activant I’hydroxybenzotriazole (HOBt) et la N-méthyl
morpholine dans le dichlorométhane & température ambiante. "8

1) o) 0 o X
EDC \)\\ 0
\ oy Homt N

N ™~
n
g NMM H
X H — X H O
= AA-OMe =
o CH,Cl, O
ta =1, R= P
18 X=NO =, AT
19 X—Cl 2 20 X=NO, n=1, R=Bu
21 X=Cl n=5, R=H
n=1, R=Bn

Schéma 38. Syntheése de peptidomimétiques a motif d'oxazolidines

Dans le but d’avoir plusieurs analogues de type peptidomimétiques a motif

oxazolidine, quatre esters d’amino-acides ont été utilisés lors des couplages peptidiques soit la

valine, la leucine, le N-amino caproique et la phénylalanine respectivement, comme il est
décrit dans les tableaux ci-dessous :

Produit Aspect Rt Rendement

(%)

o) O
% O 0.69
N NH Huile  (ACOEt 99

i 0,
o jaune 100%)
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0 0.74
\)\\ TS Huile  (ACOEt 81
_ NH

jaune 100%)

~
N\)\NH
02N@< é Huile 0.76 63
o— jaune (AcOEt
100%)

0 0 O—_ Huile 0.55 90
jaune (AcOEt
100%).

20d
Tableau 13. Produits 20a-d

Les résultats du pouvoir rotatoire et de la HRMS des différents peptidomimétique

obtenus sont résumés dans le tableau ci-dessous :

Produit Pouvoir Masse Masse
rotatoire calculée trouvée
0 T oo [0]*=-869
N\)X\NH (c=0.7, 394.1609 394.1607
O/

20a
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[a] 2= -101.8

o o (c=0.4, 408.176527 408.176580
%\)\\ O~_  CHCl).
N—_ NH
O/
20b
~ |
N\)\NH [o] 2oD: -126
ON £ (c=0.2, 408.1765  408.1766
0 CH.Cl,
20¢ ~
O
[a] 2= -43.3
© O— (c=0.25, 4421608  442.1606
CH,Cl,).

0
N\/\\\N
: H o)
o
20d

Tableau 3. Résultats de la spectrométrie de masse et pouvoir rotatoire de 20a-d

Les oxazolidines substituées par le groupement chloro ont subi les mémes réactions du
couplage que celles substituées par le groupement nitro dans les mémes conditions

opératoires, les résultats des produits obtenus sont décrits dans les tableaux ci-dessous :

Produit Aspect R Rendement
(%)
os( o o
\)X\ >~ Huile 073
i : :N y NH jaune  (AcOEt 76
o)

e \Inn

a
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0 Huile 0.78
~ i
N\_)\\NH jaune  (AcOEt

99
100%)
o)
O/
21b
~
N NH 0.80
cl H Huile (AcOEt 91
o _= jaune 100%)
21¢ O\
o)
o 0 0 0.62
Huile (AcOEt 83
N N jaune 100%).
= H O
Cl—<: H ;
o—
21d
Tableau 4. Produits 21a-d
Produit Pouvoir Masse Masse trouvée
rotatoire calculée
~

0 [a] 2%5=-61.9
N\)\\ ™S (c=025 3821368
_ NH

383.1362
: CH.Cly).
O/E 0

21
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5 o [a] ®b=-69.8
§(\)\\ O _ (c =0.25, 397.1524 397.1521
NH

CH,Cl,).

o% 0

N\)\\NH

CI%}< fa] 5=+ 600 (¢
—

=0.2,CH.Cly).  396.1523 396.1524

(c=0.4, 431.01368  431.1189
N Y CH,Cl,)

= \Imn /

d

Tableau 16. Résultats de la spectrométrie de masse et pouvoir rotatoire de 21a-d

Les caractéristiques en RMN *H du dérivé (20b) sont comme suit :

e 0,89 ppm — 0,96 ppm et 1,55-1,63 (massif) pour les protons de l'isobutyle

e 3,75 ppm (protons de la fonction ester), 6,41 ppm et 6,57 ppm (protons de
I’oxazolidine)

e 7,1 ppm et 7,14 ppm pour les N-H des rotaméres

Les pics caractéristiques du produit 21b en RMN *3C sont :

(21,9 ppm — 21,3 ppm), (24,9 ppm — 29,6 ppm), (40,2 ppm - 41,1 ppm) pour

les carbones de I’isobutyle

52,5 ppm et 52,4 ppm pour le CH3 de I’ester

e 895 ppm et 89,6 ppm représentent les carbones -caractéristiques de
I’oxazolidine.
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o 172,9 ppm et 173,2 ppm pour le carbonyle de 1’ester

Néanmoins, un seul diastéréoisomere a été obtenu dans cette série de
peptidomimétiques a motif oxazolidine, I'expérience NOE nous a permis d'établir la
configuration du nouveau carbone asymétrique tertiaire 2 de configuration absolue S. Les

résultats obtenus sont décrits sur la figure 55.

Figure 55. NOE du composé 20b

Les rendements des composés résultants étaient excellents, les pics caractéristiques de
I’oxazolidine n’ont pas été affectés par les différents traitements ce qui signifie que
I’hétérocycle synthétisé est stable, donc le schéma réactionnel proposé¢ de la synthése de

mimes de peptides a motif oxazolidine a bien été validé selon le schéma suivant :

0
CIHH .HZN\)kO . Et;N W \)J\ v

H H;C Cl CH,Cl, é
= -5°C
on
1 2
Benzal,dehyde N 0/ ) N\)\\OH
acétal H LiOH :
—_——» X 5 —»X =
APTS . THF/H,0 =
‘ 0 ©
Toluéne
Reflux 16 X=NO, 18 X=NO;
17 X=Cl 19 X=Cl
EDC O
HOBt \
NMM
—_— X H
AA-OMe e
CH,Cl,
ta n=1, R=iPr

20a-d X=NO, n=1,R=iBu

21a-d X=Cl n=5R=H
n=1, R=Bn

Schéma 59. Schéma récapitulatif de la synthése de peptidomimétiques a motif oxazolidine
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5. Conclusion

Dans le but de concevoir de nouveaux peptidomimétiques résultant de I'incorporation d'un
squelette hétérocyclique a motif oxazolidine, plusieurs stratégies de synthése ont été élaborees

afin d’arriver aux molécules souhaitées.

Au départ, le majeur probléme qui a été rencontré réside principalement dans I’instabilité
de I’oxazolidine induite par la fonction amine libre empéchant la réalisation de la cyclisation

intramoléculaire.

En mettant en ceuvre un procédé simple et efficace, nous avons effectué la synthése d’une
série d’oxazolidines, en utilisant le chlorhydrate de I’ester méthylique de la sérine comme
précurseur. Le processus de cette synthése s’est déroulé en quatre étapes, premiérement
I’acétylation de la fonction amine du réactif de départ. Ensuite une condensation de la
molécule obtenue avec deux dérivés d’acétal de benzaldéhyde qui a donné 1’oxazolidine.
L’hydrolyse en milieu basique a permis 1’élimination de 1’ester méthylique et par conséquent
I’obtention de I’acide carboxylique correspondant pour réaliser a la fin des couplages

peptidiques avec différents chlorhydrates d’esters méthyliques d’amino acides.

La stéréochimie des composés obtenus dans cette partie de travail montre que la
condensation de 1’acétal de benzaldéhyde sur I’ester méthylique de la sérine avec la fonction
amine protégée est totalement stéréosélective, puisqu’une seule configuration est obtenue

pour le nouveau centre asymétrique du carbone tertiaire de 1’oxazolidine.
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CHAPITRE 4

EVALUATION DE L’ACTIVITE BIOLOGIQUE

1. Introduction
La résistance croissante des pathogenes aux antibiotiques est un probleme émergent de

santé publique mondial. L'une des solutions pour prévenir cette résistance est le

développement de nouveaux composeés synthétiques avec une activité antimicrobienne.

Les peptides antimicrobiens représentent une classe importante de petites molécules a
caractére amphiphile marqué et largement répondus dans la nature. Ils constituent une partie
importante du systéme immunitaire de différents organismes, ??® car leur activité engendre
une perturbation dans la membrane plasmique qui provoque la lyse cellulaire. 39, ils ont la
capacité d'inciter la réponse immunitaire innée et de lutter contre un large éventail de
microbes. L'incapacité des antibiotiques a neutraliser les bactéries souligne le besoin urgent

de développer de nouveaux composés synthétiques ayant une activité antimicrobienne.

Dans un premier temps, 1’évaluation de l'activité antimicrobienne était consacrée aux
y-lactames a, B-insaturés synthétises a partir des acides aminés afin de Vérifier si ces
molécules sont douées d'une activité antimicrobienne suite a la présence d'une fonction amide,

d'une chaine R hydrophobe et/ou de sites basiques.

D’autre part, notre travail de recherche consiste a optimiser et prédire 1’activité
antibactérienne par modélisation d’une série de ligands de peptidomimétiques a motif
hétérocycliques qui ont été synthétisés dans cette these: oxazolidinones, oxazoldines

et y-lactames a, B-insaturés.

2. Meéthode de diffusion des disques sur milieu solide

2.1. Définition
La méthode de diffusion en gélose, adaptée pour les tests de ’activité antimicrobienne

a été standardisée par le Comité National des Normes pour les Laboratoires et Cliniques
(NCCLS). C’est la technique la plus utilisée pour tester la sensibilit¢ d’un germe a un
antibiotique. Elle est basée sur la diffusion des substances a tester selon un gradient de

concentration. ?3Y
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2.2. Evaluation de I’activité biologique des Y-lactame-a, B-insaturés

2.2.1. Méthode de diffusion des disques sur milieu solide
L'activité antimicrobienne, de six échantillons des Y-lactame-a., B-insaturés a été évaluée a

l'aide de sept micro-organismes différents. Trois souches Gram positives (Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633 et Micrococcus luteus ATCC 9341) et trois
bactéries Gram négatives (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC
8739 et Klebsiella pneumoniae IBMC Strasbourg) ont été utilisées. De plus, une espece de
champignon, Candida albicans CIP 444, a été utilisee comme micro-organisme indicateur

pour détecter I'activité antifongique des Y-lactames-a, B-insaturés.

Pour une concentration de 1 mg/mL en produits, tous les échantillons n’ont pas donné de
zones d’inhibition. Cependant a une concentration de 10 mg/ mL selon la méthode des

disques nous avons obtenu les résultats résumeés dans le tableau ci-dessous :

-Lactames
Amino- Tryptophane Tryptophane
Valine Leucine Phénylalanine caproique (Y-lactame-a, | (Y-lactame-
B-insaturé) | B, Y -insaturé
Souches
V?lqu;le 5110120 5 10| 20 |5 10 20 51101 20| 5 (10|20 |5/10| 20
u
BS Ojo0]O0f|O0 O 0O |O0O] O 0 0| 0] O 0O, 0] 0]0]|O0 0
KP 0 0 0 0 0 9 0 0 0 00 0 0 0 0100 0
ML OO0 0| 8|9 10 | 7| 8 12 0|81 9 0Ol 0] 0]0| 8 9
PA 0 0 0 0 9 10 | O 8 9 00 0 0 0 0100 0
EC o0 | 7|7 ]| 8 9 |6 8 9 00| O 0O, 0] 0]0]O0 0
SA 0 7 9 7 8 9 0 0 10 |10 | 11| 14 | 7 8 9 |0 7 10
CA 0 0 7 0 8 12 | 0| 10 12 0012 ] 0 0 |12|8] 9 13

Tableau 5. Diameétre des zones d'inhibition (mm) des Y-lactame-a, B-insaturés

Le produit provenant de ’amino caproique montre la meilleure activité vis-a-vis de

Staphylococcus aureus avec un diamétre de zone d’inhibition de 14 mm. Celui de la leucine a
montré une activité moyenne avec un diametre allant de 7 mm a 10 mm avec toutes les

souches bactériennes sauf celle du Bacillus subtilus.

Par ailleurs, une activitt moyenne a été enregistrée vis-a-vis du Y-lactame-B,Y—
insaturé provenant du tryptophane avec deux souches : Staphylococcus aureus et Micrococcus

luteus.
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Les trois produits de synthése de la valine, la leucine et la phénylalanine ont montré
une activité faible vis-a-vis d’Escherichia coli avec des diamétres de zones d’inhibition

de 7 mm, 9 mm respectivement.

L’activité contre la souche Pseudomonas aeruginosa n’a pas été enregistrée, sauf avec

la leucine et la phénylalanine.

Aucun des quatre produits synthétisés n’a montré de zone d’inhibition vis-a-vis du

Bacillus subtilis ATCC 6633

Tous les Y-lactame-a, B-insaturés ont montré une activité antifongique faible a modérée

contre le champignon Candida albicans comprise entre 7 et 13 mm.

2.2.2. Détermination de la concentration minimale inhibitrice CMI et la
concentration minimale bactéricide CMB

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus faible
concentration capable d’inhiber toute croissance microbienne visible a 1’ceil nue. @32) Elle
correspond a la concentration la plus faible (en pg/mL) qui inhibe la croissance d’une souche

donnée de bactéries.

La concentration minimale bactéricide (CMB) est la concentration minimale en
antibiotique conduisant a un taux de survie 0,01% de I'inoculum de la souche testée dans le
standard de mesure. C’est la concentration la plus faible permettant de tuer les bacteries (effet

bactéricide).

Afin de mieux évaluer cette activité une étude plus approfondie a été menée par la
détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des quatre produits synthétisés

contre les différentes souches bactériennes selon la méthode de micro-dilution.

La détermination de la concentration minimale inhibitrice est effectuée par 1’utilisation
des microplaques a test polystyrénes. ®*3 Le tableau ci-dessous résume les résultats des CMI

des six échantillons.
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-Lactames
Valine Leucine  Phénylalanine Amino Tryptophane Tryptophane
Souche caproique (Y-lactame-a, (Y-Ia_ctame-,
B-insaturé) B, Y -insature
BS 5000 5000 5000 5000 5000 5000
KP 5000 5000 5000 5000 5000 5000
ML 5000 5000 5000 5000 5000 5000
PA 5000 5000 5000 5000 5000 5000
EC 5000 5000 5000 5000 5000 5000
SA 5000 5000 5000 5000 5000 5000
CA 5000 5000 5000 5000 5000 5000

Tableau 18. CMI (ng/ mL) Y-lactame-a, B-insaturés

Les résultats ont révélé que toutes les souches étudiées étaient sensibles aux produits
de synthése avec une valeur de concentration minimale inhibitrice CMI de 5000 pg/ mL et

celle de concentration minimale bactéricide CMB> 5000 pg/ mL.

2.3. Evaluation de I’activité biologique des oxazolidin-2-ones

D’apres la littérature et comme il a été décrit dans le chapitre (2), le linézolide est un
antibiotique de synthése appartenant a la classe d'antibactériens des oxazolidinones, il est trés

actif sur les bactéries a Gram positif.

Donc ce dérivé possede un hétérocycle oxazolidinone sur sa structure, la raison pour
laquelle nous nous sommes dirigés vers 1’évaluation de 1’activité antimicrobienne des
peptidomimétiques a motif oxazolidin-2-one et oxazolidine synthétisés dans ces travaux de
recherche. Cette étude a été réalisée sur 41 souches de bactérie a Gram positif et a Gram

négatif.

Les résultats de D’activité antimicrobienne des peptidomimétiques avec les deux
hétérocycles oxazolidin-2-ones et oxazolidines n’étaient pas satisfaisant. Ceux-ci n’ont pas
révélé d’activité importante sur toutes les souches de bactérie en comparant avec le dérivé

linézolide, utilisé comme référence.

92



Chapitre (4) : Evaluation de I’activité biologique

3. Etude théorique

3.1. Introduction

La modélisation moléculaire est une technique largement utilisée en chimie, biologie et en
industrie pharmaceutique. En effet, cette méthode présente un outil puissant dans I'étude de la
conception de médicaments et la recherche d'agents actifs potentiellement nouveaux en peu de
temps, parce qu’elle permet de comprendre et de prédire le comportement des systémes

moléculaires. %39

La procédure de Docking permet de générer une liste de complexes représentant les
modes d’association favorables entre le ligand et le récepteur macromoléculaire. L’étape
suivante consiste a évaluer ces complexes afin de trouver celui ou ceux les plus susceptibles

de reproduire au mieux le mode d’association réel.

Le Docking moléculaire a été effectué pour trouver les sites de liaison probables dans
la structure enzymatique en explorant chaque ligand. Cette méthode est rapide, elle est basée
sur I’utilisation de logiciels qui sont facilement accessibles, d’autre part, il n’y pas de

gaspillage de produits chimiques.

3.2. Définition de I’enzyme

Les ligands étudiés sont des produits de synthese et dans le but de prédire s’ils possédent
une activité antibactérienne, une étude theéorique a été réalisée en utilisant I'enzyme
pantothénate synthétase a I’aide d’une base de données sur les protéines du RCSB (PDB ID :
2X3F).

La pantothénate synthétase est une enzyme cruciale pour la synthése de la coenzyme A
et de la protéine porteuse d'acyle chez Staphylococcus aureus &%, Il est indispensable a la

croissance et a la survie de cette bactérie.

La PS joue un r6le critigue dans de nombreux processus cellulaires tels que le
métabolisme des acides gras. C'est un précurseur clé de la fraction 4-phosphopantéthéine de la
coenzyme A (CoA) et de la protéine porteuse d'acyle (ACP) ©“*®. Les deux sont des cofacteurs
essentiels pour la croissance cellulaire et sont impliqués dans des voies de biosynthése

essentielles.
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La structure cristallographique de la pantothénate synthétase a été téléchargée a partir de
la base de données Brookhaven Protein Data Bank (PDB Accession code 2X3F) et utilisée
pour l'analyse d'amarrage. La structure tridimensionnelle de la pantothénate synthétase a été

obtenue par diffraction des rayons X avec une résolution (1,95 A).

3.3. Préparation de I’enzyme

Dans le but d’obtenir un modele simplifié, une seule chaine d'acides aminés a été
conservée. Les molécules d'eau ont été éliminées, des états de protonation corrects ont été
attribués aux résidus pour fournir des cavités stériques sans entrave pour I'amarrage du ligand.
L'énergie de la protéine a été minimisée au moyen de MOE (environnement d'exploitation
moléculaire) ?"%®) en utilisant le champ de force MMFF94x, enfin la cavité enzymatique qui

représente le plus grand site actif dans les acides aminés a été detectée.

