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RESUME

Le travail décrit dans ce manuscrit s’insere dans le cadre des travaux réalisés au sein du
Laboratoire de Chimie Organique concernant la synthése et la caractérisation structurale, la
réactivité et les études des propriétés physico-chimiques et biologiques de nouveaux systémes
hétérocycliques dérivés de la glycine.

A partir du modéle structural de 1’0-azidoglycinate de méthyle, nous avons congu et réalisé la
synthése de nouveaux systémes hétérocycliques a visée thérapeutique. Nous nous sommes
basés sur la réaction de N-alkylation du 2-azido-2-benzamidoacétate de méthyle avec une série
d’aminoesters carboxyliques en utilisant différentes bases. Nous avons caractérisé les structures
des molécules préparées par les techniques spectroscopiques (RMN-'H et RMN-!3C, MS-ESI).
Quant-aux déterminations structurales, elles ont été effectuées par diffraction des rayons X sur
des monocristaux.

L’évaluation de I’activité antibactérienne des composés synthétisés vis-a-vis d’une série de
souches bactériennes a Gram positif et négatif, a montré des activités intéressantes. La souche
Escherichia coli (Gram négatif), a exhibé une forte résistance pour le composé 2-benzamido-
2-((2-méthoxy-2-oxo-1-phényléthyl)amino)acétate diméthyle avec le plus grand diamétre

d’inhibition (ZI 10mm), et la plus petite CMI (1,25 mg / ml).

L’effet antioxydant des mémes composés synthétis€s, est testé in vitro en utilisant les tests du
pouvoir du piégeage du radical (DPPH), et du Pouvoir réducteur (FRAP). Les résultats montrent
que les différents extraits testés posseédent un pouvoir antioxydant important en comparaison
avec le témoin positif considéré, plus particuliérement pour le composé 2-benzamido-2-((2-
méthoxy-2-oxo-1-phényléthyl)amino)acétate deméthyle)y qui a présenté un pouvoir
antiradicalaire et un pouvoir réducteur tres fort.

Les résultats ainsi obtenus confirment la richesse exceptionnelle de la chimie des aminoacides
carboxyliques, utilisés comme précurseurs de synthése de divers systémes hétérocycliques,

susceptibles de présenter des propriétés biologiques intéressantes.

Mots clés : aminoacides, hétérocycles, N-alkylation, azidoglycinate, diffraction des rayons X,

activité antibactérienne, activité anioxydante



The work described in this manuscript is part of the work carried out within the Laboratory of
Organic Chemistry concerning the synthesis and structural characterization, reactivity and
studies of the physico-chemical and biological properties of new heterocyclic systems derived
from glycine.

Based on the structural model of a-azidoglycinate methyl, we designed and synthesized new
heterocyclic systems for therapeutic purposes, based on the reactions of N-alkylation of methyl
2-azido-2-benzamidoacetate with a series of carboxylic amino esters using different bases. We
were also able to characterize the structures of the molecules prepared by spectroscopic
methods (NMR-'H and NMR-"3C, MS-ESI), structural determinations were performed by X-
ray single crystal diffraction.

The evaluation of the antibacterial activity of the synthesized compounds against a series of
Gram-positive and negative bacterial strains showed interesting activities, the E. coli strain
(Gram-negative) exhibited high resistance for the compound Methyl 2-benzamido-2-((2-
methoxy-2-oxo-1-phenylethyl)amino)acetate including the largest inhibition diameter (ZI
10mm), and the smallest CMI (1.25 mg /ml).

The antioxidant effect of the same synthesized compounds is tested in vitro using the radical
trapping power (DPPH) and reducing power (FRAP) tests. The results show that the different
extracts tested have a high antioxidant power compared to the positive control considered,
particularly the Methyl 2-benzamido-2-((2-methoxy-2-oxo-1-phenylethyl)amino)acetate
compound which had an anti-free radical and a very strong reducing power.

The results thus obtained confirm the exceptional richness of the chemistry of aminoacids
carboxylic used as precursors for the synthesis of various heterocyclic systems, which may have

interesting biological properties.

Key words: amino acids, heterocycles, N-alkylation, azidoglycinate, X-ray diffraction,

antibacterial activity, antioxidant activity.
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Introduction générale

Les hétérocycles constituent la famille de composés organiques la plus vaste et la plus
diversifiée. Le caracteére remarquable de ces composés est fixé généralement dans les composés
cycliques saturés, partiellement saturés ou aromatiques qui sont tous réunis par la méme
structure ainsi que des groupements fonctionnels liés aux hétéroatomes. Ces modeles cycliques
existent dans la plupart des produits naturels les plus divers (animaux ou végétaux) ainsi que

dans de nombreuses molécules biologiquement actives [1-9].

Les aminoacides hétérocycliques jouent un réle prédominant dans la synthése des peptides et
des protéines [10-13], et jusqu’a présent, ils suscitent ’intérét des chercheurs, qui étudient leur
rapport structure-activité permettant ainsi une meilleure approche pour la compréhension de

leurs mécanismes d’action.

La synthése de nouveaux aminoacides carboxyliques et leurs esters sont devenus un intérét
majeur pour les équipes de recherche dans le monde, du fait de leur large spectre d’activités
[14-21]. Leurs applications se font dans divers domaines :enzymologie [22-
25] (développement de nouvelles liaisons d’ADN, recherche des structures et des fonctions des
enzymes) ; médecine et pharmacologie [26-30] (neuro-excitateurs, fongicides, antibiotiques et
récemment des antitumoraux a faible toxicité) ; industrie [31] (cosmétiques, détergents, additifs

alimentaires,) et en synthése asymétrique [32-34] (auxiliaire chiraux).

NH cooH
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~N
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|

O)\N N>

|

acide1-(2-(1,3-diméthyl-2,6-dioxo-2,3-dihydro-1H-purin-
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antituberculeux

HO,C CO,H

/N H,

acide 2-amino-3-(4-(2-carboxyéthyl)-5-méthylisoxazol-3-yl)
propanoique
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I
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o OH

acide 2-(4-(((2-amino-4-oxo-3,4,5,6,7,8-
hexahydropteridin-6-
yl)méthyl)amino)benzamido)pentanedioique

antibiotique

O,N BOC\NH o

OCH,
H

anticancéreux

Compte tenu de la richesse de la chimie hétérocyclique, et la diversité d’applications qu’elle
possede, nous nous sommes intéressés dans le présent travail a préparer de nouveaux o,o-
diamino-diesters polyfonctionnels dérivés de la glycine, en faisant appel a des réactions
d’alkylation. Les composés synthétisés ont été soumis a un screening biologique ainsi qu’aux
tests de I’activité antioxydante.

L’¢étude bibliographique et les résultats de notre propore travail de recherche sont ainsi décrits
dans quatre chapitres :

v' Le chapitre I présentera 1’état des travaux antérieurs sur les différentes méthodes
permettant I’acces aux différents types d’a-aminoacides et aminoesters carboxyliques
hétérocycliques et non hétérocycliques. Les travaux décrits dans la littérature
concernant la synthése d’o,a-diaminoesters carboxyliques, et d’o,a-diamino-diesters
carboxyliques, seront également présentés dans ce chapitre.

v Le chapitre II sera divisé en deux parties. Nous réserverons la premiére partie pour un
rappel bibliographique sur la réaction de N-alkylation des hétérocycles et des amines,
illustré par des exemples de syntheése adoptant plusieurs stratégies de synthése. Quant a
la deuxieéme partie, elle sera consacrée a la syntheése d’une nouvelle série d’a,a-diamino-

diesters carboxyliques dérivés de la glycine, via la réaction de substitution nucléophile
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d’a-azido glycinate de méthyle par une série d’aminoesters hétérocycliques et non
hétérocycliques.

v" Le chapitre II sera consacré a la présentation des résultats des tests de I’activité
antibactérienne, réalisés sur les différents composés synthétisés contre une série de
souches bactériennes a Gram positif et a Gram négatif.

v' Le dernier chapitre de ce mémoire sera réservé aux résultats des tests du pouvoir
réducteur des produits synthétisés et de leur effet antiradicalaire, apres avoir présenté
un bref apercu bibliographique sur les radicaux libres et les différents types

d’antioxydants existant dans la nature.

Une conclusion générale récapitulera les différents résultats obtenus et les perspectives de ce

travail de recherche.
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Chapitre 1

I. Rappel bibliographique sur les a-aminoacides carboxyliques

Depuis plus de deux siecles, la chimie organique ne cesse d’évoluer. Elle continue a susciter un
énorme intérét scientifique et a engendrer de nombreux impératifs économiques. De ce fait, les
a-aminoacides hétérocycliques intéressent les chercheurs et les industriels vu leurs large spectre
d’action. La progression des recherches dans ce domaine a connu un grand essor et les études
chimiques et biologiques de ces substances ont permis une meilleure approche de la relation

entre la structure et I’activité biologique.

Dans ce chapitre, nous présentons une multitude de méthodes permettant 1’accés a
différents types d’a-aminoacides hétérocycliques et non hétérocycliques, en incluant les
travaux de la littérature sur les a,0-diaminoesters et les a,a-diamino-diesters carboxyliques. La
synthese d’a,a-diamino-diesters carboxyliques reste trés limitée au niveau de la bibliographie,

c’est ce qui justifie notre motivation d’orienter nos travaux vers cet axe de recherche.

Parmi les premiers travaux réalisés dans ce domaine, nous citons ceux décrits par Steglich
et al. [1], qui ont synthétis€¢ des a-aminoacides pyrazoliques. La méthode est basée sur la
bromation en a de I’ester éthylique de la glycine, puis déshydrobromation pour obtenir I’imine,
sur laquelle est ajoutée de I’acétylacétone en milieu basique suivie de I’hydrolyse. L action des
dérivés de I’hydrazine sur I’intermédiaire acétylé conduit a la formation de nouveaux

aminoesters N-protégés avec d’excellents rendements (Schéma 1).

Br
NBS NET
Bz-HN-">CO,Et Bz-HN)\COZEt 3 Bz-N“">CO,Et
1) (H;CCO),CH,
R=H; Ph 2) H,0
R
Nl_N O O
H,C~ 7 “CH
3 OFt R-NH-NH, H,C g::
Bz-HN ETOH, A Bz-HN

Schéma 1

Hirth et al. [2] ont rapporté une méthode de synthése des dérivés de I’histidine. Il s’agit de
I’ester méthylique de la N-tertiobutyloxycarbonyl-2-diazo-L-histidine. Le schéma ci-dessous

illustre les étapes de cette synthese.
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Boc-HN Boc-HN
- N
MeO, ) N MeO,
\ / \_N=N_Ar
v .
H,/PtO,
Boc-HN Boc-HN
2/2» TsCI
- N
MeO, ) N ~ MeO,
Y NH / \_NH
o NH: H)— 2
Ts
NaNO,/H,0+
Boc-HN Boc-HN

H,0+
Meozg/i/»’;‘ @ = = Meozg/zr ’;‘)_%
N )_Nz N 2
i C)

Boc-HN

Meozg/zzg:
N N,
N

En 2001, I’équipe de recherche de Kapadia [3] s’est intéressée a une méthodologie basée sur

Schéma 2

les oxazolidinones comme précurseurs dans la synthése stéréosélective de nouveaux o-
aminoacides. L'alkylation de la cis-oxazolidinone 1 se fait du c6té opposé du cycle phényle
[4,5] en utilisant le Hexaméthyldisilasane de potassium (KHMDS) comme base pour obtenir le

composé 2 avec un bon rendement dont 1’hydrolyse donne 1'acide aminé correspondant 3.

phe,, O.__0 phe,, O._0 CO,H
gf KHMDS i 2
_ > --IIICH3 ——>> H2N "IIICH3
Z CH; RBr Z

1 2 > 95% 3

R = 4-BrCgH,CH, 3C H,CH, trans-CH. o cHc=CH ent-1

10
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Schéma 3

Cet aminoacide a été également synthétisé par Mzengeza et son équipe de recherche [6] en
utilisant les énolates de lithium dérivés d'imidazolidinones comme intermédiaires extrémement
utiles dans la synthése des a-alkyls a-aminoacides. De ce fait, les cis-imidazolidinones 22 ont
¢té¢ transformés en anhydride d'acide o-méthyl aminoacides correspondantssous 1’action
de diisopropylamidure de lithium (LDA) comme base et I'hydrolyse subséquente dans les

conditions appropriées a conduit a I'acide aminé énantiomériquement pur.

CH,
|
N
o H
I”“Ef 1) LDA mni C02
, -|| _— H2N4&:IIIR

B/ ‘R 2)CHj H,

22 23 24

R = Bn, N-Boc-3-indolylméthyle

Schéma 4

Une stratégie similaire a été rapportée par le groupe de Pajouhesh [7] pour la synthese de
l'isomere (2S,3S,4S) de la 2-méthyl-2-(carboxycyclopropyl) glycine 5. Cette méthode est basée
sur I’alkylation de 1’oxazolidinone 1 par le 3-bromopropénoate de méthyle (E), ce qui conduit
a l’adduit insaturé 2 (Schéma5) avec une stéréosélectivité totale. Ce dernier subit une
cyclopropanation pour conduire au seul isomeére 3. Leur hydrolyse suivie d’une déprotection

conduit a I’acide aminé § énantiopure.