Figure 56. Structure de 2x3f (image avant et apres traitement)

3.4. Docking moléculaire

3.4.1. 1,3-oxazolidin-2-one
Le Docking de la série de ligands des oxzolidin-2-ones a indiqué que tous les composés

synthétisés ont un potentiel de liaison avec I'un ou l'autre des acides aminés dans les poches

actives, comme le montrent les résultats des scores résumés dans le tableau ci-dessous :

Produits Score Rmsd-refine
Ligand de référence -7.5363 3.5846
Valine -5.7893 1.4316
Leucine -5.7896 1.7975
Caproique -6.5791 1.9063
Phénylalanine -6.6325 1.0458

Tableau 19. Bilan énergétique des différents complexes (2x3f-oxazolidinone) Kcal/mol
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Le complexe formé entre I’enzyme 2x3f et l'analogue de 1’oxazolidin-2-one de la
phénylalanine posséde la plus faible énergie (-6.6325 Kcal/mol) et par conséquent c’est le

complexe le plus actif en comparant aux autres formés avec le reste des analogues.

L’¢tude de la modélisation a révélé que tous les composés ont montré des scores
modérés allant de -5,7391 kcal/mol a -6,6325 kcal/mol contre I'enzyme pantothénate
synthétase (PS). Les résultats ont montré que la majorité des interactions sont comprises entre

2,5 A et 3,55 A qui représente la gamme des interactions fortes et moyennes.

Nous avons observé que le composé de la valine interagit avec I'acide aminé LYS 150
H-accepteur, MET 31 H-accepteur et HIS 38 H-accepteur & une distance de 3.05 A, 3.50 A et

3.11 A respectivement.

Le composé avec la leucine interagit avec les acides aminés [LYS 150 H-accepteur,

MET 31 H-accepteur] de I'enzyme & une distance de 2.77 A, 3.15 A respectivement.

Le composé de I’amino caproique a révélé un score de -6.5791 kcal/mol et interagit
avec MET 31, HIS 35 et LYS 150 par des liaisons hydrogenes de la liaison peptidique
et l'oxygéne du carbonyle de I'hétérocycle avec les distances 3.35 A, 3.12 A, 2.93 A

respectivement.

Le complexe 2x3f-Phe-ox interagit avec deux sites différents de ARG 188 pi-H
et pi-cation a une distance de 4.42 A et 3.26 A respectivement.

-
. @
[
me ‘_.—‘:
A. Diagramme d'interaction du B. Diagramme d'interaction du
complexe 2x3f-Cap-0x complexe 2x3f-Phe-ox

Figure 57. Diagrammes des interactions (2x3f-oxazolidinone)
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3.4.2. Oxazolidine
3.4.2.1. Oxazolidines substituées par le groupe nitro

Produits-nitro Score Rmsd-refine
Ligand de référence -7.5363 3.5846
Valine -6.9842 1.4517
Leucine -6.1766 1.7825
Caproique -8.7062 1.8381
Phénylalanine -7.4821 1.1912

Tableau 20. Blan énergétique des différents complexes (2x3f-nitrooxazolidine) Kcal/mol

Les résultats ont révélé que le complexe formé entre 1’enzyme et 1’analogue de
I’amino caproique a la plus faible énergie (-8.7062 kcal/mol) par rapport au complexe 4
(-7.4821 kcal/mol), qui est plus actif que le complexe 1 (-6.9842 kcal/mol), ensuite vient le
complexe 2 (-6.1766 kcal/mol). Le score de I’amino caproique enregistré est meilleur méme

que celui du ligand de référence (-7.5363 Kcal/mol).

Pour le complexe Val-NO,-2x3f : le produit interagit avec les acides aminés PRO 29
H-donneur & une distance de 3.09 A, GLN 154 H-accepteur & 2.86 A de distance et GLY 148
a3.11A,

Pour le complexe Leu-NO,-2x3f : I’analogue interagit avec les acides aminés GLU
118 (H-donneur), MET 31 (H-accepteur), LYS 150 (H-accepteur), ARG 122 (H-accepteur)
et ARG 188 (H-accepteur) a des distances 3.24 A, 3.20 A, 2.70 A, 2.74 A et 2.85 A

respectivement.

Pour le complexe Cap-NO,- 2x3f : l'analogue interagit avec l'acide aminé ARG 44
H-accepteur, 2 sites différents de SER 65 H-accepteur et THR 126 pi-H a des distances de
3,31A,313A,2,98A.

En ce qui concerne le complexe Phe-NO,-2x3f; 1’analogue interagit avec 5 sites
différents dont ASP 151 (H-donneur), MET 31 (H-donneur), HIS 38 (H-accepteur), GLN 154
(H-accepteur) et ILE 176 (H-accepteur) & des distances 3.39 A, 4.02 A, 2.91 A, 3.00 A
et 3.34 A respectivement.
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A. Diagramme d'interaction du B. Diagramme d'interaction du
complexe 2x3f-Cap-oxazolidine-NO, complexe 2x3f-Phe-oxazolidine-NO,

Figure 58. Diagrammes des interactions (2x3f-oxazolidine-NO)

3.4.2.2. Oxazolidines substituées par le groupe chloro
L’analyse a montré que les dérivés du chloro-oxazolidine peuvent se lier avec le site
actif de 2x3f de certain nombre d’acides aminés, les scores de cette analyse sont résumés dans

le tableau ci-dessous :

Produits chloro Score Rmsd-refine
Ligand de référence -7.5363 3.5846
Valine -6.8232 1.5123
Leucine -7.8844 1.9546
Caproique -7.7175 2.0439
Phénylalanine -8.2337 1.9024

Tableau 21. Bilan énergétique des différents complexes (2x3f-chlorooxazolidine) Kcal/mol

L’étude du Docking moléculaire a révelé que les composés présentent de bons scores
de liaison allant de -6,8 kcal/mol a -8,2 kcal/mol. L’analogue de la phénylalanine présente le
score le plus élevé de -8.2 kcal/mol, en ce dernier, des liaisons hydrogénes sont formées entre
ASP 151- carbone du cycle oxazolidine, CI-TYR 146 et I'oxygéne de [’amide
tertiaire-MET 31 & des distances 3.26 A, 3.07 A et 3.06 A respectivement. Bien que ce
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composeé soit également stabilisé par une interaction aromatique = de type Pi-H et Pi-cation du
cycle avec le résidu d'acide aminé ARG 188 a des distances de 4.42 A et 3.24 A.

Pour le complexe Leu-Cl-2x3f : I'analogue interagit avec l'acide aminé GLN 154

H-accepteur a une distance de 2.84 A.

p M 5 0 -
. i o 0o :‘:
. .

A. Diagramme d'interaction du B. Diagramme d'interaction du
complexe 2x3f-Leu-oxazolidine-Cl complexe 2x3f-Phe-oxazolidine-Cl

Figure 59. Diagrammes des interactions (2x3f-oxazolidine-Cl)

Le MET 31 forme également une liaison hydrogene (accepteur) avec 1’oxygene de
I’amide tertiaire de I’analogue de la valine a une distance de 3.53 A, ainsi une autre
interaction de type H-donneur a été formée entre 1’acide aminé TYR 146 et le groupement

chloro de ’analogue de la valine a une distance de 3.29 A.

Pour le complexe Cap-Cl-2x3f: I’analogue interagit avec I’acide aminé GLN 154
H-accepteur a une distance de 2.89 A, ainsi qu’avec les acides aminés MET 31 et LYS 150
par une liaison de méme type & des distances 3.10 A et 3.30 A respectivement. Dans le cas du
complexe Leu-Cl-2x3f : l'analogue interagit avec l'acide aminé GLN 154 H-accepteur a une
distance de 2.84 A. Les résultats enregistrés pour les dérivés de la leucine et la phénylalanine

sont meilleurs en comparant au ligand de référence.
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3.4.3. Y-lactame-a, p-insatures
Les résultats du Docking pour la série des ligands Y-lactame-a, B-insaturés ont indiqué

que tous les composés synthétisés ont un potentiel de liaison avec lI'un ou l'autre des acides
aminés dans les poches actives, comme en témoignent les scores qui sont résumés dans le

tableau ci-dessous :

Produits Score Rmsd-refine
Ligand de référence -7.5363 3.5846
Valine -5.0948 0.9038
Leucine -5.3310 1.1936
Caproique -5.4293 1.8990
Phénylalanine -5.7844 2.2436
Tryptophane conjugué -5.6168 3.2538
Tryptophane non conjugué -5.9574 1.3053

Tableau 6. Bilan énergétique des différents complexes (2x3f-Y-lactame) Kcal/mol

Théoriquement, tous les composés synthétisés ont montré des scores de liaison

modérés allant de -5.09 kcal/mol a -5.95 kcal/mol.

Pour le complexe Val-2x3f : I'analogue interagit avec trois acides aminés LYS 150,
ARG 188 et ARG 122 par le méme type d’interaction (H-accepteur) & des distances
de 3,31 A, 3,13 A, 2,98 A respectivement.

Chacun des ligands de la leucine et I’amino caproique interagissent avec un Seul acide

aminé LYS 150, GLN 154 respectivement a des distances de 3.10 A et 3.17 A,

Pour le complexe Phe-2x3f : ’analogue interagit avec un ensemble d’acides aminés
notamment ARG 122 et LYS 150 par une liaison de méme type (H-accepteur) a des distances
2.95 A et 3.37 A respectivement ainsi qu’avec la GLN 154 par une liaison (pi-H) a4 4.77 A de
distance. Par une liaison de type H-accepteur, le complexe du tryptophane conjugué interagit
avec le MET 31 a une distance de 3.36 A.

En ce qui concerne le complexe du tryptophane Y, B-insaturés les interactions sont
plus remarquables par rapport aux autres, or le ligand interagit avec 5 sites différents dont
ASP 151 (H-donneur), LYS 150 (H-donneur), ARG 188 (H-accepteur), ARG 122
(H-accepteur) et GLN 154 (H-pi) & des distances 3.11 A, 3.06 A, 2.95 A, 3.17 A et 3.99 A

respectivement.
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A. Diagramme d'interaction du B. Diagramme d'interaction du
complexe 2x3f-Y-lactame-Try complexe 2x3f-Y-lactame-Try
conjugué non conjugué
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C. Diagramme d'interaction du
complexe 2x3f-Y-lactame-Phe

Figure 60. Diagrammes des interactions (2x3f-Y-lactame-o.,-insaturés)
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4. Conclusion

Les propriétés antibactériennes des analogues des Y'-lactame-a, B-insaturés préparés ont
été analysées en appliquant la méthode de diffusion sur gélose, ils ont été testés en présence
de Trois souches bactériennes Gram positives (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis et
Micrococcus luteus) et trois bactéries Gram négatives (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli et Klebsiella pneumoniae), les échantillons préparés avaient une activité antibactérienne
modérées contre les souches bactériennes étudiées. Par ailleurs, les produits de synthese

ont montré une activité antifongique faible contre le champignon Candida albicans.

De méme, I’activité antimicrobienne in vitro des oxazolidinones et oxazolidines a été

testée mais pour tous les échantillons, aucune zone d’inhibition n’a été enregistrée.

D’autre part, les propriétés antibactériennes des mimes de peptides a base hétérocyclique
synthétisés dans ces travaux de recherche ont été étudiées par modélisation théorique. Le
Docking moléculaire a permis de prédire une activité inhibitrice modérée d’une enzyme
d’origine bactérienne avec tous les analogues, principalement, ceux de 1’amino caproique du

nitro-oxazolidine et la phénylalanine du chloro-oxazolidine.

L’étude théorique qui a été réalisée montre une activité antibactérienne non négligeable
pour tous les composés obtenus mais cela était suite a des simplifications de modélisation
théorique. Cependant la partie pratique réalisée in vitro, qui représente la réalité des choses,

n’a pas révélé d’activité biologique.
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Le travail de cette thése montre I’intérét que portent les mimes de peptides et plus
particulierement leur utilisation dans le domaine pharmaceutique. Ce domaine trouve une
nouvelle source de molécules thérapeutiques innovantes susceptibles de contrebalancer les

problemes de peptides qui résident principalement dans leur dégradation rapide.

Durant notre travail, une série de nouvelles molécules de type peptidomimetiques

cycliques a cing chainons dérivés de la proline a été synthétisee.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a la conception de mimes de
peptides a motif oxazolidin-2-one. Une voie de synthése rapide et efficace basée sur
I’utilisation du N-boc sérine comme produit de départ a été appliquée. Cette approche consiste
en un couplage peptidique avec quatre esters méthyliques d’amino acides (la valine, la
leucine, I’amino caproique et la phénylalanine) et une condensation avec le chlorure de
thionyle. Cette synthése nous a permis d’obtenir quatre analogues d’oxazolidi-2-one. Sur ce
point, notre travail est une contribution a la chimie des oxazolidin-2-ones, hétérocycle doté

d’activités biologiques pertinentes notamment en activité antimicrobienne.

En paralléle, un procédé simple et efficace a été mis en ceuvre dans la synthése des
oxazolidines. La méthode consiste a utiliser I’ester méthylique de la sérine comme précurseur.
Le processus de cette synthese se déroule en quatre étapes, 1’acétylation de la fonction amine
du composé de départ. Ensuite une condensation stéréosélective avec deux dérives du
benzaldéhyde (le 4-nitrobenzaldéhyde et le 4-chlorobenzaldéhyde). A la fin une hydrolyse
dans un milieu basique sans affecter I’hétérocycle permet un couplage peptidique dans des
conditions classiques. Cette approche nous a facilité 1’octroi d’un seule diastéréoisomére pour

chaque composé avec de nouvelles structures a motif oxazolidine.

Suite a une collaboration, nous avons abordé un travail basé sur un hétérocycle a cing
chainons ; le y-lactame-a, B-insaturé. Cette synthese a été effectuée en une seule étape en
utilisant un réactif facilement accessible ; le 2,5-diméthoxy-2,5-dihydrofurane, réactif clé pour

la synthese des y-lactames-a, B-insaturés.

Tous les produits synthétisés ont été caractérisés par différentes méthodes

spectroscopiques (spectrométrie de masse, RMN *H et RMN “C).
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En revanche, I’arsenal décroissant d'antibiotiques efficaces et les taux croissants de
résistance bactérienne, ont poussé¢ les chercheurs a 1’¢laboration des agents alternatifs
nécessaires. Dans la présente étude, une évaluation de ’activité biologique a été effectuée des
y-lactames-a, B-insaturés, les résultats ont démontré un effet inhibiteur modéré sur les
bactéries a Gram positif et bactéries a Gram négatif. Le meilleur résultat a éte enregistre avec
le dérivé de I’amino caproique contre la bactérie Staphylococcus aureus avec une zone
d’inhibition de diamétre de 14 mm. Par ailleurs, tous les échantillons analysés ont montré une

activité antifongique modérée contre le champignon Candida albicans.

Dans le but de prédire I’affinité des produits hétérocycliques synthétisés Vis-a-vis
d’une enzyme a visée antibactérienne, une étude in silico a été réalisée. L’étude théorique
a été concue en utilisant le logiciel MOE (environnement d'exploitation moléculaire), elle vise
a identifier les différentes interactions entre les ligands et les protéines, compte tenu de leurs

structures tridimensionnelles (3D).

La modélisation moléculaire a permis de prédire une activité inhibitrice acceptable
d’une enzyme d’origine bactérienne de tous les analogues, en particulier ceux de 1’amino-
caproique du nitro-oxazolidine et la phénylalanine du chloro-oxazolidine avec des scores de -
8.7062 Kcal/mol et -8.2337 Kcal/mol respectivement.

Cette étude nous a permis également de comprendre en détail les diverses interactions
entre les ligands et les sites actifs des enzymes, afin de concevoir de nouveaux inhibiteurs

puissants.

Suivant les stratégies synthétiques développées dans notre travail, une grande variété
de mimes de peptides peut étre obtenue en appliquant différentes transformations possibles :
allongement de la chaine peptidique, incorporation de nouvelles fonctions comme des sites
acide ou basique afin de moduler Dlactivit¢ biologique et avoir de nouvelles cibles

thérapeutiques.

Les études de structure-activité seront également essentielles pour élucider davantage
les caractéristiques structurelles essentielles a l'activité. L’évaluation de [Dactivité

anticancéreuse pour ce type de produits serait intéressante.
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PARTIE EXPERIMENTALE

Toutes les réactions utilisaient des solvants et des réactifs obtenus a partir de sources
commerciales sans autre purification. Les réactions nécessitant des conditions anhydres ont
été effectuées sous courant d’argon. Les solvants ont été¢ éliminés sous pression réduite par un

appareil a vapeur « rotor Biichi ».

Les spectres RMN 'H et °C ont été enregistrés sur un spectrométre RMN Bruker
Advance 300 MHz, 400 MHz et sur un spectrométre 600 MHz. Les données sont rapportées
comme suit: Multiplicité du déplacement chimique (s = singulet, d = doublet, t = triplet,
g = quadruplet, m = multiplet), les déplacements chimiques sont indiqués en parties par
million (ppm) et toutes les constantes de couplage J sont rapportées en Hertz. L’analyse a été

réalisée avec divers solvants deuterés (le chloroforme, le DMSO et le méthanol).

Les spectres de masse ont été enregistrés en utilisant un spectrometre de masse a
électrospray Time-of-Flight MicroTOFTM. Les masses ont été enregistrées en mode positif

ou négatif.

Le suivi des réactions a été fait par chromatographie sur couches minces (CCM) sur
plaque de silice en aluminium Merck 60. Selon leur nature, les produits ont été révélés a la
lumiere UV (254 nm) et par pulvérisation de divers produits tels que la ninhydrine, I'acide

phosphomolybdique et la vanilline, toutes les plaques ont été soumises au chauffage.

Les purifications par chromatographie sur colonne de gel de silice ont été réalisées avec

de la silice (Silica Gel 60 A, granulométrie : 35-70 um).

1. Synthése de ’oxazolidinone avec le chlorure de thionyle
1.1. Procédure générale pour le couplage d'acides aminés ¢*%
La N-Boc sérine (2,4 mmol), le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) (2,9

mmol) et I'nydroxybenzotriazole (HOBt) (3,9 mmol) ont été dissous dans CH,Cl, (50 ml).
Aprés 1 h, le Val-OMe.HCI et la N-méthylmorpholine (7,3 mmol) appropriés ont été ajoutés
et le mélange réactionnel a été agité pendant 24 h a température ambiante. La solution a été
lavée avec 10% de NaHCO3 (2 x 10 ml), 5% de KHSO, (2 x 10 ml), puis sechée sur MgSOy,
filtrée et évaporée sous pression réduite. 716 mg (92,5%) d'huile jaune ont été obtenus. Tous

les produits résultants de la réaction de couplage peptidique ont été utilisés sans purification.
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(tert-butoxycarbonyl)-L-séryl-L-valinate de méethyl (5a)
M= 318.37 g/mol [C14H25N206]

0
HN 0 m=716 mg
Boc” \E)J\N N

H Rdt= 92.5%

/™

oH Aspect: Huile jaune

'H RMN (300 MHz, CDCly): 8y 0.93 (d, J 6.9 Hz, 3H), 0.97 (d, J 6.9 Hz, 3H), 1.48 (s, 9H),
2.00 (s, 1H) 2.19-2.29 (m, 1H), 3.63-3.72 (m, 2H), 3.77 (s, 3H), , 4.10 (d, J 9.2 Hz, 1H), 4.53
(t, J 3.4 Hz, 1H), 5.71 (NH, 1H), 7.31 (NH, 1H).

3C RMN (300 MHz, CDCls): 8¢ 19.05, 28.3, 30.8, 52.3, 54.6, 57.4, 62.7, 80.5, 156.2, 171.7,
172.3.

(tert-butoxycarbonyl)-L-seryl-L-leucinate de méthyl (5b)
N-Boc sérine 500 mg (2.4 mmol)

EDC 550 mg (2.9 mmol)

HOBt 520 mg (3.9 mmol)

Leu-OMe.HCI 490 mg (2.7 mmol)

N-méthylmorpholine 800 uL (7.3 mmol)

CH,Cl, (50 mL)

M= 332.39 g/mol [C15H28N206]

(0]
JJ\ m=671 mg
HN O
Bo” N N ™ Rdt=83.1%
Aspect: Huile jaune

e

OH
5b

IH RMN (300 MHz, CDCls): 8 0.96 (d, J 1.7 Hz, 3H), 0.97 (d, J 1.9 Hz, 3H), 1.49 (s, 9H),
153 (s, 1H), 1.57-1.65 (m, 1H), 1.67-1.74 (m, 2H), 3.78 (s, 3H), 4.23 (t, J 6.1 Hz, 1H), 4.50-
4.70 (m, 2H), 5.63 (NH, 1H), 7.07 (NH, 1H).

3C RMN (300 MHz, CDCly): 8¢ 22.9, 24.8, 28.3, 40.8, 50.9, 52.5, 53.4, 62.9, 80.5, 156.1,
171.6, 173.5.
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(S)-6-(2-((tert-butoxycarbonyl) amino)-3-hydroxypropanamido)hexanoate de méthyle
(5¢)

N-Boc sérine 1.006 g (4.9 mmol)

EDC 1.4 g (7.3 mmol)

HOBt 1.04 g (7.7 mmol)

Cap-OMe.HCI 960 mg (7.3 mmol)
N-méthylmorpholine 1.6 mL (14.7 mmol)
CH,Cl, (80 mL)

AN M= 316.39 g/mol [C1sHsN,05]
o m=1.58 g
/HN\)I\ Rdt=98.0%
Boc Y E

Aspect: Huile jaune

/"

OH
Sc

IH RMN (300 MHz, CDCl5): 8y 1.25-1.30 (m, 2H), 1.35-1.43 (m, 2H), 1.49 (s, 9H), 1.59 (s,
1H), 1.65-1.72 (m, 2H), 2.34 (t, J 7.2 Hz, 2H), 3.29 (t, J 6.0 Hz, 2H), 3.70 (s, 3H), 4.08-4.16
(m, 2H), 5.34 (NH, 1H), 6.81 (NH, 1H).

3C RMN (300 MHz, CDCls): 8¢ 24.3, 26.2, 28.3, 29.0, 33.8, 39.2, 51.6, 54.8, 62.9, 80.5,
156.3,171.4,174.1.

(tert-butoxycarbonyl)-L-séryl-L-phénylalaninate de méthyl (5d)
N-Boc sérine 500 mg (2.4 mmol)

EDC 550 mg (2.9 mmol)

HOBt 520 mg (3.9 mmol)

Phe-OMe.HCI (2.6 mmol)

N-méthylmorpholine 800 puL (7.3 mmol)

CH,ClI, (50 mL)
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M= 316.39 g/mol [C13H25N206]
m=765 mg

o
- /HN\)kN O Rdt= 86.0%
z H

Aspect: Huile jaune

/"

OH
5d

'H RMN (300 MHz, CDCls): 84 1.47 (s, 9H) , 2.80 (s, 1H), 3.10 (g, J 7.4, 6.8 Hz, 1H), 3.19
(g, J 8.2, 5.6 Hz, 1H), 3.61-3.67 (m, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.96-4.05 (m, 1H), 4.21 (d, J 9.2 Hz,
1H), 4.87 (g, J 7.6, 6.4 Hz, 1H), 5.57 (NH, 1H), 7.10-7.31 (m, 5H, Ar), 7.32 (NH, 1H).

3C RMN (300 MHz, CDCly): 8¢ 28.3, 37.7, 52.5, 53.4, 55.1, 62.9, 80.4, 127.2-128.6-129.2-
135.7 (Ar), 155.9, 171.0, 171.9.

1.2. Procédure générale de la synthése du 1,3-oxazolidin-2-one %

Le N-Boc sérine-Valine-OMe (100 mg, 0,31 mmol) a été dissous dans 10 ml de THF absolu,
on a ajouté goutte a goutte du chlorure de thionyle (0,18 ml, 2,51 mmol) a température
ambiante. Le mélange a été chauffé au reflux pendant 5 h. Le mélange réactionnel a été lavé
avec du NaHCO3 a 10%, la phase aqueuse a été extraite deux fois avec 1’acétate d’éthyle. La
phase organique a été séchée avec MgSQO, et concentrée sous vide, puis le résidu a été purifié
par chromatographie sur colonne sur gel de silice (EtOAc, 100%) pour donner 69 mg du

produit sous forme d'huile jaune (90%).
((S)-2-oxooxazolidine-4-carbonyl)-L-valinate de méthyl (7a)
M= 243.24 g/mol [C10H16N205]
m=69 mg
Rdt=90.0%

0 S HN /
Y .......u< of Aspect: Huile jaune
0 \
0O O

7a Re= 0.29 (Acétate d’éthyle 100%)

'H RMN (300 MHz, CDCls): & 0.94 (d, J 1.6 Hz, 3H), 0.96 (d, J 1.6 Hz, 3H), 2.16-2.28 (m,
1H), 3.74 (s, 3H), 4.44 (g, J 5.6, 2.6 Hz, 1H), 4.53 (q, J 5.8, 3.0 Hz, 2H), 4.70 (t, J 8.4 Hz,
1H), 7.34 (NH, 1H), 7.60 (NH, 1H).

3C RMN (300 MHz, CDCls): 8¢ 19.0, 31.0, 52.3, 55.3, 57.3, 68.5, 160.1, 170.6, 172.4.

108



Partie expérimentale

HRMS (ES-: m/z [M-H]) Calculée C10H15N>05 243.0981 Trouvée 243.0978.

[a] ?°b= - 26.5 (c = 0.15, CH,Cl,)

((S)-2-oxooxazolidine-4-carbonyl)-L-leucinate de méthyle (7b)

5b 378 mg (1.1 mmol)
Chlorure de thionyle 660 uL (9.1 mmol)
THF anhydre (36 mL)
M= 258.27 g/mol [C11H15N,Os]

H\)J\ m=208 mg
N
Y . o Rdt= 72%
O S Aspect: Huile jaune
) \OH p J

R#= 0.34 (Acétate d’éthyle 100%)

'H RMN (300 MHz, CDCls): 8 0.94 (d, J 1.5 Hz, 3H), 0.96 (d, J 1.7 Hz, 3H), 1.58-1.65 (m,
1H), 1.71-1.76 (m, 2H), 3.73 (s, 3H), 4.40 (dd, J 5.5, 2.9 Hz, 1H), 4.51 (t, J 9.7, 5.5 Hz, 2H),
4.69 (g, J 8.7Hz, 2H), 7.37 (NH, 1H), 7.68 (NH, 1H).

3C RMN (300 MHz, CDCls): 8¢ 22.8, 24.9, 40.6, 50.6, 52.5, 55.3, 68.6, 160.2, 170.7, 173.8
HRMS (ES-: m/z [M-H]"): Calculée C11H1gN,05 257.1137 Trouvée 257.1145.
[a] 2= - 45.1 (c = 0.25, CH,Cl,)

(S)-6-(2-oxooxazolidine-4-carboxamido)hexanoate de méthyle (7c¢)

5¢ 393 mg (1.2 mmol)
Chlorure de thionyle 700 pL (9.5 mmol)
THF anhydre (36 mL)
M= 258.27 g/mol [C11H18N205]
0] m=185 mg
o= on Rdt= 61.0%
N O
e H HN\/\/\)]\ Aspect: Huile jaune

R¢= 0.25 (AcOEt/MeOH 99/1)
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'H RMN (300 MHz, CDCly): 8y 1.1.31-1.41 (m, 2H), 1.51-1.59 (m, 2H), 1.62-1.69 (m, 2H),
2.33 (t, J 7.3 Hz, 2H), 3.28 (t, J 6.1 Hz, 2H), 3.68 (s, 3H), 4.43 (g, J 7.0, 5.3 Hz, 2H), 4.66 (t,
J7.5 Hz, 1H), 7.23 (NH, 1H), 7.26 (NH, 1H).

3C RMN (300 MHz, CDCls): 6¢c 24.3, 26.1, 28.7, 33.7, 39.3, 51.6, 54.9, 68.6, 160.1, 170.3,
174.3.

HRMS (ES-: m/z [M-H]): Calculée C11H17N,0s 257.1137 Trouvée 257.1144.

[a] ?°b=-41.0 (c = 0.3, CH,Cl,)

((S)-2-oxooxazolidine-4-carbonyl)-L-phénylalaninate de methyle (7d)

5d 325 mg (0.9 mmol)

Chlorure de thionyle 510 pL (7.1 mmol)

THF anhydre (28 mL)

o) M=292.29 g/mol [Cl4H16N205]
0 ~

o)
H
0><:j“\1§ Rdt= 62.0%

Aspect: Huile jaune

m=173 mg

7d Ri= 0.43 (Acétate d’éthyle 100%)

'H RMN (300 MHz, CDCl3): & 3.08 (dd, J 10.6, 2.7 Hz, 1H), 3.25 (dd, J 9.0, 4.4 Hz, 1H),
3.69 (t, J 1.9 Hz, 1H), 3.72 (s, 3H), 4.46 (q, J 7.9, 5.1 Hz, 2H), 5.00 (dt, J 6.0, 4.3 Hz, 1H),
7.26-7.38 (m, 5H, Ar), 7.65 (NH, 1H), 8.10 (NH, 1H).

B3C RMN (300 MHz, CDCls): 8¢ 38.3, 52.5, 52.6, 55.7, 68.8, 127.0-128.3-129.5-136.6 (Ar),
160.6, 170.5, 172.1.

HRMS (ES+: m/z [M+Na]"): Calculée C14H1sN,0sNa 315.0957 Trouvée 315.0956.
[a] ®b=+ 7.2 (c = 0.5, CH,Cl,).

2. Synthése des y-lactame a, B-insaturés

Procédure générale de la synthese des y-lactames a, B-insaturés (178)
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Le chlorhydrate d'ester méthylique de la valine (2 g, 11,9 mmol) a été dissous dans 50 ml
d'eau. Au bout de 5 minutes, on a ajouté des gouttes d'acide chlorhydrique 1 M (2,4 ml, 2,4
mmol) a cette solution, puis du diméthoxydihydrofurane (1,4 ml, 11,9 mmol). La réaction a
été agitée pendant 3 h, puis introduite dans un bain de glace et 1,5 g de bicarbonate de sodium
ont été ajoutes par portion. Aprés, I'agitation a été poursuivie pendant 2h, la solution a été
extraite par CH,Cl,. L'extrait a été séché sur (Na,SO,) filtré et concentré sous vide. Le produit
a été obtenu aprés purification par chromatographie sur colonne de gel de silice (AcOEt /

cyclohexane: 50/50).

Ester méthylique de I'acide 3-méthyl-2- (2-oxo-2,5-dihydro-pyrrol-1-yl) —butyrique (8a)

COOMe M= 197.23 g/mol [CloHlsNO;J,]

m=173 mg

QVO Rdt=70.0%
S Aspect: Huile orange

8
! Rs= 0.43 (AcOEt / cyclohexane: 50/50)

'H RMN (300 MHz, CDCls): 84 1.00 (d, 6H, J=2.0Hz), 2.17-2.28 (m, 1H,), 3.75(s, 3H), 4.07
(t, 2H, J=1.9Hz), 4.57 (d, 1H, J=10Hz), 6.18 (d, 1H, J=2.0Hz), 7.13 (d, 1H, J=1.4, 6.0Hz).
3C NMR (300 MHz, CDCls): 8¢ 19.0, 29.4, 50.1, 51.8, 59.4, 127.0, 143.8, 171.6, 177.0.

Ester méthylique de I'acide 4-méthyl-2- (2-oxo-2,5-dihydro-pyrrol-1-yl) —pentanoique
(8b)

M=211.26 g/mol [C11H17NO3]

COOMe
W m=173 mg
N o Rdt=59.3%

g Aspect: Huile orange

8b Ri= 0.43 (ACOEt / cyclohexane: 50/50)

'H NMR (300 MHz, CDCly): 84 0.96 (d, 6H, J= 1.2Hz),1.28 (t, 2H, J= 7.2Hz), 1.75- 1.80 (m,
1H), 3.72 (s, 3H), 3.99 (t, 2H, J=1.9Hz), 4.27 (t, 1H, J=1.9Hz), 6.22 (td, 1H, J= 1.9, 6.0Hz),
7.19 (td, 1H, J=1.8, 6.0Hz).
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3C RMN (300 MHz, CDCls): 8¢ 21.3, 23.0, 24.9, 38.8, 49.7, 51.5, 52.2, 127.3, 143.9, 171.8,
172.5.

Ester méthylique de I'acide 6- (2-oxo-2,5-dihydro-pyrrol-1-yl) —hexanoique (8c)

M= 211.26 g/mol [C11H17N03]

N m=123 mg
/ COOMe Rdt= 66.3% - Aspect: Huile orange
8c Rs=0.35 (AcOEt / cyclohexane: 50/50)

'H RMN (300 MHz, CDCly): 8y 1.38 (m, 2H), 1.61 (m,2H), 1.69 (m, 2H), 2.32 (t, 2H, J=
7.4Hz), 3.44 (t, 2H, J= 7.2Hz), 3.64 (s, 3H), 3.99 (t, 2H, J= 2.5H2), 6.17 (td, 1H, J= 1.9,
5.9Hz), 7.08 (td, 1H, J=1.7, 6.0Hz).

3C RMN (300 MHz, CDCls: 8¢ 24.6, 26.3, 28.4, 33.9, 41.8, 51.5, 52.7, 128.3, 142.3, 171.4,
174.0.

Ester méthylique de I'acide 2- (2-oxo0-2,5-dihydro-pyrrol-1-yl) -3-phényl-propionique
(8d)

M= 245.27 g/mol [C14H15NO3]
COOMe

m=139 mg
Rdt= 68.1%
N o)
Q% Aspect: Huile orange
— R{=0.53 (AcOEt / cyclohexane: 50/50)

8d

'H RMN (300 MHz, CDCl3): 8 3.41 (d, 2H, J= 5.8Hz), 3.72 (s, 3H), 3.97 (t, 2H, J= 2.9Hz),
4.16 (t, 1H, J= 1.9Hz), 6.11 (td, 1H, J= 1.9, 6.0Hz), 7.06 (td, 1H, J= 1.8, 6.0Hz), 7.20-7.30
(m, 5H, Ar).

3C RMN (300 MHz, CDCls): 8¢ 37.1, 50.4, 52.5, 54.5, 127.1, 128.7, 129.2, 135.7(Cay),
143.9, 170.8, 176.7.
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Ester méthylique de I'acide 3- (1H-indol-3-yl) -2- (2-ox0-2,5-dihydro-pyrrol-1-yl) —
propionique (8e)

COOMe M= 284.31 g/mol [C16H16N203]
Rdt= 44.8%
N
y <j Aspect: Huile marron
i = R¢= 0.43 (AcOEt / cyclohexane: 50/50)

'H RMN (300 MHz, CDCls): 8y 3.49 (d, 2H, J= 6.2Hz,), 3.76 (s, 3H), 3.94 (t, 2H, J= 1.9Hz),
5.36 (t, 2H, J= 5.1Hz), 6.14 (td, 1H, J= 1.8, 6.0Hz), 7.03 (td, 1H, J= 1.7, 6.0Hz), 7.12-7.23
(m, 4H, Ar), 7.31 (s, 1H), 8.80 (s, 1H).

3C RMN (300 MHz, CDCls): 8¢ 26.0, 50.3, 52.5, 60.5, 111.4, 126.9, 110.1, 118.1, 119.4,
122.0, 127.1, 136.1 (Ca), 144.5,171.8, 172.2.

Ester méthylique de I'acide 3- (1H-indol-3-yl) -2- (2-oxo0-2,3-dihydro-pyrrol-1-yl) —
propionique (8e’)

M= 284.31 g/mol [C16H16N203]

m=173 mg
\ N A Rdt= 26.8%
p g Aspect: Huile marron
8e' R¢= 0.50 (AcOEt / cyclohexane: 50/50)

IH RMN (300 MHz, CDCls): 8 2.60 (d, 2H, J= 1.2Hz), 2.76 (d, 2H, J= 2.9), 3.69 (s, 3H),
4.80 (dd, 1H, J= 2.0, 6.2Hz), 5.26 (t, 1H, J= 7.5Hz), 7.15-7.25 (m, 4H, Ar), 7.31 (s, 1H), 7.54
(d, 1H, J= 7.3Hz), 8.66 (s, 1H).

3C RMN (300 MHz, CDCls): ¢ 26.3, 31.6, 52.6, 60.5, 105.3, 111.4, 122.8, 126.6, 111.1,
118.4,119.8, 122.3,132.5, 136.4 (Ca/), 171.2, 173.9.
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3. Synthése de I’oxazolidine a partir de ’ester méthylique de la sérine
3.1. Procédure générale de la protection de la fonction amine de D’ester
méthylique de la sérine ?2¥

Une suspension de chlorhydrate d'ester méthylique de la sérine (4 g, 25.7 mmol) dans CH,C1,
(40 ml) a été refroidie a -5°C. On a ajouté goutte a goutte de la triéthylamine (6.9 ml, 51.4
mmol) et ensuite une solution du chlorure d’acétyle (1.7 mL, 24.2 mmol). Le mélange
réactionnel a été agité pendant 3 h a -5°C. L’EtzN-HCI a précipité et a été filtré, le solvant a
été évapore sous vide et le résidu a été purifié par Chromatographie sur colonne pour donner

le produit sous forme d'une huile visqueuse incolore (m= 4.1g).