KHMDS( 0.5 M i
Cbz’ \T Do M \/COZCH?,
1 2 CHyN,
Pd(OAc),
CO,CH; CO,CH,
HBr/ AcOH LiOH/ H,0 (o)
HO,C_ . ~ " HOC_ - Ph\n o
= s <
5 Cbz O,CH,
4 3
Schéma 5

L’équipe de Alezra [8] a réussi a synthétiser des acides a-méthyl-B-hydroxy par aldolisation
hautement diastéréo- et énantiosélective. L’aldolisation de ces composés avec les aldéhydes

aromatiques montrent une bonne réactivité et conduit aux acides aminés correspondants avec

11
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un excellent exces énantiomérique (allant jusqu’a 99% apres recristallisation). Cependant les

aldéhydes aliphatiques ne montrent aucune réactivité.

o -
1) KHMDS 3
C _THF,78°C O N/(o HCI (6N) AcOH OH coH
\,<0 “2)AcHO \ 125°C, 24h AF/S( g
R R’ “NH,
H
o> 99% Ar=Ph ee=95%
A= mBrC,y, €07 9% o merc ,  RAEHZ
- = = 6''4 o,
Ar= 0B~ Clyy! €e=95% Are 0B Cy! Relt=100%

Schéma 6

L’équipe de recherche de Jorgensen [9] a développé la synthése d’aminoacides fonctionnnels

par 2 voies organocatalytiques énantiosélectives distinctes a partir d'azlactone A. La premicre

voie de synthese est basée sur I’addition-1,4 a des énals catalysée par le prolinol O-silylé B pour

aboutir aux aldéhydes C avec d'excellentes énantiosélectivités. Ces derniers fournissent apres

oléfination et hydrolyse acide les aminoacides tels que D (Schéma 7). La deuxi¢me voie est

basée sur 1’addition-1,4 a des nitrooléfines catalysée par le composé E pour conduire a la

nitroalkyl azlactone F avec une excellente diastéréosélectivité. L hydrolyse acide de ce dernier

permet d’accéder rapidement a I’aminoacide G.

2éme voie
R4
tBu N (o]
\S%Ph 5mol% )\_
Toluéne- 24°C R3
o NO; A
ee=83% Ph
R, i-Pr, Me
R.= Ph,CHPh
2 2
TMSCI, MeOH
S CF;
X= —NJJ\N
NHCOtBu H H
MeO
h
G
Schéma 7

1ére voie

Ar
Lo
N ™S
Hp
10mol%

Toluéne T.amb

Ry X0

ee=90-96%

R3= Et, n-Pr, Hexyl
R1= Bn
R2= Et

Et//
B Zco,Me

PhOCHN” ~CO,H

D
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Ikeda et al.[10] ont montré que l'alkylation pallado-catalysée de N-diphénylméthyléne
alaninates de méthyle ou d’éthyle 1 avec le (R)-2-acétoxy-4-phényl-but-3-éne en utilisant le
Tris (dibenzylideneacetone) dipalladium [Pdz(dba)s] et le Hexaméthyldisilazoture de
sodium (NaHMDS), ce qui conduit a I’aminoacide 2 avec une haute régio-et
diastéréosélectivité. Ce dernier peut étre transformé apres plusieurs étapes en acide (2S,3S)-3-

méthyl aspartique 3 via une coupure oxydante de l'insaturation.

OAc
H3CJ\/\ Ph CH, R= CH EH?’
Ph,C-N_ _CO,R - Ph2C=NN\Ph 3 HN_ A~ co,H
1 H3 sz(dba)le H3C\\\ COZH 7 étapes H3C\\\ COZH
NaHMDS 2 3
R= Me, Et Et20, -10°C Rdt= 60% Rdt=49%

PPh,

- X
CO,H

L’équipe de Kozlowski [11] a décrit récemment la synthése asymétrique d’aminoacides o -

Schéma 8

allyl- a-aryl par la réaction tandem N-alkylation/-allylation. L’addition de Grignard sur I’a-
aminoester a génere un énolate qui peut étre transformé en dérivé d’acide aminé a-allylé a-
arylé b apres une allylation catalysée par le palladium. La cyclisation de ce dernier par la
réaction de métatheése croisée en présence du catalyseur ruthénié ¢ fournit un homologue de

proline d avec un excellent rendement.
Mes _ ( } _Mes

70

o~ RMgB
_PMP -78°C jqua T.amb. R PMP c/&
NI THF, 45 min . @_pmp
ph)\g/o'v'e 2) PdIL* ~CO,Me
= X Ph
a Ph__~~_ OAc R W d
Totuéne, 90°C
20h Rdt= 95%
P Rdt: 87%, ee: 88%
MgBr Rdt: 82%, ee: 90%
. 0, . 0,
RMgBr: " MgBr Rdt: 85%, ee: 86% PMP: p-Methoxyphényle
X" MgBr

Schéma 9
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Brigaud et al. [12] ont décrit la réaction de Strecker appliquée a l'imine issue du (R)
phénylglycinol et du trifluorocétoacétate d’éthyle en présence de cyanure de triméthylsilyle
(TMSCN), conduisant a I'aminonitrile A (mélange de diastéréoisomeres inséparable) avec une
faible diastéréosélectivité. Leur transformation en morpholinone B permet la séparation des
diastéréoisoméres pour conduire apres hydrolyse acide aux acides (R) et (S)-a- trifluorométhyl

aspartiques C sous forme de chlorhydrate énantiomériquement pur.

COzEt
F,.C_ O . . OH
3 1) (R)-phénylglycinol [ ® O
AcOH, CHCI;’ A NH. CIH
CO,E 3 Ph" “NH Facj; j HCI conc. Fsc\]\ 3
B on e
BF3’ 2Cl, EtO, C/ Rdt= 33% O,Et
+ HCI. conc. + Rdt = 83% (S)
AcOEt,A
OH
H
[ Eto,c % _N_Ph NH, G
Phv NH \i j HCI conc. F3C/, 3
Rdt global = 77% ! —a n,
FSC\\\\tCN (o) (o) K\COZH
CO,Et O,Et
Rdt = 86% (R)
A B C (S)ou (R)
Schéma 10

Récemment, Chida et al. [13] ont décrit la synthése d'aminoacide énantiopur 2 comportant 2
chaines fonctionnelles, par réarrangement d'Overman stéréospécifique de trichloroacémidates

allyliques 1.

cCl, ccl,
PMBO PN
PMB
\/j\f"‘“ t-BuPh, 140°C O~ HNTO
MeO,C N tube scellé MeOZCA/\
Rdt = 84%
1 2
Schéma 11

L’équipe de Wang [14] a rapporté une syntheése énantiosélective des dérivés d’a-aminoacides
A3 et A4 par désymétrisation biocatalytique mettant en jeu I'enzyme Rhodococcus AJ270.
L’amidase de a-malonamide A1 (dérivé de 'a-aminomalonate diéthyle et de bromure allylique)
conduit rapidement et avec une haute énantiosélectivté au monoacide A2. La déprotection de
A2 par le diazométhane conduit a I'(-)-a -allyle sérine A3 aprés réduction sélective puis
hydrolyse. Cependant la déprotection de I’amine par le bromure de benzyle conduit aux

analogues amides de sérine A4 apres une réduction sélective.

14
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1)CH,N, O\\
~\ NH,
2) NaBH,’ HO c OH
R R LiCl 2
NH2 Rhodococcus AJ270 NH2 R= vinyle. 3) NaOH A3 Rdt= 99%
HZNOC CONHZ tampon, phosphate H2N0C COZH
pH=7, 30°C
A A2 o
Rdt= 87- 98% 1) BnBr, KOs =\ En
R=CH,=CH: (E)- MeCH=CH 2) NaBHy 1 OH
CH.= EMe, CH =CHCH H,NO,C
2 2 2
A4 Rdt= 99%
1)CH,N, 0\\
2) NaBH’ HO C” OH
R R LiCl 2
&NHZ Rhodococcus AJ270 NH, R= vinyle| 3) NaOH A125  Rat= 99%
HzNOC CONHZ tampon, phosphate H2N0C COZH
pH=7, 30°C
A123 A124 o
Rdt= 87- 98% 1) BnBr, K,COs =\ NHBn
=CH,=CH, (E)- MeCH=CH 2) NaBH,’ i,
R=CH ( ) e ) 4 HzNozc/k/OH

CH,= CMe, CH =CHCH,
A126  Rdt=99%

Schéma 12

Nguyen et al. [15] ont exploré a une nouvelle voie de synthése de nouveaux aminoesters a partir
des isoxazolidines a, obtenue via la cycloaddition dipolaire-1,3 diastéréosélective entre une
cétonitrone de l'acide aspartique et un éther vinylique. L’ouverture directe de la liaison N-O de
cet adduit par les méthodes de la littérature n'a donné aucun résultat. En revanche, il a ét¢ montré

la possibilité de réaliser la débenzylation de la position azotée sans ouverture du cycle.

CO,Me CO,Me
Meozcj) MeO,C
® rJ . l [3+2] [Pd/C]
Bn/ \06 Ot-Bu A Bn/ \o OtBu HCOZH
a b
Schéma 13

Le dérivé d’isoxazolidine b décrit précédemment par 1’équipe de Nguyen et al [15] a subi une
N-acylation par I’anhydride acétique ou trifluoroacétique, et le traitement de ces isoxazolidines
N-acylées par des réducteurs, a conduit aux différents dérivés d'amino-diesters par deux chaines
aspartiques différenciées. Ainsi, I’isoxazolidine ¢ N-acétylée a été convertie en amido-aldéhyde
d apres traitement par un exceés de l'iodure de samarium Smlz. De fagon inattendue, un
traitement similaire par Sml> de I’isoxazolidine e N-trifluoroacétylée a conduit non pas a

I'aldéhyde, mais a l'ester correspondant f.
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MeO,C CO,Me
AcH HO
d
MeO,C CO,Me
AcH Ozt-Bu
o f
Schéma 14

La synthése d’a-aminoesters a-quaternaires cycliques (6-9) a été rapportée par Motei et al. [16]
a partir d’oxydes d’arylnitrile ou d’oxyde de pyridylnitrile, générés in situ a partir d’aryloximes
(2-4) ou de pyridyloximes (5) et de I’ester méthylique de N-Boc déhydroalanine 1 via la réaction
de 1,3-cycloaddition dipolaire. Ces o-aminoesters isoxazoliniques (6-9) sont obtenus avec
d’excellents rendements.

BocHN  CO,CH,; + R—N_-OH

-CIC

-NO
1 R=p = “¢Hy'p

-CH L
2CeHy' p ™ 30CgH, 4-PYridyl

2-5
NaOCI / CHCI,

BocHN__CO,CH,
(o)

—N
R
6-9

Schéma 15

De nouveaux composés dérivés de 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl-carbamate ont été
préparés par Naffa et al. [17]. L'analyse de dix-neuf aminoacides trouvés dans le collagéne a
€té optimisée en utilisant le 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl-carbamate comme réactif
de dérivatisation, les résultats ont montré qu’ils ont des applications intéressantes contre le VIH-

1 et le VIH-2 dans des cellules MT-4 avec un index thérapeutique (IS) trés élevé.
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H H R
N N N NH,
o9 ¥
R
HN > N OOH
0/&0 l/
+

H

—N h
\ O COOH o
N)J\N)\/YNJ\N
H H H
Schéma 16

Ashwood et al. [18] ont rapporté a leur tour une autre stratégie de synthése d’un acide aminé
N- benzyloxycarbonyle o,a-dialkyle. La méthode est basée sur 1’alkylation diastéréosélective,
en utilisant un tétrahydropyrroloindole en tant qu'intermédiaire et I’hexaméthyldisilazane de
lithium (LIHMDS) comme base et dans le N,N’-Diméthylpropyléneurea (DMPU). Les
tétrahydropyrroloindoles alkylés ont été facilement convertis en acides aminés correspondants
par traitement avec 1’acide trifluoroacétique ou sulfurique pour récupérer le noyau indole puis
avec tétrakis (triphénylphosphine) palladium pour éliminer le groupe protecteur allyle de la

partie acide carboxylique.

1) LIHMDS/DMPU
2) RX -

TFA ou Pd(PPh;),
_— D EE—
H,SO,
R = Et, Pr, iBu, CH;0CH, (CH;),NCH,
Schéma 17

Olma et al. [19] ont présenté une étude, qui a pour but de synthétiser différents dérivés de N-
Boc-a-alkyl-B-(amino)alanines par une cyclisation des N-Boc-a-alkylsérines en B-lactones

correspondantes dans les conditions de réaction de Mitsunobu. L’ouverture du cycle s’effectue
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en introduisant différentes amines hétérocycliques (pyrrolidine, pipéridine, morpholine et
thiomorpholine).

R
BocHN=—=CO,H
R R 1 ~oH R R
HNe<CO,H L BocHN~<CO,H BocHN~——<CO,H H,;N—=<CO,H

/Ill

kS D0 0 ;)

R
H,Ne—=CO,H < BocHN==CO,H

A

R
BocHN—=CO,H — > H,N=<COH

Y 43 S i

, CH(CH b), CH ,CH d
R=CH, (8), CH( 3)3 (b) 2CH(CH3), (©) 2CGH5( )

Schéma 18

En 2016, Roviello et al. [20] ont préparé la triazolyl-thione L-alanine substitu¢ par le

fructosylthiophényle (dénommé Fru-1-TTA). Ce nouveau dérivé de fructosyle a été obtenu en

utilisant la réaction d'Amadori (schéma 19) par analogie avec d'autres fructosylaminoacides
naturels.
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DT
H (o) s \N’N
o) H OH S -H 0, H+ HJ\
HO HotH + [\ (7 2 H__NH> “COOH
HO H “OH H s” \.N h
H
H

8: N~ ]\ H—|_OH
LOH H,N~ ~COOH HO——H
H—|-OH
—|OH
CH,OH, 65°C CH,0H
Na,SO,, CH coon e

S S

N/
S cyclisation HJ\ Hl
[’\>—<\ \f H N COOH H N COOH

Z/

S N-
H I
(o] squilibre tautome OH
OH N COOH HO H equilibre tautomere HO H
(o] OH H OH H OH
H H OH H OH
H,OH H,OH
Schéma 19

D'autres fructosylaminoacides naturels ont ét¢ synthétisés par la méme stratégie dans 1’objectif
d’effectuer une étude comparative de leurs propriétés biologiques avec celle de leurs

homologues naturels [20] (schéma 20).
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ZT

P

H,N ]\COOH

thiophényl-substituté
triazolyl-thione L-alanine

| |

FruHis

H,N~ “~COOH

L-histidine

Fru-L-TTA

Schéma 20

H,N~ “~COOH

L-phenylalanine

!

FruPhe

Ghalehshahi et al. [21] ont présenté aussi une approche trés efficace pour la synthése des acides

aminés N-coumaryliques. La stratégie adoptée se base sur l'addition nucléophile d'esters

méthyliques d'acides aminés a la 4-tosylcoumarine afin d’aboutir a une série de 4-N-a-coumaryl

aminoacides avec de bons rendements (schéma 21).

OTs
X
oo HCI ase

solvent, 80°C

HO

NH /'\B/OMe NH OMe
CL
o~ ~0

919
93% %
MeO (0]
XX AN
00 ©\)olo
88%
86%
Schéma 21

NH OMe NH OMe
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De méme, en 2018, M. Ferreira et al. [22] ont mis au point une méthode de synthése d’une
nouvelle famille de thinylbenzoxazol-5-yl-L-alanines. Ces dérivés d’alanines hétérocycliques

3a-f, ont été évalués pour leurs propriétés environnementales et analytiques (schéma 22).

Het
NH, N;%
OH
Het-CHO  + 1. EtOH, reflux
1a-f 2. LTA, DMSO, ta
Boc-NH~ ~CO,Me Boc-NH” ~CO,Me 3a-f
/A
a Het s
CO,Me
b Het = /S\ NH-Boc
OMe
/A
c Het S
OEt
3f
_ )\
d Het= s z )
e Het= _@_@ co,Me
S Boc-N
/\
f Het= s 74 )
CHO

Schéma 22

Lamaty et ses collégues [23] ont également rapporté une synthése asymétrique d’un dérivé
d'aminoester avec un rendement de 96% et une énantioséléctivité de 51%. La réaction

d’alkylation s’est déroulée dans des conditions basiques en présence d’un catalyseur.
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Ph CS,CO4(56qui Ph
I}:NH + HCL,H,N-"CO,'Bu 2-73(5equiv.) I-):N/\COZtBu
mixeur
P P
3h, 30Hz 1
Cat= 9-anthracenyl
- Ph
KOH( 2équiv.)
Cat.(10mol%) Ph /[
1 * PhCH,Br - =N-">CO0,Bu
mixeur P
1h, 20Hz
Schéma 23

L’équipe de Sansano [24] a utilisé la pyrazinone dérivée de l'alanine pour la synthése
asymétrique d'a-aminoacides disubstitués par addition de Michael sur différents acrylates
d'alkyle. La réaction se déroule en présence du 1,8-diazabicyclo [5.4.0] undéc-7-¢ne (DBU)
comme base ou en présence d’un catalyseur de transfert de phase comme le TBAB a
température ambiante pour conduire apres hydrolyse acide a l'acide a-méthyl glutamique A10

avec une excellente énantiosélectivité.

CHZ—\'"\JUZMe

Rdt=62%

K,COy =>AF de=97:3

CH,Cl 19"
?oc Boc
N O \

N _© 6M HCI, 150°C HO,C CO.H
~ ‘\“\\/Y _— SN 2
Ph N CH; Ph- XN Oxyde de propyléne H,N CH,
H; EtOH
CH,=CHCO y Rdt=49% Rdt=91%
DBZU 24h t2 de=95:5 ee ~97%
3 ,La
Y= Me, Et
Schéma 24

Singh et al. [25] ont décrit la synthése asymétrique de la (R)-N-Fmoc-S-Trityl-méthyl cystéine
A17 avec une haute énantiosélectivité (>95%). Cette syntheése est basée sur une alkylation
diastéréocontrolée de la thioxazoline Al4. Le traitement par le n-butyllithium dans

I'hexaméthylphosphoramide (HMPA) conduit a la formation d’énolate chélaté.
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n-BuLi/THF

H S > Me —S
s.N r\(>\Ph HMPA, Mel N >—ph
O// /S "(
\b o~ \b
A14 A15
1) 6N, HCI, 2) Trt-OH, BF3'OEt2
8h, reflux 80°C, 30min
S-Trt Fmoc-OSu S-Trt
% Me b LM
~ Na,CO, ~ e
H02C/< NH-Fmoc Rdt= 96% Hozc/<NH2
A17
A16
Schéma 25

Fang et al. [26] ont décrit une méthode de synthése d’a-aminoesters en présence catalytique de

IH

sels de nickel"” et de picolinaldéhyde. Cette méthode a 1'avantage de pouvoir s'appliquer a de

nombreux aminoacides naturels sous une forme libre ou protégée. L'utilisation de ligands
diphosphines chiraux permet de réaliser l'allylation pour accéder a I’aminoester 2 avec une

énantiosélectivité dépassant 90%.

|
(10 mol %) picolinaldéhyde
)N\Ham [Pd(C3Hs)Cl)2 (2,5 mol%) Bn..| NH
B~ “cOMe # ~~_OAC (5mol%)L, (10 mol %) Niacac); o M;
1 (100 mol %) KOAg, (2,5 mol%) NH;OAc 2
- (300 mol%) H.0, DCE, Rdt= 96%
24°C,16h ge= 91%

N

L:
Ph, NH HN Ph,

Schéma 26

Ma et Ding [27] ont démontré que 1'oxazinone 1(dérivée de produits de la réaction de Strecker
du phénylglycinol avec un aldéhyde en présence de cyanure de triméthylsilyle) peut étre utilisée
comme substrat pour 1’aldolisation diastéréosélective (rapport diastéréoisomérique compris

entre 8:1 et 10:1) afin d'accéder a I’aminoacide disubstitués 3 avec un bon rendement global.
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Ph Bn \|\c/)|-bn
| |

HZN/\/OH Me. N_ Ph s
" NaHMDS, DME AT
RCHO —————> _ NaHMDS, DME !
TMSCN (o) o -78°C, 1h o o
R=CHy 1 n-PrCHO 2
CO,H
1) 6N HCI, reflux HN, 002
= , HCI
2) Pd/C, H, H
3 Rdt= 80%
Schéma 27

Vu l'intérét que portent les aminoacides triazoliques, plusieurs structures de recherche a
I’échelle internationale ont essayé¢ différentes approches de synthése. Nous rapportons ici celles
se basant sur la condensation desl,2,4-triazolessur les aminoacides en vue de synthétiser des

composés ayant des applications dans le domaine biologique.

La B-(1,2,4-triazol-1-yl)-L-alanine est connue comme métabolite important du fongicide
myclobutanil [28-30] et la B-(3-amino-1,2,4-triazol-1-yl)-L-alanine est un métabolite de
I'herbicide 3-amino-1,2,4-triazole [31].

Hawkins et al. [32] ont préparé par voie enzymatique la synthése def3-(1,2,4-triazol-1-yl)alanine

a partir de la O-acétyl-L-sérine et le 1,2,4-triazole (schéma 28).

H
N i H
AcO/\|/COOH . KI ‘N Cysteine /N\N/\/COO
NH, "/ Synthase <N/J NH,

Schéma 28

De méme, Esikov et al.[33] ont synthétisé des dérivés d’acides aminés tétrazoliques, par action
de I’azoture de tétrachlorosilane sur des esters méthyliques de la N-acétyl-phénylalanine Ia et

de la N-acétyl-leucine Ib. Les produits Ila, IIb sont obtenues avec de bons rendements.
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R

£ NaN, SiCl,
AcHN-">CO,Me

—_—

la, Ib

R= Ph (a), i-Pr (b)

Schéma 29

Me
N=N

1) NaOH
2) HCI

R

Sl
)\N COOH
N7 D

=N
N lla, lib

Au sein de notre laboratoire de chimie organique, Elhajji [34,35] s’est basé sur la réaction de

cycloaddition dipolaire-1,3, qui constitue 1’étape clé de la synthése d’aminoacides triazoliques.

L’utilisation de 1’oxazoline comme produit de départ permet la synthése d’aminoalcools, qui

par simple oxydation conduit aux aminoaldéhydes et aux aminoacides correspondants avec

d’excellents rendements (schéma 30).

Ph

g;N R 1) TsClI
\)<CH20H

2) NaN,

R=H, CH3

Ph
_NR R

8 "

\N;N

Schéma 30

Ph

gt
\)<CH2N3

R,—C=C-R,

Ph
_N R Ry

8

\N;N

HCI 6M

HCI,NH, N\N

HO_CHszHZ.N
—
Q)\Rz
1
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La méme stratégie de synthese a été approuvé récemment par Boukhssas [36] pour synthétiser
le 1-((4-méthyl-2-phényl-4,5-dihydrooxasol-4-yl)méthyl)-1H-1,2,3-triazole-4,5-dicarboxyl-
ate de diéthyle. La réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire du 4-(azidométhyl)-4-méthyl-2-
phényl-4,5-dihydrooxazole avec le but-2-ynedioate de dié¢thyle en absence du solvant permet

d’aboutir au drivé triazolique avec un bon rendement.

Ph Ph

—N CH, C,H.0,C_—_CO,C.H Q:N CH,N=N
&Ns e N XN {cozcsz

12h; ta 0,C,H:

Schéma 31

Une voie similaire a été mise au point par Boukallaba [37] a partir de ’analogue phosphonique
de la glycine dont I’étape clé est la substitution nucléophile du groupement azide par le 1,2,4-
triazole, pour conduire a I’a-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-a-aminométhyl- phosphonate de diéthyle

avec un bon rendement.

o
o BzHN_ P(OEt),
h

, BzCI, CH
H,N_ P(OEt), _ NNEYs "~ 2Ch
~ 2) Br,

*N
3) NaN, %J/

4) 1,2,4-triazole, DIPEA

otHrND S N

Bz = Benzoyl

Schéma 32

En 2011, Aouine [38] a proposé une approche simple de syntheése de la N-tert-
butyloxycarbonyle-2-méthyl-3-(1H-1,2,4-triazole-1-yl) alanine (schéma 33) en quatre étapes
avec un rendement global de 68%. Cette synthése a pour étape clé la substitution du groupe O-

tosyle de I’oxazoline par le 1H-1,2,4-triazole.
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Ph K,COy 'BAS, LNIF Ph HCI (6N)

_N CH, . _N CH, ~  HCINH,
Dﬂ) 1H-1,2,4-triazole, 120°C m A ’ ‘?ﬂ
3
Ts

N N\\:‘I\l

N

OH

Boc,0, Et;N
eau/dioxane

KMNO4lNaOH
c% %E
Hs H, H3 H,C H3 Hy
N
K

N\\/\Ih
Schéma 33

La condensation du 1,2,4-triazole sur des esters de la déhydroalanine a permis a Ferreira et al.
[39-41] de préparer des o, B-diaminoesters du type 2-amino-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)-
propanoate de méthyle N, N-protégés, dérivés de la B-(1,2,4-triazol-1-yl)-alanine (schéma 34).

P O

PO 1,2,4-triazole | K BocN
BocN ,2,4-triazole / K,CO, OMe
OMe >
CH,CN
Hz //\N
NN
\=

P=Boc; Ts

Schéma 34

Les mémes auteurs ont également décrit la synthése du 2-(N-(tert-butoxycarbonyl)benzamido)
-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl) butanoate de méthyle par la réaction d’addition de Michael du 1,2,4-
triazole sur le (E)-2-(N-(tert-butoxycarbonyl)benzamido)but-2-énoate de méthyle [40] (schéma
35).