Acétyl-L-sérinate de méthyle (2)
0

H\)L M=161.16 g/mol [C6H11N04]
N
Y o Rdt= 99%

o) R¢= 0.76 (Acétate d'éthyle/ méthanol 7:3)

OH

'H RMN (300 MHz, CDCls): 84 1.96 (s, 3H), 3.66 (s, 3H), 3.75 (dd, J 8.0, 3.2 Hz, 1H), 3.85
(dd, J 7.9, 3.3 Hz, 1H), 4.50 (t, J 3.9Hz, 1H), 7.29 (NH, 1H).

3C RMN (300 MHz, CDCly): 8¢ 22.6, 52.5, 54.7, 62.3, 171.1, 171.4.

3.2. Procédure générale de la synthese de I’acétal
Une masse de 2 g (13.2 mmol) du 4-nitrobenzaldéhyde a été solubilisée dans un volume de 4
mL du méthanol anhydre, le triméhylorthoformate (2.17 mL, 19.8 mmol) et I’acide
paratolueénesulfonique (0.02 g, 0.1 mmol) ont été ajouté au mélange réactionnel. L’agitation a
été maintenue pendant 6 heures a température ambiante. La solution a été lavée par la suite
avec un mélange de (NaHCO3/ AcOEt), puis sechée sur le sulfate de magnésium, filtrée et
enfin le solvant a été évaporé sous vide. Les produits résultants ont été utilisés sans

purification.

1-(diméthoxyméthyl)-4-nitrobenzene (14)
M=197.19 g/mol [CgH11NOy4]

MeO
NO, m=25g
Rdt=97.5%
MeO
14 Aspect: liquide orangé
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'H RMN (300 MHz, CDCly): 8y 3.37 (s, 6H), 5.51 (s, 1H), 7.66-7.69 et 8.24-8.27 (m, 4H, Ar)
13C RMN (300 MHz, CDCl3): 8¢ 52.7, 101.7, 123.4-127.8-145.1-147.9.

1-chloro-4-(diméthoxyméthyl)benzene (15)

4-chlorobenzaldéhyde (4.5 g, 32 mmol)
Triméthylorthoformate (5.2 mL, 48 mmol)
Acide paratoluene sulfonique (0.05 g, 0.3 mmol)

Méthanol 9.6 mL

MeO M= 186.64 g/mol [CgH11C|02]
cl m=5.8¢
Med Rdt= 96.7%
15 Aspect: liquide incolore

'H RMN (300 MHz, CDCly): 8y 3.33 (s, 6H), 5.41 (s, 1H), 7.35-7.44 (m, 4H, Ar)

3C RMN (300 MHz, CDCly): 8¢ 52.4, 102.2, 128.2-128.4-134.2-136.7.

3.3. Procédure générale de la synthése de I’oxazolidine (226)

Une solution de 2 (0,25 g, 1,6 mmol), 4-nitro benzaldéhyde diméthyl acétal 14 (0.96 g, 4,8
mmol) et d'acide p-toluénesulfonique (6 mg, 0,03 mmol) dans du toluéne anhydre (10 ml) a
été portée au reflux pendant 2h30 puis le solvant a été évaporé a un volume de 2 ml. Le résidu
a été dissous dans de l'acétate d'éthyle (50 ml), lavé avec NaHCOj3 saturé, puis la couche
organique recueillie a été séchée sur MgSO,. Aprés évaporation, le résidu a été purifié par

chromatographie sur colonne pour donner 298 mg du produit sous forme d'huile orange.
(2S,4S)-3-acetyl-2-(4-nitrophényl)oxazolidine-4-carboxylate de méthyle (16)

M= 294.26 g/mol [C13H14N206]

~"
N\)\O/ Rdt= 64%
(@)

16

Rs=0.79 (Acétate d'éthyle / cyclohexane 7:3)

\
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'H RMN (300 MHz, CDCls): & 1.87 (s, 3H, rotamére 1), 2.12 (s, 3H, rotamére 2), 3.82 (s,
3H, rotameére 1), 3.89 (s, 3H, rotamere 2), 4.18 (q, J 6.0, 4.5 Hz, 2H, rotamere 1), 4.32 (q, J
8.3, 6.1 Hz, 2H, rotamere 2), 4.70 (d, J 5.9 Hz, 1H, rotameére 1), 4.84 (t, J 4.3 Hz, 1H,
rotamere 2), 6.40 (s, 1H, rotamere 1), 6.48 (s, 1H, rotamere 2), 7.55-7.63, 8.19-8.32 (m, 8H,
Ar).

3C RMN (300 MHz, CDCls): 8¢ 22.8 (rotamére 1), 23.1 (rotamére 2), 52.8 (rotamére 1), 53.3
(rotamere 2), 58.5 (rotamere 1), 59.5 (rotamére 2), 67.8 (rotamére 1), 69.8 (rotamer 2), 89.2
(rotamere 1), 89.4 (rotamére 2), 123.6-124.3-127.6-127.8-144.5-145.1-148.0-148.7, (Ar)
168.0 (rotameére 1), 169.4 (rotamere 2) 170.0 (rotameére 1), 170.3 (rotamére 2).

(2S,4S)-3-acetyl-2-(4-chlorophényl)oxazolidine-4-carboxylate de méthyle (17)
Composé 2 (0.32 g, 2 mmol)
Composé 15 (1.12 g, 5.9 mmol)
Acide p-toluénesulfonique (7.8 mg, 0.045 mmol)
Toluene (13 mL)
M= 283.71 g/mol [C13H14NO,4CI]

0 @)
m= 351 mg
N O/
< > < : Rdt= 62%
Cl
¢}

17

N

Ri= 0.83 (Acétate d’éthyle/cyclohexane 7/3)
Aspect: Huile jaune

'H RMN (300 MHz, CDCls): & 1.85 (s, 3H, rotamére 1), 2.11 (s, 3H, rotameére 2), 3.82 (s,
3H, rotameére 1), 3.88 (s, 3H, rotamere 2), 4.15 (d, J 2.6 Hz, 1H, rotamére 1), 4.20 (q, J 6.6,
2.8 Hz, 2H, rotamere 1), 4.30 (d, J 5.6 Hz, 1H, rotamére 2), 4.82 (q, J 4.0, 2.6 Hz, 2H,
rotameére 2), 6.28 (s, 1H, rotamere 1), 6.44 (s, 1H, rotamére 2), 7.32-7.35, 7.42-7.45 (m, 8H,
Ar).

3C RMN (300 MHz, CDCls): 8¢ 22.8 (rotamére 1), 23.0 (rotamére 2) 52.7 (rotamére 1), 53.2
(rotameére 2), 58.4 (rotamere 1), 59.5 (rotamére 2), 67.5 (rotamere 1), 69.3 (rotamere 2), 89.8
(rotamere 1), 89.9 (rotamere 2),127.8-128.1-128.6-129.3-134.6-135.8-136.3-136.6 (Ar), 168.3
(rotamere 1), 169.0 (rotamere 2) 170.2 (rotamere 1), 170.5 (rotamere 2).
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3.4. Procédure générale de I’hydrolyse
L'oxazolidine 18 (0,13 g, 0,44 mmol) a été dissoute dans du THF (2 ml). A 0°C, la solution de
LiOH 0,2 N (2 ml, 0,44 mmol) a éteé ajouté goutte a goutte. Le mélange a été agité pendant
une nuit. La solution a été extraite par de l'acétate d'éthyle, puis la couche aqueuse acidifiée
avec du KHSO, (5%) jusqua pH 1-2, puis extraite avec l'acétate d'éthyle. Les couches
organiques combinées ont été lavées avec du NaCl 2 N, séchées et concentrées pour donner
130 mg (44%) de 18 sous forme d'huile jaune claire. Le produit brut a été utilisé sans

purification.

Acide (2S,4S)-3-acetyl-2-(4-nitrophényl)oxazolidine-4-carboxylique (18)

0 O
%\)\\ M= 280.23 g/mol [C1,H12N,0q]
< > :N " TOH  Rt= 44%
(6]

18

A

'H RMN (300 MHz, MeOD): & 1.86 (s, 3H, rotamére 1), 2.15 (s, 3H, rotamére 2), 4.26 (q, J
9.7, 6.6 Hz, 2H, rotamére 1), 4.36 (q, J 8.7, 3.0 Hz, 1H, rotameére 2), 4.84 (d, J 8.3 Hz, 1H,
rotamere 1), 4.96 (d, J 5.8 Hz, 1H, rotameére 2), 6.38 (s, 1H, rotamére 1), 6.55 (s, 1H, rotamére
2), 7.65-7.75, 8.25-8.36 (m, 8H, Ar).

3C RMN (300 MHz, MeOD): ¢ 7.6 (rotamére 1), 9.6 (rotamére 2) 46.8 (rotamére 1), 48.6
(rotamere 2), 56.0 (rotameére 1), 57.9 (rotameére 2), 77.5 (rotamére 1), 77.7 (rotamere 2),
111.4-112.0-115.8-116.2-133.6-135.8-136.4-138.0 (Ar), 157.3 (rotamere 1), 159.1 (rotamére
2), 159.8 (rotamére 1), 161.3 (rotamere 2).

Acide (2S,4S)-3-acétyl-2-(4-chlorophényl)oxazolidine-4-carboxylique (19)
Le composeé (17) (300 mg, 1 mmol)

LiOH 2N (6.3 mL, 1.2 mmol)
THF (6.3 mL)

0%\)‘1\ M= 269.68 g/mol [C1H12NOLCI]

N—_ OH m= 173 mg
Cl z
o/= Aspect: Huile jaune, Rdt= 62%
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'H RMN (300 MHz, CDCls): 8y 1.90 (s, 3H, rotamére 1), 2.20 (s, 3H, rotamére 2), 4.24 (q, J
6.1, 2.7 Hz, 2H), 4.36 (d, J 9.3Hz, 1H, rotamére 1), 4.65 (d, J 6.0 Hz, 1H, rotamére 2), 4.84
(9, J 3.2, 2.4 Hz, 2H, rotameére 2), 6.32 (s, 1H, rotameére 1), 6.46 (s, 1H, rotameére 2), 7.30-
7.47 (m, 8H, Ar), 7.71 (s, 1H).

3C RMN (300 MHz, CDCls): 8¢ 22.8 (rotamére 1), 22.9 (rotamére 2), 58.5 (rotamére 1), 59.4
(rotamere 2), 67.5 (rotameére 1), 69.3 (rotameére 2), 89.8 (rotamére 1), 89.9 (rotamere 2),
127.8-128.1-128.6-129.4-134.7-135.8-135.9-136.3 (Ar), 169.7 (rotamére 1), 170.6 (rotamere
2) 171.9 (rotameére 1), 172.1 (rotameére 2).

3.5. Procédure générale du couplage peptidique ’®
Le produit (20a) a été préparé a partir de 49 mg (0,18 mmol) de (18), 60 mg (0,31 mmol)
d'EDC, 37,8 mg (0,28 mmol) de HOBt, 32 mg (0,2 mmol) de chlorhydrate d'ester méthylique
de L-valine et 57 uL (0,5 mmol) de N-méthylmorpholine dans 4 mL de CH,CI, pour fournir

70 mg, 99 % sous forme d'huile jaune.

((2S,4S)-3-acétyl-2-(4-nitrophényl)oxazolidine-4-carbonyl)-L-valinate de méthyle (20a)
M= 393.39 g/mol [C18H23N307]
m=70 mg

O
(0]
\
i : :N\)\NH Rdt= 99%
. o— Ri= 0.69 (Acétate d’éthyle 100%)

'H RMN (300 MHz, CDCls): 84 0.95 (d, J 6.8 Hz, 6H, rotamére 1), 0.99 (d, J 6.8 Hz, 6H,
rotamere 2), 1.85 (s, 3H, rotameére 1), 2.17 (s, 3H, rotamere 2), 1.89-1.96 (m, 1H, rotameére 1),
2.23-2.27 (m, 1H, rotamére 2), 3.18 (d, J 6.4 Hz, 1H), 3.29 (d, J 5.8 Hz, 1H), 3.75 (s, 6H),
4.11 (q, J 8.8, 5.3 Hz, 2H, rotameére 1), 4.36 (d, J 9.7 Hz, 1H, rotameére 1), 4.51 (q, J 4.8, 3.0
Hz, 2H, rotamere 2), 4.89 (d, J 5.5Hz, 1H, rotameére 2), 6.41 (s, 1H, rotamére 1), 6.60 (s, 1H,
rotamere 2), 7.05 (NH, 1H, rotameére 1), 7.24 (NH, 1H, rotamere 2), 7.31-7.59, 8.20-8.31 (m,
8H, Ar).

o

Iin
@)

20a Aspect: Huile jaune

3C RMN (300 MHz, CDCls): 8¢ 17.7 (rotamére 1), 19.0 (rotamére 2), 22.7 (rotamére 1), 23.3
(rotamere 2), 30.7 (rotamere 2), 31.1 (rotamere 1), 52.2 (rotameére 1), 52.3 (rotamére 2), 57.4
(rotamere 1), 57.6 (rotamere 2), 59.5 (rotamere 2), 60.6 (rotameére 1), 67.4 (rotamére 1), 70.5
(rotamére 2), 89.5 (rotamere 1), 89.6 (rotamére 2), 123.6-124.3-127.6-127.8-144.5-145.1-
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148.0-148.7 (Ar), 168.5 (rotamere 2), 169.0 (rotamere 1), 169.5 (rotamére 1), 169.8 (rotamére
2), 172.0 (rotamére 1), 172.2 (rotamere 2).

HRMS (ES-: m/z [M-H]"): Calculée C1gH»4N30; 394.1609 Trouvée 394.1607.
[a] 2°5=- 41.0 (c = 0.3, CH,Cl,)
((2S,4S)-3-acétyl-2-(4-nitrophényl)oxazolidine-4-carbonyl)-L-leucinate de méthyle (20b)
Le composé (18) 48 mg (0.17 mmol)
EDC 59 mg (0.3 mmol)
HOBt 37 mg (0.27 mmol)
Leu-OMe.HCI 34 mg (0.18 mmol)
N-méthylmorpholine 94 uL (0.5 mmol)
CH,CI; (4 mL)
M=393.39 g/mol [C1sH23N30-]

(6]
§ o oo
- NH
—

o

N
O

Rdt= 81%

1
o

Ri= 0.74 (Acétate d’éthyle 100%)
20b

Aspect: Huile jaune

'H RMN (300 MHz, CDCls): 84 0.89 (d, J 5.7 Hz, 6H, rotamére 1), 0.93 (d, J 6.2 Hz, 6H,
rotamere 2), 1.55-1.63 (m, 2H), 1.66 (t, J 4.1 Hz, 4H), 1.85 (s, 3H, rotameére 2), 2.25 (s, 3H,
rotamere 1), 3.75 (s, 6H), 4.08 (q, J 9.0, 6.9 Hz, 2H, rotameére 2), 4.23 (q, J 9.9, 7.1 Hz, 2H,
rotamere 1), 4.38 (d, J 5.3 Hz, 1H, rotameére 1), 4.65 (dd, J 10.6, 5.1 Hz, 2H), 4.85 (d, J 8.8
Hz, 1H, rotamére 2), 6.41 (s, 1H, rotamere 1), 6.59 (s, 1H, rotameére 2), 7.11 (NH, 1H,
rotameére 1), 7.14 (NH, 1H, rotamere 2), 7.51-7.59, 8.22-8.32 (m, 8H, Ar).

3C RMN (300 MHz, CDCls): 8¢ 21.3 (rotamére 1), 21.9 (rotamére 2), 22.7 (rotamére 1),
22.8 (rotamére 2), 24.9 (rotamere 1), 29.6 (rotamere 2), 40.2 (rotamére 1), 41.1 (rotamere 2),
51.0 (rotamére 1), 51.2 (rotamére 2), 52.4 (rotamére 1), 52.5 (rotamére 2), 59.5 (rotamere 2),
60.7 (rotaméer 1), 67.3 (rotamére 2), 70.3 (rotamére 1), 89.5 (rotamére 2), 89.6 (rotamére 1),
123.8-124.3-127.5-127.7-144.4-144.6-148.1-148.6 (Ar), 168.5 (rotamére 1), 168.9 (rotamere
2), 169.7 (rotamere 1), 169.8 (rotamere 2), 172.9 (rotamere 1), 173.2 (rotamere 2).

HRMS (ES+: m/z [M+H]"): calculée C19H,5N307 408.176527 Trouvée 408.176580.
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[a] ?°5= - 101.8 (c = 0.4, CH.CL,).

6-((2S,4S)-3-acétyl-2-(4-nitrophényl)oxazolidine-4-carboxamido)hexanoate de méthyle
(20c)

Le composé (18) 100 mg (0.36 mmol)
EDC 130 mg (0.68 mmol)
HOBt 77 mg (0.57 mmol)
Cap-OMe.HCI 71 mg (0.39 mmol)
N-méthylmorpholine 110 pL (1.07 mmol)
CH,Cl, (8 mL)
M= 407.42 g/mol [C19H25N30+]

0
\)\\NH m=91.7 mg
—

o

N
(6]

Rdt= 63%

— A ’a 0
20c 0_ Rt= 0.76 (Acétate d’éthyle 100%)

Aspect: Huile jaune

'H RMN (300 MHz, CDCls): & 1.21-1.31 (m, 4H), 1.36-1.45 (m, 4H), 1.69-1.80 (m, 4H),
1.98 (s, 3H, rotamere 1), 2.17 (s, 3H, rotamére 2), 2.34 (t, J 7.3 Hz, 4H), 2.48 (t, J 5.7 Hz, 2H,
rotamere 1), 3.24 (t, J 3.8 Hz, 2H, rotameére 2), 3.68 (s, 6H), 4.15 (q, J 8.3, 7.4 Hz, 2H
rotameére 1), 4.54 (d, J 9.7 Hz, 1H, rotameére 1), 4.67 (q, J 5.2, 3.4 Hz, 2H, rotamére 2), 4.82
(d, J 6.5 Hz, 1H, rotamére 2), 6.17 (s, 1H, rotamere 1), 6.41 (s, 1H, rotamére 2), 7.23 (NH,
1H, rotameére 1), 7.31 (NH, 1H, rotamére 2), 7.69-7.86, 8.22-8.31 (m, 8H, Ar).