Bz O Bz O
y 4 . |
BocN 1,2,4-triazole / K,CO; BocN OMe
OMe CH,CN >
ICH i N7 N7 TCHs
!
: =N

Schéma 35
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Bentama et al. [42], ont réalisé une réaction de cycloaddition 1,3-dipolaire entre le galactosyl-
a-azidoglycinate de méthyle, et différents alcynes pour conduire a un mélange d’aminoesters

triazoliques 1,4 et 1,5-disubstitué.

u  COCH, u  COCH, 4 COCH,
N N N R
0 \< 0 \<N 0 \<N
0 3 _ 0 0
0 — > 0 S + 0 S

A

= N X

, (CH
R= (CH2)9CH3 2)5CH3
Schéma 36

Une nouvelle série d’aminoesters triazoliques contenant le cycle 1,4-benzothiazin-3-one a été
synthétisée par Ellouz et al., en 2018[43], a partir des réactions de cycloaddition 1,3-dipolaire
d'azide a-D-galactopyranoside A, et a-azidoglycinate de méthyle-N-benzoylé B avec les
composes 1-3.

S S.x

ﬂo Nio N-So
2 U R
» X ol ol

- (0] (0]
Ethanol/A \l_(@ %
A< X= CH2(19%) A<

X=CHy(63%)

X= CCHC¢H5(65%) X= CCHCgH5(20%)
S.x X= CHC4~H,CI(61%) X= CHCgH,CI(17%)
CLh
N
s

1: X=CH, lo) 0C2H5

~X
2: X= CCHCgH; +
3: X= CHC4H,CI O N; ngo Ph)J\N)\g/oczHi‘
H

Ethanol/A X= CHy(79%)
X= CCHC¢H5(81%)
X= CHC¢H,CI(77%)

Schéma 37
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II. Rappel bibliographique sur les dérivés diamino-esters carboxyliques

La synthése de dérivés diaminoesters carboxyiques a suscité ¢galement 1’intérét des chercheurs.
Nous rapportons dans cette section quelques travaux de recherches correspondants.

Chuang et al. [44], ont préparé de nouveaux dérivés d’a,B-diaminoester a partir d’un ion
aziridinium. La stratégie utilisée est basée sur la substitution nucléophile de I’ion aziridinium

par différentes amines. Le schéma ci-aprés résume les différentes étapes de cette synthése.

o

[ ] cr °
(o] o a N— o b @
OEt OEt |
H CO,Et
)
NH,

H H
N N
NuH: ~">">NH, )\ ; Q ; [N] ; ©
MsCl, Et

; b’ N, CH,Cl,’ 0°C,3h; ¢ NuH(1,2équi), K2

Om

1 Q
(@]

{
-
{

a- morpholine, EtOH,reflux,12h coy’ CH3CN,60°C,12h
Schéma 38

Une réaction catalytique et énantiosélective des bases de Schiff glycinate avec des aryl imines

conduisant a des a, B-diaminoesters protégés, a été réalisée par Hernandez-Toribio et al. [45].

Le succes de cette réaction réside dans l'utilisation de(R)-2-(tert-Butylthio)-1-

(diphénylphosphino)ferrocene,(R)-FeSulPhos en tant que catalyseur.
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-L*(5mol%)
0 co,Me cu' NHSO.(s.
o O ( N 2(8-Q)

SBu’
g O + N Et;N (10mol%) - CO,Me g

N ~ R/w [ Fe Pph2
b b Neen,/EOF _Ph D
R H

L*: Fesulphos
R= aryl, héteroaryl

Schéma 39

Une nouvelle voie de synthése a été développée par Viso et al. [46] qui consiste a préparer des
N-sulfinyldiamino esters énantiomériquement purs a partir de différents précurseurs tels que
les sulfinimines et les iminoesters lithiés comme schématisé ci-apres (schéma 40). Le probléme
de cette synthése est que le produit désiré F ne peut pas étre obtenu en raison du clivage de la

molécule D au cours de 1'hydrolyse, ce qui donne le diamino-alcool E au lieu du diamino-ester.

Ar
? Ar

1
_|
o
\
7
/
-
+
>
Q
m |llo

p-ToI/:\NH LI(

R —
- 14§\70Li )—i&
A Me R O,Me

B N C -
b
o
H c (E) Ar
- - <
p T S\NH CH,OH p'TOI/S\N)\NH
dlwm —~R,
nNH CO,Me
E D
|
o !
pToLS.NH co,Me
R,
R H,
F

(a) BF3 Et20, 78 °C, THF. (b) CHCly 24 ours, ta (60-93%).(c) LAIH . Bt 5 g oc 4 1.4, 2.7 h (65-85%).

Schéma 40
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Pour éviter la fragmentation indésirable trouvée auparavant, Viso et al. [46] ont traité

lI'imidazolidineavec du H3POs4 aqueux (0,5 M) dans du THF, pour obtenir le N-

sulfinyldiaminoester avec un bon rendement.

°

-Tol ¢ P H,PO,/ THF Tol ¢

pTOLSNAN- 34 . pToLSNH co,Me
~Ry R)—_AWR"
CO,Me H,

Ar=Ph

Schéma 41

La méme équipe de recherche [46] a synthétisé le 2-piperidinyl glycinate de méthyle a partir de
la N-benzyloxycarbonyl-N-sulfinyldiamino ester. La méthode approuvée ici consiste a enlever

le sulfinamide par traitement du composé 1 avec H3PO4 aqueux dans le méthanol suivi d’une
cyclisation (schéma 42).

o
Tol :S H CO.Me
-To N
p ~ 7 "NH NHP H,PO,/ MeOH N NHCbz
TsO/(/%;% “CO,Me ta B
1 2
Schéma 42

En 2014, Xie et al. [47] ont rapporté une méthode pratique et simple pour la synthése de dérivés

d’a,B-diaminoesters B-trifluorométhyle avec d’excellents rendements et une diastérioséleclivité
totale (> 99%).

(o)

(0] O CF; 0O
4 (10mol%) 4 H
%\\“\ \Né\CF:,, + PhI/N\)J\oR CS,CO; - o \H OR
h THF, t.a, 1h - _Ph
h
Schéma 43

Parmi les travaux réalisés dans notre équipe de recherche. On cite ici les travaux suivants :

Bentama et al. [48] ont préparé I’a-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)glycinate de méthyle N-protégé a

partir de la glycine comme matiere premicre. La stratégie adoptée est résumée dans le schéma

ci-dessous.
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o
0 1) MeOH, SOCI, BzHN OMe
BN L on 2) NEgy 227 “Hacl, >
3) Br, g\\IJ/N
4) 1,2,4-triazole, DIEA
Bz = Benzoyl
Schéma 44

En se basant sur la méme procédure décrite précédemment, Mabrouk et al. [49] ont synthétisé
de nouveaux a,a -diaminoesters carboxyliques hétérocycliques. La stratégie est basée sur la N-
alkylation du 3-amino-1,2,4-triazole, du 2-tétrahydrofuran-2-ylméthane-amine et du 2-méthyl
quinolin-4-amine, avec l'a-azidoglycinate de méthyle N-benzoylé. Le dérivé d’azide a été
préparé en utilisant la méthode de Steglich [50] et d'Achamlale [51].

La réaction a été effectuée dans l'acétone anhydre comme solvant a température ambiante

pendant 48 h en présence de la diisopropyléthylamine (DIPEA) comme base.

0 o
@&_Nlj( CO,CH, NuH R @&_NH CO,CH,

DIEPA/ Acetone/ 48h

NH, NH,
NH, H,C
NuH = N)? ; Oé ; | X
\ >
\L_NH N” “CH,
Schéma 45

Mabrouk et al. [52] ont étendu cette réaction de N-alkylation a d’autres types d’amines non

hétérocycliques (Schéma 46).
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I11.

QWP YRP
' NuH / t. N
C/N\HJ\OR e - c- \HJ\OR

6 N Diisopropyléthylamine 6 Nu
3 Acetone/ 48h

NH, NH, NH, NH,
NuH = CH, @/OCH:,, NO, ; F
|
NH,

Schéma 46

Rappel bibliographique sur les dérivés diamino-diesters carboxyliques

En ce qui concerne la synthése des dérivés diamino-diesters carboxyliques, la bibliographie

rapporte peu de travaux de recherche concernant ce type de composés.

Hieblet al. [53] ont décrit une synthése énantioselective des prochiraux diaminodiesters. Ces

derniers sont préparés a partir de dérivés dialdéhydes et de phosphonoglycines protégées

comme il est présenté dans le schéma donné ci-apres :
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o o
X —O.
o—"~=0 t+ _o %o/ R
"
A
o R= OBn, 76%
H H » A R= OtBn, 60%
R= CH 78%
o R= OBn, 72%
H H o+ A . R= OtBn, 65%
R= CHy 73%
o o
R= OBn, 78%
H)J\/\/”\H + A -
P (CHZ)"‘% . A ?;N_ (CH2)10 _N R= CH’ 51%
o 0
R O o R
o o bJ<N J\;d R= OBn, 40%
m + A . —O0 N-H HN 0— R=CHy80%
aSvia
o
H
0 R
+ A . _Ob R= OBn, 55%
c?ﬁ H
O H

Schéma 47

Les diaminodiesters synthétisés auparavant ont subi une hydrogénation sous 1’action d’un

catalyseur chiral [53].
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Catalyseur chirale

Q}NH_ (CH2)n _HNJQQ )L (CH2)n J&
pgtra e

Schéma 48

En 2000, Paradisi et al. [54] ont dirigé leurs travaux vers la synthése des analogues d’a,a-
diamino-diacids carboxyliques énantiomériquement purs. La méthode suivie est basée sur
I’alkylation de [’énolate chirale avec le dérivé dihalogéné approprié. L’acide 2,7-
diaminosuberique (2R,7R)-5 et (25,75)-6¢et (S,S)-ortho-phénylene-bis-alanine 7a été¢ obtenu

avec un bon rendement.

X¢c o NH,
H
N v oocwcm
H2
_ 5% i 5
Ph O l
Hst\N . NH,
3 HoOC
Kg E """ COOH
1 NHz
L 35% _ 6

*

Cc o
N
N
[N
c’= (S)-Phényléthyle . i H,N NH,
HOO OOH
7

(i) 1.1 equiv. de base a -10°C, puis 1 equiv. du dérivé dihalogene, puis 1.1 equiv.de base a -78°C et séparation
par chromatographie ; (ii) reflux 57% HI, puis adsorption sur résine échangeuse d'ions amberlite H-15 et élution
avec5M NH40|-|4

Schéma 49
Une série d'acide ou d'ester de sébacoyle N,N-bis (alkyl-2-thiouréido) carboxylique qui porte
des dérivés d’aminoesters ou d’aminoacides, a été¢ préparée par une réaction séquentielle
monotope utilisant le thiocyanate d'ammonium selon la stratégie de synthése établie par Al-

Masoudi et al. [55]. Les analogues d'iminothiazole dérivés des aminoesters hétérocycliques
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constituent une classe trés importante des composés sélectionnés pour leur activité inhibitrice

de dépistage contre VIH-1 et VIH-2 dans les cellules MT-4 (Schéma 50-51).

% (CH2)s 4( NH,SCN ° (CH2)s o Aminoacides
>
Cl Acétone, reflux sc[\; ;ICS Acétone, reflux
2

1
o '
CO,R! S COZR
% (CH2)s —/ﬁq
2
H 3-12
R R' Aminoacides
3 |(CH2COzH H L-acide aspartique
4 |(CH2)2C0H Me E-8Sidediiamique
g (CE:H;(?HISE Et L-lysin-Et-ester
2)aNH>
; SEZ- -indole A ? %tr%lgﬁane
9 CH2-3-imidazoIe H L-histidine
10 2 -guanidine H L-arginine
1 E:CHHZ)3 H L-alanine
3 H L-lysin
12 |(CH2)aNH, y

Schéma 50

R
N)K (CH2)s )LN pup
5 ou 7 MGZCO, Br2 _ /ﬁq N COZR
Et;N, reflux \g: \)\
O,R’

’ R R' Aminoacids
Me [-valin-Me-ester
13 |(CH(Me)2
14 |CH,SH H L-cysteine
Schéma 51

Au sein de notre laboratoire de chimie organqiue, Mabrouk et al.[56] ont synthétisé 1’acide 2-
[(1-benzamido-2-méthoxy-2-oxoéthyl) amino] benzoique a partir de la réaction de N-alkylation
de I’a-azidoglycinate de méthyle N-benzoylé avec I’acide 2-aminobenzoique. Le dérivé a,o-

diamino-dicarboxyliques est obtenu avec un rendement de 1’ordre de 72%.
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Ho D NBS ou B Ho{
\)J\QCH3 . OCH,4
CCl,/ hV r
NaN,
Acétone
(o)
H
N OCH DIPEA NH, O
3 Acétone & + o)
NH O - ~OH H
t.al 48h \HJ\OCH;’.
OH N,
Schéma 52

Ainsi, d’apres la recherche bibliographique présentée dans ce chapitre concernant, la synthése
de dérivés d’a,a-diaminoesters et d’a,a-diamino-diesters carboxyliques peu de travaux de la
littérature ont été consacrés a ce type de composés, si ce n’est inexistante pour les a,o-diamino-
diesters carboxyliques, chose qui nous a motivé a se focaliser de fagon particuliére sur cette

famille de molécules.

Notre sujet de recherche s’intéresse ainsi a la synthése d’une série d’a,a-diamino-diesters
carboxyliques en se basant sur la réaction de N-alkylation de 1’a-azidoglycinate de méthyle par
des aminoesters carboxyliques hétérocycliques et non hétérocycliques, dans laquelle la
réactivité des amines d’aminoacides carboxyliques vis-a-vis de I’a-azidoglycinate de méthyle

a été étudiée.
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Partiel

Rappel bibliographique sur la réaction de N-alkylation

L’étape principale de notre stratégie de synthése en vue de préparer des o,a-diamino-
diesters carboxyliques hétérocycliques et non hétérocycliques est la réaction de N-alkylation
de différents aminoesters hétérocycliques ou non hétérocycliques par 1’a-azido glycinate de

méthyle N-protégé.

A cet égard, nous avons jugé utile de décrire quelques travaux de la littérature
concernant ce type de réaction avant de présenter nos propres travaux concernant la synthése

d’a,0-diamino-diesters carboxyliques N-protégés dérivés de la glycine.
I. Méthodes de N-alkylation des amines acycliques et cycliques

Dans la littérature, une multitude de méthodes utilisant la N-alkylation ont été rapportés, nous

en décrivons ici quelques-unes.
I.1. N-alkylation des amines acycliques

En 2018, Afanasenko et al. [1] ont présenté une méthode sélective de N-alkylation des amines
par différents alcools aromatiques et aliphatiques. Cette réaction est générée in situ a partir d’un
catalyseur hautement actif a base de Ni et dans le méthoxycyclopentane comme solvant en

présence de L'hydroxyde de potassium (KOH) comme base.

Ni(COD)y(5mol%) O
OH NH, KOH(0,5¢quiv.) N
+ - H
CPME, 140°C, 18h

NH,  Ni(COD)y(3mol%)

R-SOH + ©/ KOH(30mol%) N ©/ R

CPME,140°C,18h

Ni(COD);(3mol%)
NH, 2
+ KOH(30mol%) ~TN
"OH -
R CPME,140°C, 18h R

Schéma 1
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Un nouveau systéme catalytique pour la N-alkylation d'ammoniaque en solution aqueuse avec
divers alcools, a été développé par Fujita et al. En 2018 [2], pour conduire a des amines sans

générer de sous-produits nocifs ou inutiles.

OH NH,
ad. Ru.Cat (2.0 mol%
+ NH ( )
150°C, 20h
1.0 mmol 20mmol
£
Ru—P
aq. P26  Rucatl
+ o, uca
R, R, NH, Ru.Cat ( 4.0 mol%) R R1)\R2
150°C, 40h
1.0 mmol 20mmol
aq-  Ru.cat (4.0 mol%
+ NH; u.Cat (4.0 mol%) R
150°C, 20h +
1.0 mmol 20mmol OO NH
2
Schéma 2

En 2019, Hoshimoto et al. [3] ont décrit une nouvelle méthode de la N-alkylation réductive
d’amines avec des carbonyles en présence d'hydrosilanes ou de I’hydrogene Hz. Cette réaction

a été catalysée par le triarylborane (BArs) comme il est présenté dans le schéma 3.

H

\
Y
N
{ -
4
<y

cat. BAr

N.H 3 |
Wod

—n-d <

/ [H]

ot
/A >N_

Schéma 3

Bayardon et al. [4] ont présenté une méthode de N-alkylation de la cyclohexylamine et du
(1R,2R)-diaminocyclohexane par I’iodure de perfluoroalkyle dans 1’acétonitrile en présence

du carbonate de potassium (K2CO3) comme base. Les dérivés du N,N-dibenzyl fluorés du
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(1R,2R)-diaminocyclohexane synthétisés a travers des précurseurs correspondants sont des
ligands de certains complexes souvent utilisés comme catalyseurs chiraux dans la synthése

asymétrique (schéma 4).

CsF17. -~
NH, K,CO, NH
CeF P
+ 817 | CHiCNI &
NH N
2
Of ! C3F17\/\ K,CO, \/\CSEW
—_—
“NH, ! CH,CN/ A "”’H/\/Cs "

NH,

EtOH
SUERIA T
“INH, RYF

/N
RE
N
X

N
H

R

Schéma 4
Brondani et al. [5] décrivent une synthése régiosélective de N-alkyl hydrazones (ou hydrazides)
dans un milieu aprotique avec un contrdle cinétique. Cette stratégie produit facilement des

amines mono ou dialkylés désirées avec d'excellents rendements (schéma 5).
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(o]
I N N H
K,COy t.a NO; 7o ™7 "N N

DMF/ RBr H R H

]\ i
NO,— o /N\NJ\NHZ

H H \ o)

/ L
NaOH/ 60°C NO; 0" "N“ N

DMF/RBr H R R

R= C4Hg’ ~5H44
Schéma 5

En 2019, Trillo et al. [6] ont décrit une méthode de N-alkylation directe d'amines secondaires
avec des acides carboxyliques en utilisant du molybdéne hexacarbonyle (5% en moles) comme
catalyseur, ce qui génére des énamines de maniere simple avec des rendements élevés. Les
énamines formées réagissent avec du cyanure de triméthylsilyle pour donner des a-amino

nitriles avec de bons rendements.

R1 R1
o H % NC \H
N Mo(CO) TMSCN
R1QJ\OH * Ry Ry * . N o N
Me(EtO),SiH Ry "Ry Ry "R,

Schéma 6
I.2. N-alkylation des amines cycliques

Suite aux travaux effectués sur la synthése de nouveaux aminoesters phosphoniques par
N-alkylation des hétérocycles aromatiques, Boukallaba et al. [7] ont étendu cette méthode aux
amines primaires et secondaires cycliques ou acycliques, aromatiques et non aromatiques
(schéma 7). Les a-a-diaminophosphonates de diéthyle sont obtenus avec d’excellents
rendements a partir de 1I’a-azido-a-(benzoylamino)- méthylphosphonate de diéthyle ou de I’a-

bromo-a-(benzoylamino)méthylphosphonate de diéthyle par réaction de N-alkylation.
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0] o
Bz-HN_ _B(OEY), DIEA/ Nu-H - Bz-HN__(OEt),
\r ta -
X Nu
X=Br H
| NH
X=N3 |'I| H H NH2 N\CH3 2
N N N
Nu-H= [ ] ; ; K 7 i O ; ;
0]
Schéma 7

L’intérét de Jiang et son équipe de recherche [8] était de synthétiser des dérivés chiraux de (S)-
prolinol. Lors de la réaction de (S)-prolinol avec le 1-bromo-2-iodobenzene catalysé par Cul, il
s’est avéré qu’une N, O-arylation intramoléculaire inattendue a été observée en plus de la N-

arylation normale (schéma 8).

Cul( 2.5%) R
R I NaOH (2éq) R R
H H Br i-PrOH, 90°C Br

R=H, Me, Et, Ph

Schéma 8

Murty et al.[9] ont présenté une méthode simple et efficace pour la N-alkylation des amines
secondaires cycliques avec dul-bromo-3-chloropropane (1), Le bromure d'allyle (2) et le

bromure de p-méthoxybenzyle (3). Les produits sont ainsi obtenus avec de bons rendements.

47



Partie |

Chapitre 2

X NHo*

—/

A
1 X=N-CH
2 X=N-C 3
3 x=N-béF'2y|
4 X=N(2-pyrimidyl)
5 X=0

Br- """ ClI
(1)

Br/\/
(2)

Br

)

Zn/ THF

T.amb

Zn/ THF

. X Nl
/

6 X=N-CHj3 (68%)

7 X=N-C,Hs (75%)

8 X=N-Benzyl (92%)

9 X=N(2-pyrimidyl) (76%)
10 X=0 (95%)

T.amb

Zn/ THF

. X WA
s

1 )?=N-CH

12 X=N-C 3 (61 o/o)

13 X=N-b&hzPas8):)

14 XN-(2-pyrimidyl) (88%)
15 XO (72%)

. X N

T.amb

Schéma 9

—/

D

(85%)

16 X=N-CH, * 7 o

12 17 X=N-C,H;

13 18 X=N-benzyl (86%)

14 19 X=N-(2-pyrimidyl) (72%)
15 20 X=0 (70%)

Sundararaju et al.[10] ont décrit une méthode de N-alkylation d'amines cycliques avec des
alcools mettant en jeu des processus de lI'emprunt d'hydrogeéne, en utilisant de nouveaux
complexes (aréne) ruthénium (II) comportant des ligands phosphinosulfonates A et B. Cette

réaction est hautement régiosélective et produit de I’eau comme seul produit secondaire.
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OH
{ \ Cat. A (1-2,5 mol%) [ \ +
+ N > N N
H Toluéne, 100 ou 150°C, 16h ) )
Ph Ph

\

Cat A’B

R (’ \ . P ~ AR=
|\\ Cat. B (1-2,5 mol%) N C{ Ru& B R= PRy

_— Toluéne, 100 ou 150°C, 16h

2,4 équiv. n=1-3 Ar (/ ) S
5b_f =/ o AB

d\@Me NF d\Q
N N Cl °N cl
5b F /©) 5 (61%) ©)5d (58%)

(65%)

N d;@ e W
©) 5¢ (70%) ©) 5f  (70%)

Schéma 10

II. Méthodes de N-alkylation des hétérocycles

Plusieurs méthodes de N-alkylation des hétérocycles ont été décrites dans la littérature,

nous rapportons quelques exemples classés selon la nature de 1’hétérocycle.

I1.1. N-alkylation du triazole et du tétrazole

La chimiothérapie et la chimioprophylaxie de la grippe comptent parmi les principales
orientations des activités de protection de la santé. Les dérivés du tétrazole posseédent une plus
grande activité d'inhibition de ce virus. Récemment une série de 2-(1-adamantyl)-tétrazoles, 1-
(1-adamantyl)-1,2,4-triazole et 1-(1-adamantyl)-pyrazole a été préparé par Zarubaev et al.[11].
Ces auteurs ont démontré que ces adamantylazoles ont le pouvoir d’inhiber le virus de la grippe

(schéma 11).
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R, R,
1 / \
—_—
pyrazoles R, N-
tetrazoles
R
N \
- N
N’ "N
. -AcOH 4:1, 50-60°C, 3-24h H -AcOH 4:1, 20-25°C,2-3h
(i) HaPOq4 (ii) 2504

R=H, I, CHy CH,co0H, cH,co0(CH,)cHy CH,co0c Hy
CH;COONHCH,CH;OH

R.= H. R = Br, NH R =CH, COOH
1 3 2 2 3 3

Schéma 11

Une méthode simple et efficace a été décrite par Khalafi-Nezhad et al.[12] qui
s’intéresse a la N-alkylation régiosélective de benzotriazole, en présence du dioxyde de silicium
(S102), K2COs et de bromure de tétrabutylammonium (BTBA) sous conditions thermiques et
micro-ondes. Les N-alkyl-1-benzotriazoles ont été obtenus avec des rendements satisfaisants.

Ces auteurs ont signalé la présence des traces du produit N-alkylé en position 2 (schéma 12).

N Si0,/K,CO,/ BTBA N _N
N+ R-X - °N + N-R
N’ A ou M.O N’ =N’

" k
R= alkyl, aryl A 45.94% traces
M.O 69-93% traces
Schéma 12

Récemment, Dale et son équipe [13] ont rapporté une méthode directe et régioselective pour la
N-alkylation des triazoles non substitués. L’alkylation du 1,2,4-triazole s’est déroulé en
présence de NaOH comme base. Le produit N-1 est majoritaire par rapport a I'isomere N-4 dans

un rapport d'environ (9:1).

50



Partie I Chapitre 2

H
N NN N
N- X N- N-
+ \
(§ N/> Base IQN\> (§ N> N-1 selective
N-1 N-4
Schéma 13

Dans le méme travail et contrairement au 1,2,4-triazole, la N-alkylation du 1,2,3-triazole permet

d'obtenir les deux régioisomeres, avec une sélectivité faible ou nulle [13].

N;N\NH = \N/N\‘N + N/N‘N
I%/ Base |§/ “\// non selective
N-1 N-2
Schéma 14

Au sein de notre équipe de recherche, Alami et al. [14] ont étendu une stratégie de synthese a
la préparation des dérivés B-tétrazolylalanines racémiques par addition-1,4 de tétrazoles 5-

substitués sur la B-déhydroalanine, obtenue a partir de la B-tosylsérine (schéma 15).