3C RMN (300 MHz, CDCl3): ¢ 23.0 (rotamére 1), 23.2 (rotamére 2), 24.3 (rotamére 1), 26.3
(rotameére 2), 29.1 (rotamere 1), 29.7 (rotamére 2), 30.6 (rotameére 1), 33.6 (rotamere 2), 33.8
(rotameére 1), 36.6 (rotamere 2), 39.5 (romatére 1), 42.9 (rotameére 2), 51.6 (rotamere 1), 51.7
(rotamere 2), 58.8 (rotamere 1), 60.9 (rotamere 2), 67.5 (rotamére 1), 70.9 (rotamére 2), 89.6
(rotamere 1), 90.2 (rotamére 2), 123.5-123.6-124.1-128.5-144.2-148.1-148.6-148.7 (Ar),
168.6 (rotamére 2), 168.8 (rotamére 1), 170.1 (rotamére 1), 171.0 (rotameére 2), 174.0
(rotamére 1), 179.0 (rotamere 2).

HRMS (ES+: m/z [M+H]"): Calculée C19H26N307 408.1765 Trouvée 408.1766.

[a] ®°b=-12.6 (c = 0.2, CH,Cl,).
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((2S,4S)-3-acétyl-2-(4-nitrophényl)oxazolidine-4-carbonyl)-L-phénylalaninate de
méthyle (20d)

Le compose (18) 50 mg (0.17 mmol)
EDC 60 mg (0.32 mmol)
HOBt 38 mg (0.28 mmol)
Phe-OMe.HCI 40 mg (0.2 mmol)
N-méthylmorpholine 100 pL (0.53 mmol)
CH,Cl, (4 mL)
M= 427.41 g/mol [Cz1H21N307]

m=71 mg

~
N\)\\NH Aspect: Huile jaune, Rdt= 90%
z O
O,N
’ < > <O L Ri= 0.55 (Acétate d’éthyle 100%)

'H RMN (300 MHz, DMSO): 8y 1.66 (s, 3H, rotamére 1), 1.68 (s, 3H, rotamére 2), 2.94 (q, J
10.8, 3.0 Hz, 2H, rotamere 1), 3.15 (dd, J 9.3, 4.6 Hz, 2H, rotamere 1), 3.60 (s, 3H, rotamére
1), 3.68 (s, 3H, rotamere 2), 3.93 (dd, J 8.5, 0.9 Hz, 2H, rotameére 2), 4.15 (q, J 6.7, 2.6 Hz,
2H, rotamere 2), 4.65 (t, J 8.4, 4.5 Hz, 2H), 4.71 (d, J 6.5 Hz, 1H, rotameére 1), 4.76 (d, J 6.6
Hz, 1H, rotamere 2), 6.29 (s, 1H, rotamére 1), 6.56 (s, 1H, rotameére 2), 7.21-7.31 (m, 10H,
Ar), 7.66-7.76, 8.19-8.29 (m, 8H, Ar), 8.84 (NH, 1H, rotamere 1), 8.86 (NH, 1H, rotamére 2).

B3C RMN (300 MHz, DMSO): 8¢ 22.5 (rotamére 1), 26.8 (rotamére 2), 36.7 (rotamére 1),
36.8 (rotamere 2), 52.6 (rotamere 1), 52.7 (rotamere 2), 53.6 (rotamere 1), 53.7 (rotamere 2),
59.7 (rotamére 1), 59.8 (rotameére 2), 70.5 (rotamere 1), 70.6 (rotameére 2), 88.9 (rotamére 1),
89.5 (rotamere 2), 123.8-124.4-126.9-127.0-128.4-128.6-128.7-128.8-129.5-129.6-137.6-
137.8-146.5-146.7-147.9 (Ar), 168.9 (rotamére 1), 169.7 (rotamere 2), 169.9 (rotamére 1),
170.0 (rotameére 2), 172.1 (rotamere 1), 172.2 (rotamere 2).

HRMS (ES+: m/z [M+H]"): Calculée CxH24N307 442.1608 Trouvée 442.1606.

[a] ®b=-43.3 (c = 0.25, CH,Cl,).
((2S,4S)-3-acétyl-2-(4-nitrophényl)oxazolidine-4-carbonyl)-L-valinate de méthyle (21a)
Le composeé (19) 52 mg (0.19 mmol)

EDC 66 mg (0.35 mmol)
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HOBt 42 mg (0.3 mmol)
Val-OMe.HCI 35 mg (0.21 mmol)
N-méthylmorpholine 64 uL (0.58 mmol)
CH,Cl, (4.3 mL)
M= 382.84 g/mol [C1gH23N,0sCl]

o% 0 o m=56 mg
\)\\ \
N—_ NH Rdt= 76%
Cl =
< > <O/ Ri=0.73 (Acétate d’éthyle 100%)

21a

1n
@)

'H RMN (300 MHz, CDCls): 84 0.94 (d, J 7.0 Hz, 6H, rotamére 1), 1.01 (d, J 6.8 Hz, 6H,
rotamere 2), 1.84 (s, 3H, rotameére 1), 2.07 (s, 3H, rotameére 2), 2.14-2.29 (m, 2H), 3.48 (d, J
7.0 Hz, 1H), 3.70 (d, J 7.9 Hz, 1H), 3.77 (s, 6H), 3.78 (s, 6H), 4.09 (g, J 6.8, 2.1 Hz, 2H,
rotamere 1), 4.38 (d, J 9.5 Hz, 1H, rotamere 1), 4.57 (q, J 5.1, 3.7 Hz, 2H, rotamere 2), 4.85
(d, J 5.4 Hz, 1H, rotamére 2), 6.29 (s, 1H, rotameére 1), 6.59 (s, 1H, rotamere 2), 7.31-7.59,
8.20-8.31 (m, 8H, Ar), 7.46 (NH, 1H, rotameére 1), 7.66 (NH, 1H, rotamere 2).

13C RMN (300 MHz, CDCls): 8¢ 17.7 (rotamére 1), 19.1 (rotamére 2), 30.7 (rotamére 1), 31.1
(rotamere 2), 52.2 (rotamere 1), 52.5 (rotamere 2), 57.3 (rotamére 1), 57.9 (rotamére 2), 59.5
(rotameére 1), 60.9 (rotamere 2), 66.7 (rotamére 1), 68.1 (rotamere 2), 89.9 (rotamére 1), 90.1
(rotamere 2), 127.7-128.0-128.7-128.8-129.0-129.3-135.7-136.1 (Ar), 168.8 (rotamére 1),
169.1 (rotamére 2), 170.0 (rotamére 1), 170.1 (rotameére 2), 171.9 (rotameére 1), 172.2

(rotamere 2).
HRMS (ES+: m/z [M+H]"): Calculée C1gH24CIN,O5 382.1368 Trouvée 383.1362.
[a] %= - 61.9 (c = 0.25, CH,Cl,).

((2S,4S)-3-acétyl-2-(4-chlorophényl)oxazolidine-4-carbonyl)-L-leucinate de méthyle
(21b)

Le composé (19) 51 mg (0.19 mmol)
EDC 65 mg (0.34 mmol)

HOBt 41 mg (0.3 mmol)

Leu-OMe.HCI 38 mg (0.2 mmol)
N-méthylmorpholine 100 pL (0.57 mmol)
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CH,Cl, (4.3 mL)
M= 382.84 g/mol [C18H23N205C|]
m=75mg
Oﬁ/jx\ o Rdt=99%
4@< S| Re=0.78 (Acétate d’éthyle 100%)

N
Cl
o

Aspect: Huile jaune
21b
'H RMN (300 MHz, CDCls): 84 0.97 (d, J 5.4Hz, 6H, rotamére 1), 1.15 (d, J 7.1 Hz, 6H,
rotameére 2), 1.60-1.71 (m, 2H), 1.82 (s, 3H, rotamere 1), 1.88-2.15 (m, 2H, rotamére 1), 2.23
(s, 3H, rotameére 2), 2.32-2.50 (m, 2H, rotamere 2), 3.74 (s, 6H), 4.05 (d, J 6.9 Hz, 1H,
rotameére 1), 4.10 (d, J 6.9 Hz, 1H, rotamere 2), 4.35 (d, J 9.1 Hz, 1H, rotameére 1), 4.59 (dd, J
8.4 Hz, 2H, rotamere 1), 4.64 (dd, J 6.6 Hz, 2H, rotamére 2), 4.82 (d, J 6.3 Hz, 1H, rotamere
2), 6.28 (s, 1H, rotameére 1), 6.54 (s, 1H, rotameére 2), 7.14-7.31 (m, 8H, Ar), 7.68 (NH, 1H,
rotamere 1), 8.00 (NH, 1H, rotamere 2).

3C RMN (300 MHz, CDCls): 8¢ 22.0 (rotamére 1), 22.8 (rotamére 2), 23.3 (rotamére 1), 24.9
(rotamere 2), 40.2 (rotamere 1), 41.2 (rotamere 2), 50.9 (rotamére 1), 51.0 (rotamére 2), 51.2
(rotamere 1), 51.8 (rotamere 2), 52.3 (rotamere 1), 52.4 (rotameére 2), 59.4 (rotamére 1), 60.8
(rotamer 2), 66.9 (rotamer 1), 69.8 (rotamer 2), 90.1 (rotameére 1), 90.2 (rotamere 2), 127.8-
128.0-128.7-129.3-135.7-135.8-136.2-136.3 (Ar), 168.8 (rotamére 1), 169.0 (rotamere 2),
169.3 (rotameére 1), 169.4 (rotamere 2), 173.1 (rotamere 1), 173.2 (rotamere 2).

HRMS (ES+: m/z [M+H]"): Calculée C19H26CIN,Os5 397.1524 Trouvée 397.1521.
[a] ®b= - 69.8 (c = 0.25, CH,Cly).

6-((2S,4S)-3-acétyl-2-(4-chlorophényl)oxazolidine-4-carboxamido)hexanoate de méthyle
(21c)

Le composé (19) 38 mg (0.14 mmol)
EDC 48 mg (0.25 mmol)

HOBt 30 mg (0.23 mmol)
Cap-OMe.HCI 28 mg (0.16 mmol)
N-méthylmorpholine 46 uL (0.42 mmol)
CH,Cl, (3.2 mL)
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O% 0 M= 396.87 g/mol [C19H25N205C|]
N\)\NH m=51 mg
Cl‘@<0/' Rdt= 91%

e O~ R# 0.80 (Acétate d’éthyle 100%)

O Aspect: Huile jaune

'H RMN (300 MHz, CDCls): & 1.35-1.42 (m, 4H), 1.53-1.58 (m, 4H), 1.61-1.69 (m, 4H),
1.82 (s, 3H, rotameére 1), 2.17 (s, 3H, rotameére 2), 2.34 (t, J 7.1Hz, 4H), 3.24 (t, J 5.9 Hz, 4H),
3.68 (s, 3H, rotamere 1), 3.69 (s, 3H, rotamere 2), 4.07 (q, J 6.5, 2.5 Hz, 2H, rotamere 1), 4.40
(d, J 6.3 Hz, 1H, rotamere 1), 4.55 (q, J 5.0 Hz, 2H, rotamere 2), 4.77 (d, J 9.0 Hz, 1H,
rotamere 2), 6.30 (s, 1H, rotamére 1), 6.56 (s, 1H, rotameére 2), 7.23-7.41 (m, 8H, Ar), 7.43
(NH, 1H, rotamere 1), 7.46 (NH, 1H, rotamére 2).

3C RMN (300 MHz, CDCls): 8¢ 23.0 (rotamére 1), 23.1 (rotamére 2), 23.4 (rotamére 1), 24.4
(rotamere 2), 26.2 (rotamere 1), 28.9 (rotamere 2), 29.7 (rotameére 1), 30.5 (rotamére 2), 33.8
(rotamere 1), 36.4 (rotamere 2), 39.5 (rotamere 1), 42.9 (rotamere 2), 51.6 (rotameére 1), 51.7
(rotamere 2), 59.6 (rotamere 1), 61.0 (rotamere 2), 66.8 (rotameére 1), 66.9 (rotamére 2), 89.9
(rotamére 1), 90.1 (rotamere 2), 110.8-117.7-125.8-126.6-128.0-129.3-135.7-136.1 (Ar),
169.1 (rotamére 1), 169.3 (rotamere 2), 171.5 (rotamére 1), 171.6 (rotamére 2), 174.1

(rotamere 1), 174.2 (rotamere 2).
HRMS (ES+: m/z [M+H]"): Calculée C19H26CIN,O5 396.1523 Trouvée 396.1524.
[a] ?5=-60.0 (c = 0.2, CH,Cl,).

((2S,4S)-3-acétyl-2-(4-chlorophényl)oxazolidine-4-carbonyl)-L-phénylalaninate de
méthyle (21d)

Le composé (19) 55 mg (0.2 mmol)
EDC 71 mg (0.32 mmol)

HOBt 48 mg (0.22 mmol)
Phe-OMe.HCI 48 mg (0.22 mmol)
N-méthylmorpholine 62 uL (0.61 mmol)
CH,Cl, (4.6 mL)
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M= 416.85 g/mol [021H21N205C|]
m=73 mg
Rdt= 83%

o) O—__
N\)LNH Y Aspect : huileux
cl :

o~

(¢}

Re= 0.62 (Acétate d’éthyle 100%)

21d

'H RMN (300 MHz, CDCls): 8y 1.77 (s, 3H, rotamére 1), 2.14 (s, 3H, rotamére 2), 3.17 (dd,
J 8.2, 6.0 Hz, 2H, rotamere 1), 3.26 (dd, J 8.5, 5.4 Hz, 2H, rotamére 2), 3.79 (s, 6H), 4.03 (q,
J 6.8, 1.3 Hz, 2H, rotamére 1), 4.15 (d, J 7.1Hz, 1H, rotameére 1), 4.42 (t, J 9.3, 6.9 Hz, 2H),
4.81 (d, J 5.4 Hz, 1H, rotamere 2), 4.95 (g, J 6.7, 5.9 Hz, 2H, rotamére 2), 6.17 (s, 1H,
rotamere 1), 6.47 (s, 1H, rotamere 2), 7.10 (NH, 1H, rotamére 1),7.21-7.43 (m, 18H, Ar), 7.46
(NH, 1H, rotamére 2).

3C RMN (300 MHz, CDCls): 8¢ 23.3 (rotamére 1), 23.4 (rotamére 2), 37.5 (rotamére 1), 37.7
(rotameére 2), 52.4 (rotamere 1), 52.6 (rotamére 2), 53.3 (rotamere 1), 53.4 (rotamére 2), 59.4
(rotameére 1), 59.5 (rotamere 2), 66.4 (rotamére 1), 66.3 (rotamere 2), 89.8 (rotamére 1), 89.9
(rotamere 2), 127.0-127.1-127.3-127.5-127.7-127.8-127.9-128.0-128.5-128.6-128.7-128.9-
129.1-129.2-129.4-129.5 (Ar), 168.6 (rotamére 1), 168.8 (rotamere 2), 171.2 (rotameére 1),
171.3 (rotamere 2), 171.5 (rotamére 1), 171.6 (rotamére 2).

HRMS (ES+: m/z [M+H]"): Calculée C,H24CIN,Os5 431.1368 Trouvée 431.1189.

[a] 2= - 54.2 (c = 0.4, CH,Cl,).

4. Activité biologique

4.1. Meéthode de diffusion sur disque d'agar
Les zones d'inhibition ont été déterminées contre des souches microbiennes sélectionnées
selon la méthode de diffusion sur disque recommandée par les directives du Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI). Les suspensions bactériennes ont été préparées dans le
bouillon Mueller Hinton (MHB), tandis que la suspension fongique dans le bouillon
Sabouraud Dextrose (SDB). Ces deux types de micro-organismes ont ensuite été incubés
a 37 ° C pendant 24 h et a 30 ° C pendant 48 h. Toutes les suspensions de micro-organismes
testées ont eté ajusteées a la densité optique de McFarland 0,5). Ensuite, la suspension de

chaque culture a été étalée sur les plaques de milieu solide en utilisant un coton-tige stérile.
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Des disques de papier filtre stérile Whatman (6 mm de diametre) ont été imprégnés de trois
volumes différents (5 pL / disque, 10 uL / disque et 20 pL / disque) de chaque Y-lactame a,f3-
insaturés a deux concentrations (1 et 10 mg / mL) dans du méthanol. Les disques ont été
séchés a l'air pour éliminer le solvant, puis ont été placés sur la couche supérieure ensemencée
des plaques d'agar. Les plaques ont été laissées 1 a2 h a 4 ° C pour permettre la diffusion des
Y-lactames a,fB-insaturés; ensuite, les boites de Pétri ont été conservées a 37°C et incubées
24 h pour les bactéries et 48 h pour les champignons. Apres incubation, les diametres des

zones d'inhibition ont été mesurés, y compris le disque en papier (en mm).

4.2. Détermination de la concentration CMI et CMB
La CMI des Y-lactames insaturés a été déterminée en utilisant la méthode de micro-dilution
en bouillon, selon les protocoles de Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Tous
les tests ont été réalisés dans le bouillon Mueller Hinton (bouillon Sabouraud Dextrose pour
C. albicans) et les cultures de chaque souche ont été préparées pendant une nuit. Les
suspensions de microorganismes ont été ajustées par spectrophotomeétre a la densité optique
finale de 106 CFU / ml. Ensuite, des dilutions au double ont été effectuées dans une
microplaque a 96 puits (100 pL par puits) pour obtenir les dilutions des Y-lactames a.,f-
insaturés avec des concentrations allant de 5000 a 9,765 pg / ml. Du diméthylsulfoxyde
(DMSO), a une concentration finale de 2,5% dans chaque puits, a été utiliseé pour dissoudre
les Y-lactames o,B-insaturés. Un volume égal de I'inoculum microbien des souches testées
provenant de la culture en bouillon pendant une nuit a été ajouté a une concentration finale de
5 x 105 CFU / ml dans chaque puits. Aprés incubation pendant 18-24 h a 37 ° C (24-48 h
pour Candida), dans une atmosphére normale, la croissance des microorganismes a été
identifiée par I'observation de la turbidité. La CMI a été définie comme étant la concentration
la plus faible de Y-lactame a,B-insaturés a laquelle les micro-organismes ne présentaient pas
de croissance visible. Tous les tests ont été réalises en double et les valeurs CMI ont été
exprimées en pug / mL. La valeur de la CBM a été mesurée par repiquage de 10 pL de chaque
puits sans croissance microbienne visible sur une gélose Mueller Hinton (MHA) (Sabouraud
Dextrose Agar pour le C. albicans), suivie d'une incubation a 37 ° C pendant 24 h (24 a 48 h

pour Candida).