NHCO,CH,Ph DABCO/ACOES NHCO,CH,Ph
)/_<c > H2c2§C
OOMe OOMe
Ar
CH;CN
N/\N
TEA \NQ?H

X= Cl, Br, Tosyl. NHCO,CH,Ph

Ar= Ph,p-CIC¢H,’ p-HOC6H4, naphtyl, thiényl, pyryl.

N m
DABCO-= 1,4-diazabicyclo-2,2,2-octane. Al'\<l ‘/ OOMe
=N

Schéma 15

Achamlale et al. [15] ont réalisé la N-alkylation des tétrazole 5-substitués par le bromure de
propargyle dans 1’acétone en présence de la triéthylamine comme base a température ambiante
(schéma 16). Les rendements aprés 4 heures de réaction sont de I’ordre de 80%. Deux

régioisomeres (1,5) et (2,5) sont obtenus dans un rapport 20/80.
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A N—N
r N_N / 'N

\ /\N Br-CH, C=CH Ar—{ N Alr/<N’

, - N-"~cH,—C=CH * ¢H,—C=CH
\NQwH Et;N/ Acétone 2 2
80% 20%
Isomére (2,5) Isomére (1,5)
Schéma 16
I1.2. N-alkylation de I’indole et du carbazole

La réaction de N-alkylation de dérivés du 1H-indole et du 9H-carbazole par des alcools
a été réalisée par Bombrun et Casi [16]. L’utilisation des conditions classiques de réaction de
Mitsunobu a prouvé notamment que le phosphorane de cyanométhylénetriméthyle
(MesP=CH(CN) est le réactif le plus adéquat pour la N-alkylation de ces hétérocycles (schéma
17).

Br Br
Ty o o
H Me;P=CH(CN) "t
R
R, R, R R,
O D e |
Me,P=CH(CN) O O
N N
—R Br, R =H, R NO R)
. H
(g g ’ HsC*m“
Schéma 17

Jorapur et al. [17] ont décrit une méthode de N-alkylation de l'indole utilisant le
carbonate de potassium et le 1-n-butyl-3-méthylimidazolium tétrafluoroborate [bmim] [BF4]
dans l'acétonitrile. Cette stratégie a donné de meilleurs rendements aussi bien avec des
halogénures d’alkyle qu’avec des sulfonates. Cette technique est également applicable a la N-

alkylation du pyrrole (schéma 18).

52



Partie I Chapitre 2

©\/r> t X _~_Ph  [bmim][BF4]/CHsCN ©\/r>
H K,CO;5 N—\__Ph

X= Br, SO;H

Schéma 18

En 2018, Zhang et al. [18] ont présenté¢ une réaction de N-alkylation asymétrique catalysée
des dérivés d'indoles avec des N-acylimines substituées. Le produit 3a a été obtenu avec un

excellent rendement de 1’ordre de 94%.

NHBoc 0 NHBoc
cat. 6 N\
» * NH conditions N
N = _Ph
H H Ph :
NH
1a 2a
3a
conditions: 1a (0.2 mmol) et 2a (0.24 mmol) en presence {i"\\T--G
du catalyseur (5 mol%) ,1 mL de solvent,température ambiante Cat.6| - e) Pl
pendant 12 h. DCE = CH,CICH,ClI. \_ O,F’xo,_,
L G
(R)6
Schéma 19

Une année apres, Allen et al. [19] ont présenté une méthode énantiosélective pour la N-

alkylation des indoles sous 1’action du catalyseur palladium.

O? R, Pd(MeCN),(0OTs)2(9.5mol%)
A
7 == ligand (10mol%) ©\M
N+ RZWOH gand( °)
H 4-benzoquinone (3equw )
CH,CI, R, -0

B n 85%
Pd' élimination
ligand PyrOx selective g™"
0] .
ligand: syn-amino-palladation

(0]
t-Bu

Schéma 20
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I1.3. N-alkylation de I’imidazole, du benzimidazole, et du pyrazole

L’¢équipe de Bookser [20] a présenté une N-alkylation de la 4-méthoxy-1H-pyrazolo [3,4-d] -
pyrimidine (1b) avec de l'lodométhane dans du THF en utilisant NaHMDS comme base, pour
conduire sélectivement au produit N2-méthyle, 4-méthoxy-2-méthyl-2H-pyrazolo [3,4. -d]
pyrimidine (3b), dans un rapport de 8/1 par rapport au produit N1-méthyle (2b).

OMe 1.56q NaHMDS OMe OMe

3éq Mel N
’d
Y > s N« N7
H THF SN T k\N =N

20-66°C / 1-72h
1b N1 2b N2 3b

Schéma 21

Chen et al. [21] ont rapporté une méthode d’alkylation régiosélective de divers 1,3-azoles. Ils
ont découvert que les réactifs organomagnésiens sont des bases les plus adéquats pour ce type

d’alkylation.

cl Cl e cl
N MeMgCl ou TMPMgCI ( 1.1 équiv.) N N
Nl)j: S THF. t.a Nl)j: > + Nl)j: N
kN/ N Mel, 70°C N NZ—~N § NZ—N
1a 2a 2a’ Me

2a: 2a'=9:1

Schéma 22

Brandvang et al. [22] ont présenté une méthode efficace et sélective pour la N-alkylation du 4-
chloropyrazolo [3.,4-d] pyrimidine avec des alcools en présence du triphénylphosphine et de

ladiisopropyl azodicarboxylate (DIAD).
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(o) Cl Cl Cl
HN POCI N~ aoub N= N=
ETN i N N7, R [N + k)\/f\\N_R
SN-~N  Diméthyl- SN-N SN~ N SNSN
H aniline H k
1 2 3 4

h ©
o N\N)J\OJ\
TEL

.

5 R

Reactifs et conditions: (a) ROH, PPhy’ DIAD, THF; (b) RI, cs2c03’ DMF.

Schéma 23

La préparation des sels bi-thiazolium et bi-benzimidazolium par réaction de N-alkylation dans
l'acétonitrile a 60°C a été réalisée par Orlandi et al. [23]. Ces nouveaux hétérocycles chiraux
ont ét¢ utilisés comme catalyseurs dans la dimérisation asymétrique de I'aldéhyde benzoique

pour donner la benzoine avec une énantioséléctivité moyenne (schéma 24).

Br
N
® E})@r
OEnS
Bn

OH

S
ST
> O \"é) 2Br
SRAE

Le 1H-imidazole substitué ou non est facilement N-alkylé selon deux méthodes décrites par

Schéma 24

Cuevas-yanez et al. [24] Cette méthode de N-alkylation catalysée par l'acétylacétonate de cuivre
(IlCu(acac), s’effectue soit par des dérivés a-diazocarbonyle, soit par des diazoalcanes

préparés in situ a partir d’hydrazones p-toluénsulfonyle correspondantes. Le bifonazole (1-
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[[1,1'-biphényl]-4-yl(phényl) méthyl]-1H-imidazole) est un exemple d’agent antifongique

préparé par cette méthode (schéma 25).

N o N
)I \>_ + R Cu(acac), | N\>_
H Toluéne/ 85°C
2

Kg/R

N N

N/NHTS NaH N’NT@S . | N Cu(acac), - | N

)l\ THF ” P N Toluéne/ 85°C N:
R R’ R R’ i

H n-Bu,N*Br
4
R)\R'

Schéma 25

I1.4. N-alkylation des azides carboxyliques

Hamasharif et al. [25] ont décrit une méthode de N-alkylation du 2-azidobenzamide avec du 5-
bromopent-1-¢ne, conduisant a un mélange séparable (1:1) d'une benzotriazinone et d'une

quinazolinone avec un rendement combiné de 72%.

0 o
X >
CL™ e O+ LY
> { +
N, DMSO,Na,CO; NN = NG
)

(39%) (33%
X=CO

Schéma 26

Lenda et al. [26] ont présenté la réaction de N-alkylation des tétrazoles 5-substitués par le
diméthyldibromoester (schéma 27). La réaction a été réalisée en présence de 1.5 équivalents de
la tri¢thylamine dans 1’acétone, ce qui conduit principalement & un aminoacide tétrazolique

monosubstitué.
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(o] o

n NaN n
MeOOC COOMe 3
\/P\)\/ MeOWJ\OMe
r r Acétone, t.a N, r

1) azole 5-substitué
T‘Fﬁ , Acétone, t.a

\

on
(v o]0

2) NaN3/ Acétone, t.a

N
N=" R N=" R o 0o
( n N\,‘?/ ( n N\,(?/ Hy/ Pd/ C n
~eonta_ Meo
MeOOC/(\)l * MeoOC MeOH, t.a NN
N0 N-S0 3

H H N/ \N

R BH3ITHF A
2) HCI 6N / 9

H

n=2; R= _@—\) ;@ 2\/4/—3—§ ;é n=1 ou n=2; R= _4/;\) ;Ej ;©
|

Schéma 27

Pour leur part, Kumar et al. [27] ont préparé une nouvelle classe de composé 1,2,3-triazolo-9-
lactames/lactones hybrides par condensation de divers azides organiques chiraux sur

I’acétyléne dicarboxylate de méthyle, suivie d’une cyclisation intramoléculaire (schéma 28).

SN, ! S~ NN

3( )T MeOZC>—<C02Me

O

N, NeN

H
Me026>—< CO,Me

(i): l'acétyléne dicarboxylate de méthyle (1.1 équiv),H20, 70°C

Schéma 28
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Au sein de notre laboratoire de chimie organique, Mabrouk et al. [28] ont préparé une série
d’a,0-diaminoestres carboxyliques dérivés de la glycine avec des rendements tres satisfaisants
(62-92%) par réaction de N-alkylation de d’amines non hétérocycliques avec I’a-azidoglycinate
de méthyle ou d'éthyle N-protégés. La réaction est effectuée dans 1’acétone a température

ambiante en présence de la diisopropyléthylamine (DIEA) comme base (schéma 29).

H o H O

N NuH /t.a N
(03 OR > Cc- OR
0 N,

Diisopropyléthylamine 6 Nu
CH Acetone/ 48h
R=C,Hs ™5
NH, NH, NH, NH, NH, NH,
CH, OCH;, NO, F
NuH = ; ; ; ; ;
H, CH; I
NH H
NH, éHz
Schéma 29

Utilisant cette fois-ci une amine hétérocyclique, Mabrouk [29] synthétise la 2-(3-amino-
1,2,4-triazol-1-yl) glycinate de méthyle N-benzoylé en vue d’une éventuelle application dans
le domaine agrochimique et pharmacologique. Ainsi la substitution de 1’azide par 3-amino-
1,2,4-triazole, conduit aprés 48 heures, a ’aminoester hétérocyclique avec un rendement de

77.5% (schéma 30).

NH,
0 NJ%N 0
BzNH & \__NH BzNH &
~OCH, . " ~OCH,
N, DIEA/ Acétone / 48h

Schéma 30

Cette réaction a été étendue a la synthése de nouveaux o, a-diaminoesters carboxyliques

hétérocycliques [29] par N-alkylation de la tétrahydrofurylméthylamine et de la 4-amino-
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quinaldine (schéma 31) par I’a-azidoglycinate de méthyle N-benzoylé. Les dérivés d’a,a-
diaminoesters carboxyliques hétérocycliques sont obtenus avec des rendements faibles,

respectivement de 30 et de 25 %.

(0] (o]
BzNH ¢ DIEA /Nu-H BzNH ¢
N “OCH, i - " “OCH;

N, Acétone Nu

NH, NH,

Nu-H= b N

’ ~

N~ >CH,
Schéma 31

IL.5. N-alkylation des azides phosphoniques

La stratégie de synthése d’aminoacides carboxyliques hétérocycliques suivie par
Boukalaba et al.[30] est basée sur la réaction d’un équivalent cationique de I’analogue
phosphonique de la glycine N-protégée avec différents hétérocycles. La réaction est effectuée
dans I’acétone a température ambiante en présence de la diisopropyléthylamine (DIEA) comme
base pour conduire aux produits désirés avec des rendements allant de 70 a 94%. Le schéma ci-

dessous explicite le parcours réactionnel poursuivi pour aboutir aux aminoesters phosphoniques

hétérocycliques.
g 1) NBS/ CCl, o o
PHN 2) NaN ﬁ Nu-H
N 3 PHN PHN B
N, Nu
H H H H H
N N N . N N
P= Bz, Troc. Nu-H= O:N/> ; [N/> ; E//N ; "Il/\//N ; \RN
Schéma 32

Boukalaba [30] a étendu cette méthode aux amines primaires et secondaires cycliques
ou acycliques, aromatiques ou non aromatiques (schéma 33). Les a,a-diaminophosphonates de
dié¢thyle sont obtenus avec d’excellents rendements a partir de 1’a-azido-a-(benzoylamino)-

méthylphosphonate de diéthyle par réaction de N-alkylation.
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Bz-NH B

Y O(E),

NH,

Nu-H= b

DIEA /Nu-H

ta

Qo bG e

Schéma 33

0

BzNH_ B_
Y O(Et),

Nu

“CH; NH,
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Partie Il

Intérét et acces synthétique de nouveaux a-a-diamino-
diesters carboxyliques par réaction de N-alkylation

Avant de se pencher sur la partie synthése, nous rappelons d’abord 1’utilité des différents acides

aminés utilisés dans ce travail de recherche.

Les chaines peptidiques sont constituées par des acides aminés li€s entre eux par des liaisons
amides pour former les protéines. Les acides aminés impliqués sont des acides aminés indiquant
que la fonction amine et la fonction carboxylique sont toutes deux directement voisines du
carbone porteur de la chaine latérale. IlIs se distinguent par leur chaine latérale, R, qui peut étre
un simple atome d'hydrogene (c'est le cas de la glycine), ou bien plus complexe. Leur structure

générale est schématisée ci-dessous (Schéma 34).

R
HZNj\COZH

Schéma 34

Ces acides aminés jouent un role capital dans la conception de la vie. Dans la nature, il existe
un certain nombre trés élevé d’acides aminés, cependant vingt d’entre eux sont des acides
aminés protéinogéniques impliqués dans la construction des peptides et des protéines naturelles
comme les tissus vivants (peau, cheveux, muscles...). Tandis que les acides aminés non
protéinogéniques sont des substrats qui peuvent &tre utilisés dans diverses applications a savoir
la synthése organique, le domaine pharmaceutique [31]. Il est & noter qu’ils sont connus

¢galement pour leur forte résistance a la dégradation chimique et enzymatique [32].

Nous citons dans ce qui suit, les acides aminés utilisés dans nos travaux de recherche ainsi que

leurs biens faits pour la santé humaine.

% La glycine est un acide aminé non essentiel. Cet acide aminé contribue a de nombreux
roles métaboliques. La glycine a une fonction de neurotransmetteur et agit comme
inhibiteur au niveau de la moelle épiniére. Elle joue un réle dans le métabolisme de la
créatine, et participe donc a la récupération musculaire. Elle peut agir aussi positivement

sur les enzymes anti-oxydantes afin de participer au ralentissement du vieillissement
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*

*

cellulaire. Finalement elle intervient au niveau cérébral ou elle agit comme un
neuromédiateur apaisant et favorisant le sommeil [33,34].

Le tryptophane est un acide aminé essentiel pour l'organisme, il est également un
constituant des protéines. Il est I’un des précurseurs de la sérotonine et permet de ce fait
de favoriser un bon sommeil et de lutter contre les troubles dépressifs. Le tryptophane
se trouve majoritairement dans les produits d'origine végétale car les animaux ne
peuvent le synthétiser [35].

La phénylglycine est un acide aminé non protéinogene liée a l'alanine, elle est
considérée comme ’un des précurseurs jouant un réle de modulateur de la transmission
synaptique [36].

La phénylalanine est un acide aminé essentiel a 1'organisme, cela signifie donc que
l'organisme ne peut pas la synthétiser et qu'il est important de l'apporter par
l'alimentation. A noter que la phénylalanine est I’un des précurseurs de la dopamine, de
l'adrénaline et de la noradrénaline. Sans oublier qu’elle participe aussi au
fonctionnement de la glande thyroide qui régule elle-méme les processus de la douleur,
de I'humeur et de 1'appétit [37].

La proline est un acide aminé non essentiel qui entre dans la composition des protéines.
Méme si l'organisme sait synthétiser la proline, il est important d'en apporter
suffisamment via l'alimentation car elle entre dans le métabolisme du collagéne essentiel
pour l'intégrité des articulations, tissus et tendons. En cas de blessure, une quantité de

proline suffisante dans 1'organisme va aider a une bonne cicatrisation [38].

Les chaines polypeptidiques constituées d’acides aminés présents dans des structures linéaires,

hautement flexibles, peuvent adopter en solution différentes conformations. Parmi ces

conformations, un nombre limité est responsable de leur activité biologique. Il est des lors

intéressant de rendre ces structures plus rigides pour certaines applications. L’une des solutions

envisagées est 1’incorporation dans leur structure d’un acide aminé a,a-disubstitué répondant a

la formule générale suivante (Schéma 35).

R R
H2N/<C02H

Schéma 35

En outre, les dipeptides naturels constitués par des acides aminés substitués jouent des roles

importants dans les processus biologiques, ils sont régulateurs (comme l'insuline, hormone du
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pancréas pour régler le taux de sucre dans le sang), participent également aux mécanismes de

défenses immunologiques (anticorps) et dans la transmission de I'information génétique.

De nombreuses méthodes de synthese peptidiques ont été développées jusqu’a présent. Il est
hors de propos de citer toutes ces méthodes. Pour notre part, nous nous sommes intéressés dans
notre propre travail de recherche a la réaction de « couplage » de deux aminoesters via la
réaction de la N-alkyation de 1’o-azido glycinate de méthyle. L’utilisation d’une série
d’aminoesters nous a permis de préparer de nouveaux a,0-diamino-diesters carboxyliques N-

protégés.

Notre stratégie de synthése est basée ainsi sur la réaction de substitution nulcléophile de I’azide
par différents dérivés d’aminoesters hétérocycliques et non hétérocycliques. Le schéma général

donné ci-apres, explicite les étapes suivies lors de nos travaux :

BzHN _CO,CH, NuH. HCI BzHN  CO,CH,
'
N, Base /solvant Nu
1 2 (a-e)
NH, HH,N
NuH, HCI = HCI, H,N~~ SCO,CH, ; HCI, MeO,C ;  HCl, @EN »—CO,CH
a b / ¢
NH,
HCl, CO,Me . Hel CO,CH,
d ’ NH e
Schéma 36

I. Synthése de2-benzamido-2-((2-méthoxy-2-oxoéthyl)amino)acétate de
méthyle 2a

Pour la syntheése de I’ester 2a, nous avons adopté la méthode préconisée par Mabrouk et al.
[39]. Cette méthode consiste a la substitution nucléophile du groupement azide de I’a-

azidoglycinate de méthyle N-protégé par 1’ester méthylique de la glycine.

I.1. Synthése du 2-azido-2-benzamidoacétate de méthylel
La synthese du 2-azido-2-benzamidoacétate de méthyle a été réalisée par la méthode décrite
par Steglich [40] et celle décrite par Achamlal [41]. Le schéma ci-dessous rassemble les

différentes étapes permettant la préparation du composé 1.
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H,N COOH HC1 /MeOH HCl, H,N CO,CH,3
~_ HC1/MeOH \a/
Bn| cH,CI,

H H
NTCOZCH3 - NBS/(G L, (j\g/N\/COZCH3
'Br b'

C

NaN;| Acétone

H
N_ _CO,CH,

Schéma 37

I.1.1. Synthese de I’ester méthylique de la glycine sous forme hydrochloré

L’estérification de la L-glycine par barbotage de 1’acide chlorhydrique gazeux dans le méthanol

anhydre [42], fournit I’ester méthylique a avec un rendement de I’ordre de 92% (schéma 38).

HC1 /MeOH
H,N COOH »  HCLHN CO,CH,
Schéma 38

I.1.2. Synthese de I’ester méthylique de la glycine N-protégé

Le groupement benzoyle a été utilisé pour la protection de la fonction amine du produit a.

L’hydrochloré de 1’ester méthylique a traité par 2 équivalents de triéthylamine et 1 équivalent
de chlorure de benzoyle dans le dichlorométhane [43], conduit & I’aminoester N-benzoylé b’
(schéma 39). L’aminoester N-protégé b’ a été obtenu avec un rendement de 1’ordre de 80%

apres recristallisation dans un mélange hexane /éther (5 :5).
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H
HCI, H,N CO,CH, NE'[3/BZ-C1 N \/COZCHs
\/
CH,CI,
a b’
Schéma 39

I.1.3. Action du N-bromosuccinimide sur I’ester méthylique de la glycine

L’aminoester N-protégé b’ est converti en dérivé bromé ¢’par action du N-bromosuccinimide

(NBS) dans le tétrachlorure de carbone. Le mélange réactionnel a été irradi¢ par une lampe de
300 W (schéma 40) [44].

X H
©\g/ N__CO,CH, NBsecl, N_ _CO,CH,
b 300W C,E

Schéma 40

1.1.4. Préparation du composé 1

La substitution du brome par le groupement azoture, a été effectuée par action de I’azoture de
sodium dans I’acétone a température ambiante pendant 4 & 16 heures. La purification du brut
réactionnel par chromatographie sur colonne de gel de silice permet 1’obtention du produit

lavec un bon rendement de 1’ordre de 92% dans un mélange (hexane /éther) (8 :2) (schéma 41)
[42].

H H

N_ _CO,CHs, NaN, - N_ _CO,CHs,

¢ I Acétone LN
Schéma 41

I.2. Réaction de substitution

Comme nous I’avons déja signalé [39], 1’étape clé de la synthése du 2-benzamido-2-((2-
méthoxy-2-oxoéthyl)amino)acétate de méthyle 2a, est la substitution du composé 1 par I’ester

méthylique de la L-glycine a selon la stratégie décrite dans le schéma suivant :
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HC], HzN\/COZCH3

H a H
NYCO2CH3 - N_ _CO,CH,
N3 DIEA/ Acétone HN
1 1
23 CO,CH,
Schéma42

La réaction de N-alkylation de I’a-azidoglycinate de méthyl N-protégé 1 par 1’ester méthylique
de la glycine a a été suivie par CCM le long de la durée réactionnelle. Ce qui nous a révélé la
consommation partielle des réactifs et la formation d’un nouveau produit. Le produit souhaité
2a est obtenu avec un bon rendement de 1’ordre de 80% aprés une recristallisation dans un

mélange hexane / éther (5 :5).

Le spectre RMN 'H du produit 2a, enregistré dans le CDCls (Figurel), présente entre autres,

les signaux caractéristiques suivants :
-Un signal singulet a 3,2ppm attribué au proton du groupement NH de la glycine.
-Un signal singulet a 3,3ppm attribué¢ aux deux protons méthyléniques (CH2-CO2CH3).

-Deux signaux singlets a 3,5 ppm et 3,7ppm relatifs aux protons méthyliques des deux

groupements esters.
-Un signal (multiplicité) a 3,6ppm attribué a un proton du CH(N-CH-N).
-Un doublet centré a 5,4ppm attribué au proton du groupement NH (NH-COPh).

-Un multiplet entre 7.2 et 7.8 ppm correspondant aux 5 protons aromatiques.
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Figure 1: Spectre RMN 'H du composé 2a

Le spectre RMN *C du produit 2a, enregistré dans CDCI3 présente en particulier les signaux

caractéristiques suivants :
- Un signal a 46.85 ppm attribué au carbone méthylénique (-CH2-COCH3).

- Deux signaux a50.56ppm et 51,76 ppm attribués aux deux carbones méthyliques des deux

groupements esters.
-Un signal a 64.81 ppm attribué au carbone CH (N-CH-N).

- Les trois carbones cétoniques résonnent a 167.49 ppm, 170.22 ppm et 172.79 ppm.
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Figure 2 : Spectre RMN 3C du composé 2a

II. Synthése du 2-benzamido-2-{[-2-méthoxy-2-ox0-1 phényléthyl] amino}

acétate de méthyle 2b

IL.1. Synthése de I’ester méthylique de la phénylglycine sous forme hydrochloré

La L-phénylglycine a subi une réaction d’estérification en passant un courant d’HCl gazeux
dans le méthanol anhydre. Le produit b est obtenu sous forme hydrochloré pur avec un
rendement de 92% (schéma 43).

COzH COZCHS

MeOH/ HCI
NH, > NH, -HCl

b
Schéma 43

La structure du composé a été établie sur la base des données spectrales RMN ('H et '3C) dans

D20. Le spectre RMN 'H du produit b présente les signaux caractéristiques suivants :
-Un signal singulet a 3,7ppm relatif aux protons du groupement ester.

-Un signal singulet a 5,19 ppm correspondant au proton du —CH-Ph.
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- Les protons aromatiques résonnent entre 7,35ppm et 7,45ppm.

11.2. Réaction de substitution

La réaction de N-alkylation de I’ester méthylique de la phénylglycine b par I’a- azidoglycinate
de méthyl N-protégé 1 a été suivie par CCM le long de la durée réactionnelle, ce qui nous a
révélé la consommation partielle des réactifs et la formation d’un nouveau produit. Le produit
souhaité 2b est obtenu avec un rendement de I’ordre de 86% aprés recristallisation dans 1’éther

pur [45].

co,Me
JHCI O CO,Me
NH, & )\
H b ~N-">NH
N YCOZCH3 N pé
f
Na NEt,/ dichl sth COMe
1 3 ICchioromethane 2b
Schéma 44

Le spectre RMN H du composé 2b (figure 3) enregistré dans CDCl3, présente en particulier

les signaux caractéristiques suivants :

-Un signal large a 2,7ppm attribué au proton -NH de la phénylglycine.