Résultats obtenus aprés ensommosement des milieux dans les boites de pétri :
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5. Etude théorique

5.1. Préparation et optimisation de I'enzyme et des inhibiteurs
La structure cristallographique de la pantothénate synthétase a été teléchargée a partir de la
base de données Brookhaven Protein Data Bank (PDB Accession code 2X3F et utilisée pour
I'analyse d'amarrage. La structure tridimensionnelle de la pantothénate synthétase a été
obtenue par diffraction des rayons X avec une résolution (1,95 A). 1l co-cristallise en tant que
monomere avec 570 résidus et 4483 atomes. Pour obtenir un modéle simplifié, une seule
chaine d'acides aminés a été conservee, les molécules d'eau ont été éliminées, des états de
protonation corrects ont été attribués aux residus pour fournir des cavités stériqguement sans
entrave pour l'amarrage du ligand, I'énergie de la protéine a été minimisée au moyen de MOE
(environnement d'exploitation moléculaire ) en utilisant le champ de force MMFF94x et enfin
la cavité enzymatique qui représente le plus grand site actif dans les acides aminés a été

détectée.

Tous les composes ont été préparés pour une optimisation structurale en utilisant la méthode

semi-empirique AM1 (48) avec le logiciel MOE (Molecular Working Environment).

5.2. Protocole d'amarrage moléculaire

Apres préparation de I'enzyme et les différents ligands, une simulation d'amarrage a I'aide du
logiciel MOE a été réalisée. Puisque la protéine 2X3F a été préparée comme une structure
rigide alors que les ligands sont flexibles. Une fois le calcul d'amarrage terminé, le complexe
ligand-récepteur est formé en adaptant la conformation la plus stable c'est-a-dire avec le

niveau d'énergie le plus faible.
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Résumé

Le sujet de cette thése porte sur la synthése de nouveaux mimes de peptides a fragments hétérocycliques
principalement oxazolidine et oxazolidinone, ces composés ont attiré une attention considérable dans le domaine
de la chimie thérapeutique.

Les peptidomimétiques a motif oxazolidinone ont été obtenus par une stratégie rapide et efficace qui consiste a
faire un couplage peptidique entre la N-Boc sérine et quatre amino acide (valine, leucine, acide amino caproique
et la phénylalanine). Les produits ont été obtenus avec de bons rendements et caractérisés par RMN et HRMS.
D’autre part, une nouvelle méthode d’acces a des mimes de peptides a base d’oxazolidine a été¢ développée qui
s’est déroulée en quatre étapes ; protection de la fonction amine, condensation avec les dérivés du benzaldéhyde,
hydrolyse en milieu basique et des couplages peptidiques. Cette stratégie a permis 1’obtention d’un seul
diastéréoisomere pour huit composés avec de bons rendements. Par ailleurs, une série de y-lactames o, B-
insaturés a été synthétisée en une seule étape en utilisant un réactif spécifique.

L’évaluation de I’activité biologique de ces composés a été effectuée, certains ont présenté une activité
antimicrobienne modérée. Une étude théorique de tous les produits de synthése a été réalisée, cette étude a
permis de prédire une activité inhibitrice remarquable d’une enzyme d’origine bactérienne.

Mots clés : acides aminés - oxazolidine — oxazolidinone — peptidomimétiques, y-lactames o, B-insaturés.
Abstract

Our work is focused on the synthesis of novel peptide mimetics with heterocyclic fragments mainly oxazolidine
and oxazolidinone, these compounds have attracted considerable attention in the field of therapeutic chemistry.

The oxazolidinone motif peptidomimetics were obtained by a rapid and efficient strategy consisting of peptide
coupling between N-Boc serine and four amino acids (valine, leucine, amino caproic acid and phenylalanine).
The products were characterised by NMR and HRMS and obtained in good yields. On the other hand, a new
method for accessing oxazolidine-based peptide mimes was developed, which involved four steps: protection of
the amine function, condensation with benzaldehyde derivatives, hydrolysis in a basic medium and peptide
couplings. Only one diastereoisomer was obtained in good yields. Furthermore, a series of o,p-unsaturated y-
lactams were synthesised in a single step; using a specific reagent.

An evaluation of the biological activity of these compound was performed, they showed moderate antimicrobial
activity. A theoretical study of all the synthesis products was performed, this study predicted a remarkable
inhibitory activity of a bacterial origin enzyme.

Keywords: amino acids - oxazolidine - oxazolidinone — peptidomimetics, a,B-unsaturated y-lactams :
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Abstract

In this paper, we report the synthesis of peptidomimetics containing oxazolidin-2-one and oxazolidine rings.
The two of these heterocyclic peptidomimetics novel series were obtained from serine as starting material
through an efficient intramolecular cyclization. In the case of oxazolidine, the formation of only one
diastereoisomer was observed.

O n=1,1,1,5 X=NO2,CI

R = -CH(CHs),, -CH,-CH(CHs),, -CHy-Ph.
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Introduction

Peptides are regaining interest in drug discovery.! However, their use is limited by proteases degradation and
by low membrane permeability.? Peptidomimetics have been developed in order to improve their
bioavailability. 38

We have focused our attention on peptidomimetics with heterocyclic rings. Indeed, five-membered
heterocyclic rings resulting from intramolecular condensation of amino acids side chains such as: cysteine,
threonine or serine are usually found in cyclic peptides isolated from marine organisms.>!® Amino acids
containing these rings and their analogous oxazoles or thiazoles have already been employed as precursors of
peptidomimetics!™*2 and as building blocks of macrocyclic compounds.*® Current research in this field is mainly
concentrated on discovering novel compounds with biological activities such as antibacterial properties.

Peptides containing oxazolidinone and oxazolidine rings constitute an infrequent but remarkable class
of peptidomimetics, the cyclic residue can be regarded as suitable constrained pseudo-proline.'* They have
found use in medicinal chemistry as precursors in the construction of foldamers and oligomers with
constrained bioactive structures.!*'® Oxazolidine ring is less likely to be found in peptidomimetics than
oxazolidinone. In natural or synthetic molecules, the latter is a central part of a promising class of antibacterial
agents (Figure 1).17-20

Figure 1. Examples of peptidomimetics containing oxazolidinone.
In this area, our work is focused on generating new peptidomimetics with restricted conformation. We

have been interested in developing a set of new peptidomimetics with oxazolidinone and oxazolidine ring as
constrained pseudo-proline residues.

Page 24 ©AUTHOR(S)
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Results and Discussion

Here we report the synthesis of new peptidomimetics that result from the incorporation of oxazolidinone or
oxazolidine heterocyclic backbone into a dipeptide structure. These heterocycles can be incorporated into the
structure either at the beginning or at the end of the synthesis, by intramolecular cyclization of the serine side
chain.

Oxazolidin-2-ones can be simply introduced from a dipeptide containing a N-Boc L-serine residue
(Scheme 1). This approach is based on the condensation reactions of the amino alcohol, described in
literature.?2?4 In the same context, we discovered a simple synthesis of oxazolidine-derivatives using the same
approach with another serine derivative: the N-acetyl-L-serine methyl ester hydrochloride (Scheme 1).

N\/U\ ’ N.JOLNBWO\
T;wf‘—‘f\ N O

0O OH
1an=1,R=iPr 2aX=NOy n=1,R=/Pr 3aX=Cl, n=1,R=iPr
1bn=1,R=iBu 2b X=NOy n=1,R=iBu 3bX=Cl, n=1,R=iBu
1cn=5R=- 2¢ X=NOy; n=5R=- 3cX=Cl, n=5R=-
1dn=1,R=Bn 2d X=NO, n=1,R=Bn 3dX=Cl, n=1,R=Bn

Scheme 1. Formation of oxazolidinones and oxazolidines dipeptide mimetics via serine derivatives.

Several studies have exploited P-amino alcohols cyclization, especially for the synthesis of
oxazolidinones.?>?8 In the first part of this article, we describe an application of this method to the synthesis of
conformational constrained dipeptide mimetic from derivatives containing serine fragment. Thus, the
cyclization was performed directly on the dipeptide resulting from peptide coupling with different amino
acids: Val, Leu, Phe and aminocaproic acid. On the other hand, stable oxazolidines were obtained using also a
serine derivative; but the cyclization was carried out at the first step using N-acetyl-L-serine methyl ester.

The synthetic procedure leading to dipeptide mimetic derivatives containing an oxazolidinone moiety
la-d, is reported in table 1. It started with a condensation between N-Boc-L-serine 4 and methyl ester
hydrochloride amino acids, according to a classical peptide synthesis method (EDC/HOBt/NMM),?° affording
the dipeptides 5a-d in excellent yields (ranging from 83 to 98 %).

o HOBt, NMM 0O R
H ; H 0
OYN\/U\OH EDC BOC/N\)J\N’%‘/O\ SOC|2 O H HN“‘E
: —_— T n oA
z z H —< R
\i/o “SOH Haa-OMe ~OH o Anhydrous THF o Yy
4 5a-d 1a-d

Scheme 2. Synthesis of oxazolidin-2-one 1a-d.

The oxazolidinones 1a-d were formed following Miyata et al 3° methodology. N-tert-butoxycarbonyl
dipeptides 5a-d were simply treated with thionyl chloride in anhydrous THF (Scheme 2). We thought that,
after the substitution of the hydroxyl group by chlorine atom, 1a-d were obtained via displacement of this
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leaving group by the carbamate oxygen moiety. The obtained yields, ranging from moderate to good (61% to
90%), are summarized in table 1.

Table 1. Synthesis of dipeptides 5a-d and oxazolidin-2-one 1a-d

Entry Amino Product 5 Yield Product 1 Yield
acids (%) (%)

HO
\
THN HN— : OYN . HN—,
o)
5a

1 L-Val- / 92 o 2 90
OMe-HCl /O{ O\)1a\0 /-
>7 —0
> O% Oy N HNfO
2 L-Leu- O{HN HN«O \\]C‘)/\)I\< "/4<
OMe-HCI P 0 5b 83 o 72
HO 1b
—0 —0
- 0 0
0
3 Amino J—HN_ HN 98 o N hn 61
caproic- OHO—\S Qo j)/\)....\
OMe-HCl 5¢ O 4e

—0
Q o. K 4):0
4 L-Phe- 3 0 N H<N @
OMe-HCl o= HN>/-—H$N_<O 86 6 % 62
5d

0
O O
HO

Turning to oxazolidine in the second part of this work, condensation was tried in the first place
between L-serine methyl ester hydrochloride 6 and benzaldehyde acetal derivatives catalyzed by para-toluene
sulfonic acid (pTSA), following Bedurftig et al.3! No detectable oxazolidine was formed as determined by 'H
NMR spectroscopy (Scheme 3).

Benzaldehyde acetal

e} O
Hel. HzN\/U\O/ derivatives y N\_)LO/

g /N o~
6 OH pTSA, Toluene X = NO,
Relux
X =Cl

Scheme 3. No detectable oxazolidine.

As prescribed by Bedrftig et al*! in order to circumvent the heterocyclic instability induced by the free
amine function, the cyclization was achieved by prior N-acetylation of L-serine methyl ester hydrochloride 6
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using acetyl chloride and triethyl amine (EtsN) and giving acetamide product 7 with excellent yield 99%

(Scheme 4).32

O o]
H Benzaldehyde acetal
HCI, HoN CH3COCI N ivati N
2 \:)J\O/ \H/ \E/U\O/ derivatives X C :
o EGN,CHCl, O S, pTSA, Toluene o~
6 7 Relux

R
Oﬁ/ HOBt, NMM o Q o

LiOH _ EDC NJLN NG
<Nl

OH
THF/H,O O/ Haa-OMe o)

(2:1) 10 X = NO, rt. 24 h 2a-d X = NO,
11 X =ClI 3a-d X = Cl

Scheme 4. Synthesis of oxazolidine 2a-d and 3a-d.

oﬁ/ﬁo/

As shown previously, the cyclization reaction based on the serine derivative was accomplished with
benzaldehyde acetal derivatives in acidic medium3! and yielded oxazolidines 8 and 9 in 64 and 62% yield,
respectively. Afterwards, dipeptide mimetics were obtained in two steps keeping the heterocyclic ring safe.
The methyl ester was removed by treatment with a lithium hydroxide solution in THF/H,O (2/1). The
carboxylic acids 10 and 11 were obtained in 44 and 62% vyield, respectively. Following standard peptide
coupling procedure (EDC/HOBt/ NMM)?° compounds 10 and 11 were condensed with various methyl ester
amino acids to give oxazolidines 2a-d and 3a-d with moderate to excellent yields (Table 2).

Rotamers of compounds 8, 9 and 2a-d, 3a-d were observed by H NMR spectroscopy. This was
confirmed by heating, as shown by the *H NMR spectra of compound 2b at different temperatures: 298K,

323K, 348K, 363K and 378K (Figure 2 and Figure 3).

h 378°K

R

:

N

A 1.
] :

[ppm]

T
[rell

1.4

Figure 2. 'H NMR spectra of compound 2b in DMSO-ds at different temperatures (3.5-9 ppm) at 600 MHz.
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T
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378" K

363° K

I[reli

T T
1.4

348°K

323°K

298°K

T T
-0.0

1.5

[ppml

Figure 3. 'H NMR spectra of compound 2b in DMSO-ds at different temperatures (0-2ppm) at 600 MHz.

Nevertheless, a single diasterecisomer was obtained, nOe experiment allowed us to establish the
configuration of the new tertiary asymmetric carbon 2 (Figure 4).

Figure 4. nOe of 2b.

O,N
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Table 2. Synthesis of dipeptide mimetics with oxazolidine moiety 2a-d and 3a-d

Entry  Amino Product 2 Yield Product 3 Yield
acids (%) (%)
1 L-Val- o o 0 0]
\)l\ O~ O
OMe-HCl oZN@_{:; N o 3 : N\)LH ( e
2a O/' 3a
(e} o O# 0
N\)LN O~ O
2 L-Leu- OZN@»%/i L 81 o C NN 0 99
OMe-HCl 0~ 3b
o o] oh( (e}
N\)LN N N
3 Amino Sas (o, 63 ° O o . 91
caproic- 5 o~
(0]
OMe-HCl

h Lo °< §

4 L-Phe- N N ~ 90 \/\L o. 83
) : N—""N

OMe-HCl O=2 & o o~ T R S

Conclusions

In conclusion, we have developed two efficient strategies to obtain series of dipeptide mimetics analogues
using simple and cheap methods in good yields. Oxazolidinones 1a-b were obtained in two steps from N-Boc-
L-serine 4 (61 to 90%). Oxazolidines 2a-d and 3a-d were synthesized in three steps from N-acetyl-L-serine 7 (63
to 99%). These products are useful scaffolds to be introduced in peptide mimetics.

Experimental Section

General. All reagents were purchased from commercial suppliers and used without further purification. The
reactions were monitored by TLC. TLC analyses were performed using aluminum plates coated with silica gel
60F 254 from Macherey-Nagel and revealed under ultraviolet light (254 nm) and with a 5% ethanolic
phosphomolybdic acid bath and a solution of 1% sulfuric vanillin in ethanol. Common silica gel (40-70 mesh)
was used for column chromatography purifications. On a Bruker Avance spectrometer operating at 300 or 600
MHz for *H and *3C. For 'H and '3C NMR spectra analyses, CHCl; (7.26 ppm) and *3CDCls (77.0 ppm), CH3OH
(3.31-4.78 ppm) and 13CH30H (49.1 ppm), Dimethyl sulfoxide (2.50 ppm) and (39.5 ppm) for 13C were used as
the internal references, respectively. High-resolution mass spectra (HRMS) were performed on a Bruker maXis
mass spectrometer by the "Fédération de Recherche" ICOA/CBM (FR2708) platform or on a LCT premier
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Waters. Optical rotation data were obtained on a Perkin Elmer 541 polarimeter at ambient temperature using
a 100 mm cell with a 1 mL capacity.

General procedure for amino acid coupling. N-Boc-L-serine (500 mg, 2.4 mmol), EDC (550 mg, 2.9 mmol), and
hydroxybenzotriazole (HOBt) (520 mg, 3.9 mmol) were dissolved in CH,Cl; (50 mL). After 1 h the opportune
amino acid; for valine (450 mg, 2.6 mmol) and N-methylmorpholine (800 uL, 7.3 mmol) were added and the
reaction mixture was stirred for 24 h at room temperature. The solution was washed with 10% NaHCO3 (2x10
mL), 5% KHSO4 (2x10 mL), then dried over MgSQOy, filtered, and evaporated under reduced pressure. The crude
product was used without further purification.

Methyl (tert-butoxycarbonyl)-L-seryl-L-valinate (5a).33 Yield 716 mg, 92%, yellow oil. 'H NMR (300 MHz,
CDClz): 64 0.93 (d, J 6.9 Hz, 3H), 0.97 (d, J 6.9 Hz, 3H), 1.48 (s, 9H), 2.00 (s, 1H) 2.19-2.29 (m, 1H), 3.63-3.72 (m,
2H), 3.77 (s, 3H), , 4.10 (d, J 9.2 Hz, 1H), 4.53 (t, J 3.4 Hz, 1H), 5.71 (NH, 1H), 7.31 (NH, 1H). 3C NMR (300 MHz,
CDCls): 6¢ 19.05, 28.3, 30.8, 52.3, 54.6, 57.4, 62.7, 80.5, 156.2, 171.7, 172.3.

Methyl (tert-butoxycarbonyl)-L-seryl-L-leucinate (5b)3 was prepared from 500 mg (2.4 mmol) of N-Boc-L-
serine, 550 mg (2.9 mmol) of EDC, 520 mg (3.9 mmol) of HOBt, 490 mg (2.7 mmol) of L-leucine methyl ester
hydrochloride and 800 pL (7.3 mmol) of N-methyl morpholine in 50 mL of CH,Cl; to provide 671 mg, 83% as
yellow oil.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 64 0.96 (d, J 1.7 Hz, 3H), 0.97 (d, J 1.9 Hz, 3H), 1.49 (s, 9H), 1.53 (s, 1H), 1.57-1.65
(m, 1H), 1.67-1.74 (m, 2H), 3.78 (s, 3H), 4.23 (t, J 6.1 Hz, 1H), 4.50-4.70 (m, 2H), 5.63 (NH, 1H), 7.07 (NH, 1H).
13C NMR (300 MHz, CDCl3): 6¢22.9, 24.8, 28.3, 40.8, 50.9, 52.5, 53.4, 62.9, 80.5, 156.1, 171.6, 173.5.

Methyl (S)-6-(2-((tert-butoxycarbonyl) amino)-3-hydroxypropanamido)hexanoate (5c) was prepared from
1.006 g (4.9 mmol) of N-Boc-L-serine, 1.4 g (7.3 mmol) of EDC, 1.04 g (7.7 mmol) of HOBt, 960 mg (5.3 mmol)
of methyl 6-aminohexanoate hydrochloride and N-methyl morpholine (1.6 mL, 14.7 mmol) in 80 mL of CH,Cl
to provide 1.582 g, 98% as yellow oil.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 64 1.25-1.30 (m, 2H), 1.35-1.43 (m, 2H), 1.49 (s, 9H), 1.59 (s, 1H), 1.65-1.72 (m, 2H),
2.34 (t, J 7.2 Hz, 2H), 3.29 (t, J 6.0 Hz, 2H), 3.70 (s, 3H), 4.08-4.16 (m, 2H), 5.34 (NH, 1H), 6.81 (NH, 1H). 13C
NMR (300 MHz, CDCls): 6c24.3, 26.2, 28.3, 29.0, 33.8, 39.2, 51.6, 54.8, 62.9, 80.5, 156.3, 171.4, 174.1.

Methyl (tert-butoxycarbonyl)-L-seryl-L-phenylalaninate (5d)33 was prepared by reacting 500 mg (2.4 mmol) of
N-Boc-L-serine, 550 mg (2.9 mmol) of EDC, 520 mg (3.9 mmol) of HOBt, 580 mg (2.6 mmol) of L-phenylalanine
methyl ester hydrochloride and (800 uL, 7.3 mmol) of N-methyl morpholine in 50 mL of CH,Cl, to provide 765
mg, 86% as yellow oil.

H NMR (300 MHz, CDCls): 64 1.47 (s, 9H) , 2.80 (s, 1H), 3.10 (q, J 7.4, 6.8 Hz, 1H), 3.19 (q, J 8.2, 5.6 Hz, 1H),
3.61-3.67 (m, 1H), 3.75 (s, 3H), 3.96-4.05 (m, 1H), 4.21 (d, J 9.2 Hz, 1H), 4.87 (q, J 7.6, 6.4 Hz, 1H), 5.57 (NH,
1H), 7.10-7.31 (m, 5H, Ar), 7.32 (NH, 1H). 3C NMR (300 MHz, CDCls): ¢ 28.3, 37.7, 52.5, 53.4, 55.1, 62.9, 80.4,
127.2-128.6-129.2-135.7 (Ar), 155.9, 171.0, 171.9.

General procedure for oxazolidinone cyclisation

To 5a (100 mg, 0.3 mmol) dissolved in 10 mL of absolute THF, was added dropwise thionyl chloride (180 pL,
2.5 mmol) at room temperature. The mixture was refluxed for 5 h. The reaction mixture was washed with
NaHCOs3 10%, the aqueous phase was extracted twice by EtOAc. The organic phase was dried with MgSO4 and
concentrated under vacuum, thereafter the residue was purified by flash chromatography on silica gel (EtOAc,
100%).

Methyl ((S)-2-oxooxazolidine-4-carbonyl)-L-valinate (1a). Yield 69 mg, 90%, yellow oil, Rt = 0.29 (AcOEt
100%).'H NMR (300 MHz, CDCls): 64 0.94 (d, J 1.6 Hz, 3H), 0.96 (d, J 1.6 Hz, 3H), 2.16-2.28 (m, 1H), 3.74 (s, 3H),
4.44(q,J 5.6, 2.6 Hz, 1H), 4.53 (g, J 5.8, 3.0 Hz, 2H), 4.70 (t, J 8.4 Hz, 1H), 7.34 (NH, 1H), 7.60 (NH, 1H). 3C NMR
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(300 MHz, CDCls): &¢ 19.0, 31.0, 52.3, 55.3, 57.3, 68.5, 160.1, 170.6, 172.4. [a] 2°p= - 26.5 (c = 0.15, CHyCl>).
HRMS (ES-: m/z [M-H]’): Calcd for C10H1sN,0s 243.0981 Found 243.0978.

Methyl ((S)-2-oxooxazolidine-4-carbonyl)-L-leucinate (1b) was prepared from 378 mg (1.1 mmol) of 5b and
660 uL (9.1 mmol) of Thionyl chloride in 36 mL of tetrahydrofuran to provide 208 mg, 72% as yellow oil. R¢=
0.34 (AcOEt 100%).1H NMR (300 MHz, CDCls): 61 0.94 (d, J 1.5 Hz, 3H), 0.96 (d, J 1.7 Hz, 3H), 1.58-1.65 (m, 1H),
1.71-1.76 (m, 2H), 3.73 (s, 3H), 4.40 (dd, J 5.5, 2.9 Hz, 1H), 4.51 (t, J 9.7, 5.5 Hz, 2H), 4.69 (q, J 8.7Hz, 2H), 7.37
(NH, 1H), 7.68 (NH, 1H). 3C NMR (300 MHz, CDCl3): &¢ 22.8, 24.9, 40.6, 50.6, 52.5, 55.3, 68.6, 160.2, 170.7,
173.8.

[a] %= - 45.1 (c = 0.25, CH2Cl3). HRMS (ES-: m/z [M-H]"): Calcd for C11H17N205257.1137 Found 257.1145.
Methyl (S)-6-(2-oxooxazolidine-4-carboxamido)hexanoate (1c) was prepared from 393 mg (1.2 mmol) of 5¢
and 700 pL (9.5 mmol) of Thionyl chloride in 37 mL of tetrahydrofuran to provide 185 mg, 61% as yellow oil. Rt
=0.25 (AcOEt/MeOH 99.9/0.1).'H NMR (300 MHz, CDCl3): 641.1.31-1.41 (m, 2H), 1.51-1.59 (m, 2H), 1.62-1.69
(m, 2H), 2.33 (t, J 7.3 Hz, 2H), 3.28 (t, J 6.1 Hz, 2H), 3.68 (s, 3H), 4.43 (q, / 7.0, 5.3 Hz, 2H), 4.66 (t, J 7.5 Hz, 1H),
7.23 (NH, 1H), 7.26 (NH, 1H). 3C NMR (300 MHz, CDCls): 6¢ 24.3, 26.1, 28.7, 33.7, 39.3, 51.6, 54.9, 68.6, 160.1,
170.3,174.3.

[a] %= - 41.0 (c = 0.3, CH2Cl;). HRMS (ES-: m/z [M-H]): Calcd for C11H17N20s 257.1137 Found 257.1144.

Methyl ((S)-2-oxooxazolidine-4-carbonyl)-L-phenylalaninate (1d) was prepared by reacting 325 mg (0.9
mmol) of 5d and 510 pL (7.1 mmol) of Thionyl chloride in 28 mL of tetrahydrofuran to provide 173 mg, 62% as
yellow oil. Re= 0.43 (AcOEt 100%).'H NMR (300 MHz, CDCls): 64 3.08 (dd, J 10.6, 2.7 Hz, 1H), 3.25 (dd, J 9.0, 4.4
Hz, 1H), 3.69 (t, J 1.9 Hz, 1H), 3.72 (s, 3H), 4.46 (q, J 7.9, 5.1 Hz, 2H), 5.00 (dt, J 6.0, 4.3 Hz, 1H), 7.26-7.38 (m,
5H, Ar), 7.65 (NH, 1H), 8.10 (NH, 1H). 13C NMR (300 MHz, CDCls): 8¢ 38.3, 52.5, 52.6, 55.7, 68.8, 127.0-128.3-
129.5-136.6 (Ar), 160.6, 170.5, 172.1. [a] ?°p= + 7.2 (c = 0.5, CH,Cl;). HRMS (ES+: m/z [M+Na]*): Calcd for
C14H16N20sNa 315.0957 Found 315.0956.

Methyl acetyl-L-serinate (7). To a solution of serine methyl ester hydrochloride (4g, 25.7 mmol) in anhydrous
CHCl; (40 mL) and triethylamine (6.9 mL, 51.4 mmol) was added dropwise acetyl chloride (1.7 mL, 24.4 mmol)
at -5°C, reaction mixture was stirred at -5°C for 3h. Precipitated EtsN, HCl has been filtered and the solvent
was removed under reduce pressure and the residue was purified by column chromatography on silica gel
(ethyl acetate/ MeOH, 97:3, R= 0.76) to afford 4.1 g of desired product as colorless oil (99%).

IH NMR (300 MHz, CDCls): 64 1.96 (s, 3H), 3.66 (s, 3H), 3.75 (dd, J 8.0, 3.2 Hz, 1H), 3.85 (dd, J 7.9, 3.3 Hz, 1H),
4.50 (t, J 3.9Hz, 1H), 7.29 (NH, 1H). 3C NMR (300 MHz, CDCl3): 8¢ 22.6, 52.5, 54.7, 62.3, 171.1, 171.4.

Methyl (2S,4S)-3-acetyl-2-(4-nitrophenyl)oxazolidine-4-carboxylate (8). A solution of 7 (253 mg, 1.6 mmol), 4-
nitro benzaldehyde dimethyl acetal (960 mg, 4.8 mmol) and p-toluenesulfonic acid (6 mg, 0.03 mmol) in
toluene (10 mL) was refluxed for 2h30 and then the solvent was evaporated to a volume of 2 mL. The residue
was dissolved in ethyl acetate (50 mL), washed with NaHCOs3 saturated, and then the collected organic layer
was dried over MgSO,. After evaporation, the residue was purified by chromatography column ethyl
acetate/cyclohexane (7:3) to afford 298 mg of 8 as orange oil (64%). Rf= 0.79 (ethyl acetate/cyclohexane 7/3).
'H NMR (300 MHz, CDCl3): &4 1.87 (s, 3H, rotamer 1), 2.12 (s, 3H, rotamer 2), 3.82 (s, 3H, rotamer 1), 3.89 (s,
3H, rotamer 2), 4.18 (q, J 6.0, 4.5 Hz, 2H, rotamer 1), 4.32 (q, J 8.3, 6.1 Hz, 2H, rotamer 2), 4.70 (d, J 5.9 Hz, 1H,
rotamer 1), 4.84 (t, J 4.3 Hz, 1H, rotamer 2), 6.40 (s, 1H, rotamer 1), 6.48 (s, 1H, rotamer 2), 7.55-7.63, 8.19-
8.32 (m, 8H, Ar). 13C NMR (300 MHz, CDCl3): 8¢ 22.8 (rotamer 1), 23.1 (rotamer 2), 52.8 (rotamer 1), 53.3
(rotamer 2), 58.5 (rotamer 1), 59.5 (rotamer 2), 67.8 (rotamer 1), 69.8 (rotamer 2), 89.2 (rotamer 1), 89.4
(rotamer 2), 123.6-124.3-127.6-127.8-144.5-145.1-148.0-148.7, (Ar) 168.0 (rotamer 1), 169.4 (rotamer 2)
170.0 (rotamer 1), 170.3 (rotamer 2).
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(25,4S)-3-acetyl-2-(4-nitrophenyl)oxazolidine-4-carboxylic acid (10). Oxazolidine 8 (129 mg, 0.4 mmol) was
dissolved in THF (2 mL). At 0°C the mixture was cooled to 0°C and then 0.2 N LiOH (2 mL, 0.4 mmol) was added
dropwise. The mixture was allowed to warm to room temperature and stirred overnight. The solution was
extracted by ethyl acetate, then acidified aqueous layer with KHSO4 (5%) till pH 1-2, and then extracted with
ethyl acetate. The combined organic layers were washed with 2 N NaCl, dried and concentrated to give 53 mg
(44%) of 10 as light yellow oil. The crude product was used without further purification. *H NMR (300 MHz,
MeOD): 6 1.86 (s, 3H, rotamer 1), 2.15 (s, 3H, rotamer 2), 4.26 (q, J 9.7, 6.6 Hz, 2H, rotamer 1), 4.36 (q, J 8.7,
3.0 Hz, 1H, rotamer 2), 4.84 (d, J 8.3 Hz, 1H, rotamer 1), 4.96 (d, J 5.8 Hz, 1H, rotamer 2), 6.38 (s, 1H, rotamer
1), 6.55 (s, 1H, rotamer 2), 7.65-7.75, 8.25-8.36 (m, 8H, Ar). 13C NMR (300 MHz, MeOD): &¢ 7.6 (rotamer 1), 9.6
(rotamer 2) 46.8 (rotamer 1), 48.6 (rotamer 2), 56.0 (rotamer 1), 57.9 (rotamer 2), 77.5 (rotamer 1), 77.7
(rotamer 2), 111.4-112.0-115.8-116.2-133.6-135.8-136.4-138.0 (Ar), 157.3 (rotamer 1), 159.1 (rotamer 2),
159.8 (rotamer 1), 161.3 (rotamer 2).

Methyl ((25,4S)-3-acetyl-2-(4-nitrophenyl)oxazolidine-4-carbonyl)-L-valinate (2a) was prepared from 49 mg
(0.128 mmol) of 10, 60 mg (0.31 mmol) of EDC, 37.8 mg (0.28 mmol) of HOBt, 32 mg (0.2 mmol) of L-valine
methyl ester hydrochloride and 57 uL (0.5 mmol) of N-methyl morpholine in 4 mL of CH,Cl; to provide 70 mg,
99% as yellow oil.

Ri= 0.69 (ethyl acetate 100%). *H NMR (300 MHz, CDCl3): 61 0.95 (d, J 6.8 Hz, 6H, rotamer 1), 0.99 (d, J 6.8 Hz,
6H, rotamer 2), 1.85 (s, 3H, rotamer 1), 2.17 (s, 3H, rotamer 2), 1.89-1.96 (m, 1H, rotamer 1), 2.23-2.27 (m, 1H,
rotamer 2), 3.18 (d, J 6.4 Hz, 1H), 3.29 (d, J 5.8 Hz, 1H), 3.75 (s, 6H), 4.11 (q, J 8.8, 5.3 Hz, 2H, rotamer 1), 4.36
(d, 9.7 Hz, 1H, rotamer 1), 4.51 (q, J 4.8, 3.0 Hz, 2H, rotamer 2), 4.89 (d, J 5.5Hz, 1H, rotamer 2), 6.41 (s, 1H,
rotamer 1), 6.60 (s, 1H, rotamer 2), 7.05 (NH, 1H, rotamer 1), 7.24 (NH, 1H, rotamer 2), 7.31-7.59, 8.20-8.31
(m, 8H, Ar). 13C NMR (300 MHz, CDCl3): 6¢c 17.7 (rotamer 1), 19.0 (rotamer 2), 22.7 (rotamer 1), 23.3 (rotamer
2), 30.7 (rotamer 2), 31.1 (rotamer 1), 52.2 (rotamer 1), 52.3 (rotamer 2), 57.4 (rotamer 1), 57.6 (rotamer 2),
59.5 (rotamer 2), 60.6 (rotamer 1), 67.4 (rotamer 1), 70.5 (rotamer 2), 89.5 (rotamer 1), 89.6 (rotamer 2),
123.6-124.3-127.6-127.8-144.5-145.1-148.0-148.7 (Ar), 168.5 (rotamer 2), 169.0 (rotamer 1), 169.5 (rotamer
1), 169.8 (rotamer 2), 172.0 (rotamer 1), 172.2 (rotamer 2).

[a] 2°b=- 86.9 (c = 0.7, CH2Cl,). HRMS (ES+: m/z [M+H]*): Calcd for C1gH24N307 394.1609 Found 394.1607.
Methyl ((25,4S)-3-acetyl-2-(4-nitrophenyl)oxazolidine-4-carbonyl)-L-leucinate (2b) was prepared from 48 mg
(0.17 mmol) of 10, 59 mg (0.3 mmol) of EDC, 37 mg (0.27 mmol) of HOBt, 34 mg (0.18 mmol) of L-leucine
methyl ester hydrochloride and N-methyl morpholine (94 pL, 0.5 mmol) in 4 mL of CH,Cl; to provide 65 mg,
81% as yellow oil.

Ri= 0.74 (ethyl acetate 100%). *H NMR (300 MHz, CDCls): 64 0.89 (d, J 5.7 Hz, 6H, rotamer 1), 0.93 (d, J 6.2 Hz,
6H, rotamer 2), 1.55-1.63 (m, 2H), 1.66 (t, J 4.1 Hz, 4H), 1.85 (s, 3H, rotamer 2), 2.25 (s, 3H, rotamer 1), 3.75 (s,
6H), 4.08 (q, / 9.0, 6.9 Hz, 2H, rotamer 2), 4.23 (q, / 9.9, 7.1 Hz, 2H, rotamer 1), 4.38 (d, J 5.3 Hz, 1H, rotamer
1), 4.65 (dd, J 10.6, 5.1 Hz, 2H), 4.85 (d, J 8.8 Hz, 1H, rotamer 2), 6.41 (s, 1H, rotamer 1), 6.59 (s, 1H, rotamer
2), 7.11 (NH, 1H, rotamer 1), 7.14 (NH, 1H, rotamer 2), 7.51-7.59, 8.22-8.32 (m, 8H, Ar). 13C NMR (300 MHz,
CDCl3): 6¢c 21.3 (rotamer 1), 21.9 (rotamer 2), 22.7 (rotamer 1), 22.8 (rotamer 2), 24.9 (Crotamer 1), 29.6
(rotamer 2), 40.2 (rotamer 1), 41.1 (rotamer 2), 51.0 (rotamer 1), 51.2 (rotamer 2), 52.4 (rotamer 1), 52.5
(rotamer 2), 59.5 (rotamer 2), 60.7 (rotamer 1), 67.3 (rotamer 2), 70.3 (rotamer 1), 89.5 (rotamer 2), 89.6
(rotamer 1), 123.8-124.3-127.5-127.7-144.4-144.6-148.1-148.6 (Ar), 168.5 (rotamer 1), 168.9 (rotamer 2),
169.7 (rotamer 1), 169.8 (rotamer 2), 172.9 (rotamer 1), 173.2 (rotamer 2).

[a] %= - 101.8 (c = 0.4, CH,Cl). HRMS (ES+: m/z [M+H]*): Calcd for C1sH25N307 408.176527 Found 408.176580.
Methyl 6-((25,4S)-3-acetyl-2-(4-nitrophenyl)oxazolidine-4-carboxamido)hexanoate (2c) was prepared from
100 mg (0.36 mmol) of 10, 130 mg (0.68 mmol) of EDC, 77 mg (0.57 mmol) of HOBt, 71 mg (0.39 mmol) of
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methyl 6-aminohexanoate hydrochloride and 110 pL (1.07 mmol) of N-methyl morpholine in 8 mL of CH,Cl, to
provide 91.7 mg, 63%, as yellow oil.

R¢= 0.76 (ethyl acetate 100%). *H NMR (300 MHz, CDCls): &y 1.21-1.31 (m, 4H), 1.36-1.45 (m, 4H), 1.69-1.80
(m, 4H), 1.98 (s, 3H, rotamer 1), 2.17 (s, 3H, rotamer 2), 2.34 (t, J 7.3 Hz, 4H), 2.48 (t, J 5.7 Hz, 2H, rotamer 1),
3.24 (t, J 3.8 Hz, 2H, rotamer 2), 3.68 (s, 6H), 4.15 (q, J 8.3, 7.4 Hz, 2H rotamer 1), 4.54 (d, J 9.7 Hz, 1H, rotamer
1), 4.67 (g, J 5.2, 3.4 Hz, 2H, rotamer 2), 4.82 (d, J 6.5 Hz, 1H, rotamer 2), 6.17 (s, 1H, rotamer 1), 6.41 (s, 1H,
rotamer 2), 7.23 (NH, 1H, rotamer 1), 7.31 (NH, 1H, rotamer 2), 7.69-7.86, 8.22-8.31 (m, 8H, Ar). 3C NMR (300
MHz, CDCls3): 6¢ 23.0 (rotamer 1), 23.2 (rotamer 2), 24.3 (rotamer 1), 26.3 (rotamer 2), 29.1 (rotamer 1), 29.7
(rotamer 2), 30.6 (rotamer 1), 33.6 (rotamer 2), 33.8 (rotamer 1), 36.6 (rotamer 2), 39.5 (romater 1), 42.9
(rotamer 2), 51.6 (rotamer 1), 51.7 (rotamer 2), 58.8 (rotamer 1), 60.9 (rotamer 2), 67.5 (rotamer 1), 70.9
(rotamer 2), 89.6 (rotamer 1), 90.2 (rotamer 2), 123.5-123.6-124.1-128.5-144.2-148.1-148.6-148.7 (Ar), 168.6
(rotamer 2), 168.8 (rotamer 1), 170.1 (rotamer 1), 171.0 (rotamer 2), 174.0 (rotamer 1), 179.0 (rotamer 2).

[a] 2°p=-12.6 (c = 0.2, CH2Cl,). HRMS (ES+: m/z [M+H]*): Calcd for C19H26N307 408.1765 Found 408.1766.
Methyl ((2S,4S)-3-acetyl-2-(4-nitrophenyl)oxazolidine-4-carbonyl)-L-phenylalaninate (2d) was prepared by
reacting 50 mg (0.17 mmol) of 10, 60 mg (0.32 mmol) of EDC, 38 mg (0.28 mmol) of HOBt, 40 mg (0.2 mmol) of
L-phenylalanine methyl ester hydrochloride and (100 pL, 0.53 mmol) of N-methyl morpholine in 4 mL of CH,Cl,
to provide 71 mg, 90% as yellow oil.

Rf= 0.55 (ethyl acetate 100%). *H NMR (300 MHz, DMSO): &4 1.66 (s, 3H, rotamer 1), 1.68 (s, 3H, rotamer 2),
2.94 (q, J 10.8, 3.0 Hz, 2H, rotamer 1), 3.15 (dd, J 9.3, 4.6 Hz, 2H, rotamer 1), 3.60 (s, 3H, rotamer 1), 3.68 (s,
3H, rotamer 2), 3.93 (dd, J 8.5, 0.9 Hz, 2H, rotamer 2), 4.15 (q, J 6.7, 2.6 Hz, 2H, rotamer 2), 4.65 (t, J 8.4, 4.5
Hz, 2H), 4.71 (d, J 6.5 Hz, 1H, rotamer 1), 4.76 (d, J 6.6 Hz, 1H, rotamer 2), 6.29 (s, 1H, rotamer 1), 6.56 (s, 1H,
rotamer 2), 7.21-7.31 (m, 10H, Ar), 7.66-7.76, 8.19-8.29 (m, 8H, Ar), 8.84 (NH, 1H, rotamer 1), 8.86 (NH, 1H,
rotamer 2). 3C NMR (300 MHz, DMSO): &8¢ 22.5 (rotamer 1), 26.8 (rotamer 2), 36.7 (rotamer 1), 36.8 (rotamer
2), 52.6 (rotamer 1), 52.7 (rotamer 2), 53.6 (rotamer 1), 53.7 (rotamer 2), 59.7 (rotamer 1), 59.8 (rotamer 2),
70.5 (rotamer 1), 70.6 (rotamer 2), 88.9 (rotamer 1), 89.5 (rotamer 2), 123.8-124.4-126.9-127.0-128.4-128.6-
128.7-128.8-129.5-129.6-137.6-137.8-146.5-146.7-147.9 (Ar), 168.9 (rotamer 1), 169.7 (rotamer 2), 169.9
(rotamer 1), 170.0 (rotamer 2), 172.1 (rotamer 1), 172.2 (rotamer 2).

[a] 2°5=-43.3 (c = 0.25, CH,Cl;). HRMS (ES+: m/z [M+H]*): Calcd for C22H24N307 442.1608 Found 442.1606.
Methyl (25,45)-3-acetyl-2-(4-chlorophenyl)oxazolidine-4-carboxylate (9). The oxazolidine 9 was obtained by
reacting 320 mg (2 mmol) of 7, 4-chloro benzaldehyde dimethyl acetal (1.12 g, 5.9 mmol) and p-
toluenesulfonic acid (7.8 mg, 0.045 mmol) in toluene (13 mL) to provide 351 mg, 62% as yellow oil. Rf= 0.83
ethyl acetate/cyclohexane (7/3). *H NMR (300 MHz, CDCls): &4 1.85 (s, 3H, rotamer 1), 2.11 (s, 3H, rotamer 2),
3.82 (s, 3H, rotamer 1), 3.88 (s, 3H, rotamer 2), 4.15 (d, J 2.6 Hz, 1H, rotamer 1), 4.20 (q, J 6.6, 2.8 Hz, 2H,
rotamer 1), 4.30 (d, J 5.6 Hz, 1H, rotamer 2), 4.82 (q, J/ 4.0, 2.6 Hz, 2H, rotamer 2), 6.28 (s, 1H, rotamer 1), 6.44
(s, 1H, rotamer 2), 7.32-7.35, 7.42-7.45 (m, 8H, Ar). 3C NMR (300 MHz, CDCls): &¢c 22.8 (rotamer 1), 23.0
(rotamer 2) 52.7 (rotamer 1), 53.2 (rotamer 2), 58.4 (rotamer 1), 59.5 (rotamer 2), 67.5 (rotamer 1), 69.3
(rotamer 2), 89.8 (rotamer 1), 89.9 (rotamer 2), 127.8-128.1-128.6-129.3-134.6-135.8-136.3-136.6 (Ar), 168.3
(rotamer 1), 169.0 (rotamer 2) 170.2 (rotamer 1), 170.5 (rotamer 2).
(25,4S)-3-acetyl-2-(4-chlorophenyl)oxazolidine-4-carboxylic acid (11). The product 11 was obtained by
reacting of 9 (300 mg, 1 mmol) and 6.3 mL of lithium hydroxide (1.2 mmol) in 6.3 mL of tetrahydrofuran/H,0
(1:1) to give carboxylic acid as yellow oil (173 mg, 62%). *H NMR (300 MHz, CDCls): 64 1.90 (s, 3H, rotamer 1),
2.20 (s, 3H, rotamer 2), 4.24 (q, J 6.1, 2.7 Hz, 2H), 4.36 (d, J 9.3Hz, 1H, rotamer 1), 4.65 (d, J 6.0 Hz, 1H,
rotamer 2), 4.84 (q, J 3.2, 2.4 Hz, 2H, rotamer 2), 6.32 (s, 1H, rotamer 1), 6.46 (s, 1H, rotamer 2), 7.30-7.47 (m,
8H, Ar), 7.71 (s, 1H). 3C NMR (300 MHz, CDCl3): 6¢c 22.8 (rotamer 1), 22.9 (rotamer 2), 58.5 (rotamer 1), 59.4
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(rotamer 2), 67.5 (rotamer 1), 69.3 (rotamer 2), 89.8 (rotamer 1), 89.9 (rotamer 2), 127.8-128.1-128.6-129.4-
134.7-135.8-135.9-136.3 (Ar), 169.7 (rotamer 1), 170.6 (rotamer 2) 171.9 (rotamer 1), 172.1 (rotamer 2).
Methyl ((25,4S)-3-acetyl-2-(4-chlorophenyl)oxazolidine-4-carbonyl)-L-valinate (3a) was prepared from 52 mg
(0.19 mmol) of 11, 66 mg (0.35 mmol) of EDC, 42 mg (0.30 mmol) of HOBt, 35 mg (0.21 mmol) of L-valine
methyl ester hydrochloride and 64 pL (0.58 mmol) of N-methyl morpholine in 4.3 mL of CHCl;, to provide 56
mg, 76% as yellow oil. R = 0.73 (ethyl acetate 100%). *H NMR (300 MHz, CDCls): 6y 0.94 (d, J 7.0 Hz, 6H,
rotamer 1), 1.01 (d, J 6.8 Hz, 6H, rotamer 2), 1.84 (s, 3H, rotamer 1), 2.07 (s, 3H, rotamer 2), 2.14-2.29 (m, 2H),
3.48 (d, J 7.0 Hz, 1H), 3.70 (d, J 7.9 Hz, 1H), 3.77 (s, 6H), 3.78 (s, 6H), 4.09 (q, J 6.8, 2.1 Hz, 2H, rotamer 1), 4.38
(d, 9.5 Hz, 1H, rotamer 1), 4.57 (q, J 5.1, 3.7 Hz, 2H, rotamer 2), 4.85 (d, J 5.4 Hz, 1H, rotamer 2), 6.29 (s, 1H,
rotamer 1), 6.59 (s, 1H, rotamer 2), 7.31-7.59, 8.20-8.31 (m, 8H, Ar), 7.46 (NH, 1H, rotamer 1), 7.66 (NH, 1H,
rotamer 2). 13C NMR (300 MHz, CDCl3): 8¢ 17.7 (rotamer 1), 19.1 (rotamer 2), 30.7 (rotamer 1), 31.1 (rotamer
2), 52.2 (rotamer 1), 52.5 (rotamer 2), 57.3 (rotamer 1), 57.9 (rotamer 2), 59.5 (rotamer 1), 60.9 (rotamer 2),
66.7 (rotamer 1), 68.1 (rotamer 2), 89.9 (rotamer 1), 90.1 (rotamer 2), 127.7-128.0-128.7-128.8-129.0-129.3-
135.7-136.1 (Ar), 168.8 (rotamer 1), 169.1 (rotamer 2), 170.0 (rotamer 1), 170.1 (rotamer 2), 171.9 (rotamer
1), 172.2 (rotamer 2).

[a] °b=- 61.9 (c = 0.25, CHCly). HRMS (ES+: m/z [M+H]*): Calcd for C18H24CIN>Os 382.1368 Found 383.1362.
Methyl ((25,4S)-3-acetyl-2-(4-chlorophenyl)oxazolidine-4-carbonyl)-L-leucinate (3b) was prepared from 51
mg (0.19 mmol) of 11, 65 mg (0.34 mmol) of EDC, 41 mg (0.3 mmol) of HOBt, 38 mg (0.2 mmol) of L-leucine
methyl ester hydrochloride and N-methyl morpholine (100 uL, 0.57 mmol) in 4.3 mL of CH,Cl, to provide 75
mg, 99% as yellow oil.

Rf= 0.78 (ethyl acetate 100%). *H NMR (300 MHz, CDCls): 64 0.97 (d, J 5.4Hz, 6H rotamer 1), 1.15 (d, J 7.1 Hz,
6H, rotamer 2), 1.60-1.71 (m, 2H), 1.82 (s, 3H, rotamer 1), 1.88-2.15 (m, 2H, rotamer 1), 2.23 (s, 3H, rotamer
2), 2.32-2.50 (m, 2H, rotamer 2), 3.74 (s, 6H), 4.05 (d, J 6.9 Hz, 1H, rotamer 1), 4.10 (d, J 6.9 Hz, 1H, rotamer
2), 4.35 (d, J 9.1 Hz, 1H, rotamer 1), 4.59 (dd, J 8.4 Hz, 2H, rotamer 1), 4.64 (dd, J 6.6 Hz, 2H, rotamer 2), 4.82
(d, J6.3 Hz, 1H, rotamer 2), 6.28 (s, 1H, rotamer 1), 6.54 (s, 1H, rotamer 2), 7.14-7.31 (m, 8H, Ar), 7.68 (NH, 1H,
rotamer 1), 8.00 (NH, 1H, rotamer 2).33C NMR (300 MHz, CDCls): 8¢ 22.0 (rotamer 1), 22.8 (rotamer 2), 23.3
(rotamer 1), 24.9 (rotamer 2), 40.2 (rotamer 1), 41.2 (rotamer 2), 50.9 (rotamer 1), 51.0 (rotamer 2), 51.2
(rotamer 1), 51.8 (rotamer 2), 52.3 (rotamer 1), 52.4 (rotamer 2), 59.4 (rotamer 1), 60.8 (rotamer 2), 66.9
(rotamer 1), 69.8 (rotamer 2), 90.1 (rotamer 1), 90.2 (rotamer 2), 127.8-128.0-128.7-129.3-135.7-135.8-136.2-
136.3 (Ar), 168.8 (rotamer 1), 169.0 (rotamer 2), 169.3 (rotamer 1), 169.4 (rotamer 2), 173.1 (rotamer 1),
173.2 (rotamer 2).

[a] %= - 69.8 (c = 0.25, CHCl). HRMS (ES+: m/z [M+H]*): Calcd for C1sH26CIN2Os 397.1524 Found 397.1521.
Methyl 6-((2S,4S)-3-acetyl-2-(4-chlorophenyl)oxazolidine-4-carboxamido)hexanoate (3c) was prepared from
38 mg (0.14 mmol) of 11, 48 mg (0.25 mmol) of EDC, 30 mg (0.23 mmol) of HOBt, 28 mg (0.16 mmol) of methyl
6-aminohexanoate hydrochloride and 46 pL (0.42 mmol) of N-methyl morpholine in 3.2 mL of CH,Cl, to
provide 51 mg, 91% as yellow oil.

Rr= 0.80 (ethyl acetate 100%). *H NMR (300 MHz, CDCls): &y 1.35-1.42 (m, 4H), 1.53-1.58 (m, 4H), 1.61-1.69
(m, 4H), 1.82 (s, 3H, rotamer 1), 2.17 (s, 3H, rotamer 2), 2.34 (t, J 7.1Hz, 4H), 3.24 (t, J 5.9 Hz, 4H), 3.68 (s, 3H,
rotamer 1), 3.69 (s, 3H, rotamer 2), 4.07 (q, J 6.5, 2.5 Hz, 2H, rotamer 1), 4.40 (d, J 6.3 Hz, 1H, rotamer 1), 4.55
(g, J 5.0 Hz, 2H, rotamer 2), 4.77 (d, J 9.0 Hz, 1H, rotamer 2), 6.30 (s, 1H, rotamer 1), 6.56 (s, 1H, rotamer 2),
7.23-7.41 (m, 8H, Ar), 7.43 (NH, 1H, rotamer 1), 7.46 (NH, 1H, rotamer 2). 133C NMR (300 MHz, CDCls): &c 23.0
(rotamer 1), 23.1 (rotamer 2), 23.4 (rotamer 1), 24.4 (rotamer 2), 26.2 (rotamer 1), 28.9 (rotamer 2), 29.7
(rotamer 1), 30.5 (rotamer 2), 33.8 (rotamer 1), 36.4 (rotamer 2), 39.5 (rotamer 1), 42.9 (rotamer 2), 51.6
(rotamer 1), 51.7 (rotamer 2), 59.6 (rotamer 1), 61.0 (rotamer 2), 66.8 (rotamer 1), 66.9 (rotamer 2), 89.9
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(rotamer 1), 90.1 (rotamer 2), 110.8-117.7-125.8-126.6-128.0-129.3-135.7-136.1 (Ar), 169.1 (rotamer 1),
169.3 (rotamer 2), 171.5 (rotamer 1), 171.6 (rotamer 2), 174.1 (rotamer 1), 174.2 (rotamer 2). [a] ?°=- 60.0 (c
= 0.2, CH,Cl3). HRMS (ES+: m/z [M+H]*): Calcd for C19H26CIN20s 396.1523 Found 396.1524.

Methyl ((25,45)-3-acetyl-2-(4-chlorophenyl)oxazolidine-4-carbonyl)-L-phenylalaninate (3d) was prepared by
reacting 55 mg (0.2 mmol) of 11, 71 mg (0.36 mmol) of EDC, 44 mg (0.32 mmol) of HOBt, 48 mg (0.22 mmol) of
L-phenylalanine methyl ester hydrochloride and (62 plL, 0.61 mmol) of N-methyl morpholine in 4.6 mL of
CH,Cl; to provide 73 mg, 83% as yellow oil.

Ri= 0.62 (ethyl acetate 100%). *H NMR (300 MHz, CDCls): &4 1.77 (s, 3H, rotamer 1), 2.14 (s, 3H, rotamer 2),
3.17 (dd, J 8.2, 6.0 Hz, 2H, rotamer 1), 3.26 (dd, J 8.5, 5.4 Hz, 2H, rotamer 2), 3.79 (s, 6H), 4.03 (q, / 6.8, 1.3 Hz,
2H, rotamer 1), 4.15 (d, J 7.1Hz, 1H, rotamer 1), 4.42 (t, J 9.3, 6.9 Hz, 2H), 4.81 (d, J 5.4 Hz, 1H, rotamer 2),
495 (q, J 6.7, 5.9 Hz, 2H, rotamer 2), 6.17 (s, 1H, rotamer 1), 6.47 (s, 1H, rotamer 2), 7.10 (NH, 1H, rotamer
1),7.21-7.43 (m, 18H, Ar), 7.46 (NH, 1H, rotamer 2). 3C NMR (300 MHz, CDCl3): 8¢ 23.3 (rotamer 1), 23.4
(rotamer 2), 37.5 (rotamer 1), 37.7 (rotamer 2), 52.4 (rotamer 1), 52.6 (rotamer 2), 53.3 (rotamer 1), 53.4
(rotamer 2), 59.4 (rotamer 1), 59.5 (rotamer 2), 66.4 (rotamer 1), 66.3 (rotamer 2), 89.8 (rotamer 1), 89.9
(rotamer 2), 127.0-127.1-127.3-127.5-127.7-127.8-127.9-128.0-128.5-128.6-128.7-128.9-129.1-129.2-129.4-
129.5 (Ar), 168.6 (rotamer 1), 168.8 (rotamer 2), 171.2 (rotamer 1), 171.3 (rotamer 2), 171.5 (rotamer 1),
171.6 (rotamer 2). [a] ?°p= - 54.2 (c = 0.4, CH2Cl,). HRMS (ES+: m/z [M+H]*): Calcd for C22H24CIN,Os 431.1368
Found 431.1189.
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