-Deux singulets a 3,5ppm et 3,8ppm relatifs aux protons des deux méthyles du groupe méthoxy.
-Un signal a 4,65ppm attribuable au proton du CH-Ph.

-Un signal a 5,53ppm attribuable au proton N-CH-N.

-Un doublet centré & 6,90ppm attribuable au proton -NH-CO-Ph avec une constante de couplage
de J=8.4 Hz.
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Figure 3:Spectre RMN 1H du produit 2b

Le spectre RMN "*C du produit 2b, enregistré dans CDCls, présente entre autres, les signaux

suivants :

- Deux signaux a 52,4 ppm et 52,8 ppm attribuables aux deux carbones méthyliques des

groupements esters (-CO2CH3).

- Un signal a 61,9 ppm attribuable au carbone CH-Ph.

- Un signal a 63,6 ppm attribuable au carbone N-CH-N.

- Deux signaux a 127,1 ppm et 137,4ppm attribuables aux carbones aromatiques.

- Trois signaux a 167,1 ppm et 170,1 ppm et 173,6ppm correspondants aux trois carbones

cétoniques (C=0).
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Figure 5: Spectre hétéronucléaire 2D'H-*C du composé 2b
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Tableau 1 : Données spectrales de RMN 'H (300.13 MHz) et '*C (75.47 MHz) pour le produit 2b
dans CDCls, y compris les résultats obtenus par corrélation 2D hétéronucléaire (J en Hz et 6H
en ppm) et (6C en ppm).

Position Oon oc Correlation C-H

1 3,51 (s) 52,44 C'-3H!

2 - 167,14 -

r 3.78 (s) 52,88 Cl-3H"

Py - 173,63 -

3 5,52 (d,J=28,4 Hz) 63,62 C3 - 1H} et C3- 1H"

4 3,3 (e) - -

5 4,65 (s) 61,67 C3- 1H

12 6,75 (d, J= 8,4 Hz) - -

13 - 170,14 -
6—1let14-19 7,28 — 7,82 (m) 127,13 - 137,48 10Carom - 10Harom

Le spectre de masse en mode MS-ESI du composé 2b, présente un pic moléculaire m/z=356,59

correspondant a I’ion moléculaire [M]"(figure 6).

4 #3 RT: 0.07 AV: 1 NL: 2. 68ES
T: +c ESIFullms [ 150.00-2000.00]

100

2M+Na

675 .54

eo M+Na

379.03

35 M- NH
30

[e]

734.31

c
O/ ~unH
MeOQC/j\NH

Chemical Formula: C gHagN;O5
Molecular Weight: 356,37

20 M+
5 356.49 570.18 751.09 924 32
o i ] L 8 L1l ) AL I A v |, Fist y 1213.06 L.
207.92 — 32.0 U!?T‘ L | 4‘52 7‘0 e sl lJ ‘ I‘ [_1 e &65.97 .L 10‘24 az 110‘1 54 ‘ 1%7?11
Figure 6: Spectre de masse du composé 2b
La structure proposée pour I’acétate du 2-benzamido-2-{[-2-méthoxy-2-0x0-1

phényléthyl] amino} acétate de méthyle a été établie sur la base des données

spectroscopiques RMN. La structure a été confirmée par diffraction des rayons-X.
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II.3Etude de la structure de -2-benzamido-2-{[-2-méthoxy-2-0x0-1 phényléthyl]

amino} acétate de méthyle 2b:

La  résolution  structurale  du-2-benzamido-2-{[-2-méthoxy-2-ox0-1  phényléthyl]
amino}acétate de méthyle 2b montre que la conformation de la molécule est tordue et
¢galement influencée par la présence d’une liaison hydrogéne N-H O intramoléculaire. Les
deux cycles phényles forment avec les deux groupements carboxylate de méthyle des angles

diedres de I’ordre 58,85 (8) © et 88,30 (8) °. [46].

Figure 7 : Vue ORTEP du composé 2b

Le composé (2R)-2-benzamido-2-{[(1R)-2-méthoxy-2-ox0-1 phényléthyl] amino}acétate de
méthyle 2b de formule brute Ci19H20N20s cristallise dans le systéme Orthorhombique, avec le

groupe d’espace P212121[46].
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Figure 8: Empilement de la structure du composé 2b.

Le tableau 2 récapitule les données cristallographiques, les conditions de la collecte et les
résultats de I’affinement, les autres parameétres seront présentés dans les tableaux 3, 4 et 5, le
tableau 6 regroupe les données géométriques de la structure du composé.

Tableau 2 : Données cristallographiques du composé C19H20N20s.

Formule moléculaire C19H20N20s

Masse moléculaire 356,37

Température 173K

Longueur d’onde (Mo, kq) 0,71073 A

Systéme cristalline Orthorhombique, P212:2;

a=9,3432(6) A
Paramétres de la maille b=10,4314(8) A
c=18,0901(14) A

Volume 1763,1(2) Az
z 4
Densité calculée 1,343 Mg m™
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F(000) 752
Coefficient d’absorption 0,10 mm-1
Théta 1,6 a 25,2°

Indices limites

-11<h<7;-12<k<12;-22<1<22

Nombre de reflections avec I>26(I) 3246
Rint 0,029
wR(F2) 0,056

Tableau 3 : Paramétres de positions atomiques et coefficients isotropiques Uiso*/Usq (A%) de

C19H30N,Os5

Atomes X y 4 Uiso*/Uéq
C14 0,12279 (14) 0,23661 (11) 0,98202 (7) 0,0305 (3)
H14 0,2102 0,2580 0,9526 0,037*
N1 0,16831 (11) 0,14782 (10) 1,03988 (6) 0,0315 (2)
03 0,15911 (11) 0,40644 (9) 1,06499 (6) 0,0464 (3)
o1 —0,04242 (10) 0,16104 (10 1,09856 (6) 0,0456 (3)
02 —0,03638 (11) 0,41900 (9) 0,99493 (6) 0,0475 (3)
C15 0,06822 (15) 0,08188 (12) 0,88463 (7) 0,0359 (3)
H15 0,1676 0,1036 0,8684 0,043%*
N2 0,01902 (12) 0,18778 (10) 0,93039 (6) 0,0321 (2)
C12 0,12463 (14) 0,00585 (12) 1,14380 (7) 0,0330 (3)
C18 0,06847 (13) 0,36261 (11) 1,01468 (7) 0,0323 (3)
C13 0,07640 (13) 0,11150 (12) 1,09329 (7) 0,0322 (3)
C1 —0,12382 (16) 0,15859 (14) 0,79537 (8) 0,0452 (3)
H1 —0,1444 0,2276 0,8279 0,054*
Cé —0,02209 (14) 0,06888 (13) 0,81452 (7) 0,0353 (3)
Cc9 0,19247 (18) —0,19864 (15) 1,23588 (9) 0,0493 (4)
H9 0,2146 —0,2693 1,2669 0,059*
05 —0,04305 (14) —0,07267 (10) 0,96120 (7) 0,0620 (3)
C8 0,27280 (17) —0,17514 (15) 1,17398 (9) 0,0479(4)
H8 0,3519 —0,2288 1,1627 0,057*
C19 0,1260 (2) 0,53040 (15) 1,09662 (10) 0,0572 (4)
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H19A 0,1460 0,5977 1,0602 0,086*
H19B 0,1851 0,5443 1,1407 0,086*
H19C 0,0246 0,5332 1,1104 0,086*

C7 0,23931 (16) —0,07355 (13) 1,12783 (8) 0,0423 (3)
H7 0,2954 —0,0582 1,0849 0,051*

C4 —0,0684 (2) —0,04241(16) 0,70022 (9) 0,0571 (4)
H4 —0,0492 —-0,1120 0,6678 0,069*

Cs 0,00429(18) —0,03273 (15) 0,76647(8) 0,0474 (4)
HS 0,0730 —0,0960 0,7794 0,057*

C11 0,04614 (19) —0,01734 (17) 1,20718 (9) 0,0560 (4)
C16 0,07709 (18) —0,04722 (14) 0,92455 (8) 0,0471 (4)
04 0,17846(16) —0,11697(13) 0,92196 (8) 0,0816 (4)
C3 —0,1684(2) 0,04823 (18) 0,68102 (9) 0,0619 (5)

Tableau 4 : Paramétres de déplacement atomiques (U11, U22, U33, U12, U13, U23) (A2)

Atomes | Ul U22 U33 U12 U13 U23
Cl4 | 0,0284(6) | 0,0311(6) | 0,0321(6) | —0,0018(5) | —0,0005(5) | 0,0026 (5)
N1 | 0,0270(5) | 0,0325(5) | 0,0352(5) | 0,0043 (4) | —0,0002(5) | 0,0039 (4)
03 | 0,0447(5) | 0,0364 (5) | 0,0581 (6) | 0,0044 (4) | —0,0181 (5) | —0,0123 (5)
O1 | 0,0363(5) | 0,0549 (6) | 0,0454 (5) | 0,0140(5) | 0,0072 (4) | 0,0097 (5)
02 | 0,0412(6) | 0,0406 (5) | 0,0607 (6) | 0,0089 (4) | —0,0159 (5) | —0,0052 (5)
C15 | 0,0341(6) | 0,0374(7) | 0,0362 (7) | —0,0007(6) | 0,0017 (5) | —0,0037 (5)
N2 | 0,0307(5) | 0,0324(5) | 0,0332(5) | —0,0013(4) | —0,0016 (5) | —0,0005 (4)
C12 | 0,0340 (6) | 0,0337(6) | 0,0314 (6) | —0,0010(5) | —0,0040 (5) | 0,0003 (5)
C18 | 0,0311(6) | 0,0305(6) | 0,0351 (6) | —0,0020(5) | —0,0040 (5) | 0,0042 (5)
C13 | 0,0322(6) | 0,0333(6) | 0,0310 (6) | 0,0022(5) | —0,0010 (5) | —0,0018 (5)
C1 | 0,0494 (8) | 0,0441 (8) | 0,0421 (7) | —0,0024(7) | —0,0045 (7) | —0,0009 (6)
C6 | 0,0383(7) | 0,0365(7) | 0,0310(6) | —0,0076(5) | 0,0033 (5) | 0,0012 (5)
C9 | 0,0577(9) | 0,0423 (8) | 0,0479 (8) | —0,0024(7) | —0,0112(7) | 0,0134 (7)
05 | 0,0676 (8) | 0,0449 (6) | 0,0736 (8) | —0,0110(6) | —0,0148 (6) | 0,0246 (6)
C8 | 0,0477(8) | 0,0397(7) | 0,0562 (9) | 0,0076 (7) | —0,0043 (7) | 0,0055 (7)
C19 | 0,0653(10) | 0,0380 (8) | 0,0681(10) | 0,0046 (7) | —0,0147 (9) | —0,0170 (7)
C7 | 0,0429(8) | 0,0412(7) | 0,0427 (7) | 0,0053 (6) | 0,0041 (6) | 0,0062 (6)
C4 | 0,0746(11) | 0,0543 (9) | 0,0426(8) | —0,0127(9) | —0,0008 (8) | —0,0113 (7)
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Cs 0,0570 (9) | 0,0446 (8) | 0,0407 (8) | —0,0036(7) | 0,0012 (7) | —0,0050 (7)
C11 | 0,0566(10) | 0,0626(10) | 0,0487 (8) | 0,0169 (8) | 0,0150(8) | 0,0159 (8)
C16 | 0,0599 (9) | 0,0377(7) | 0,0436 (8) | 0,0078 (7) | —0,0176 (7) | —0,0074 (6)
04 0,0964(10) | 0,0652 (8) | 0,0831 (9) | 0,0450 (8) | —0,0142 (8) | —0,0072 (7)
C10 | 0,0731(12) | 0,0746(12) | 0,0494 (9) | 0,0129(10) | 0,0160(9) | 0,0265 (9)
C3 0,0760(12) | 0,0700(11) | 0,0397 (8) | -0,0191(10) | —0,0167 (8) | 0,0003 (8)
C2 0,0636(10) | 0,0595(10) | 0,0546(10) | —0,0007(9) | —0,0191 (8) | 0,0069 (8)
Tableau 5 : Paramétres géométriques (A, °) de C19H20N20s
N1—C13 1,3469 (17) C8—HS8 0,9500
N1—HIN 0,855(13) C19—H19A 0,9800
03—C18 1,3246 (15) C19—H19B 0,9800
03—C19 1,4474 (17) C19—H19C 0,9800
01—C13 1,2282(15) C7T—H7 0,9500
02—C18 1,1973 (15) C4—C3 1,374 (3)
C15—N2 1,4549 (16) C4—C5 1,381 (2)
C15—Ceé 1,5294 (18) C4—H4 0,9500
C15—C16 1,530 (2) C5—HS 0,9500
C15—H15 1,0000 C11—C10 1,385 (2)
N2—H2N 0,850 (12) C11—H11 0,9500
C12—C11 1,382 (2) C16—04 1,1952 (19)
C12—C7 1,3848 (19) C3—C2 1,378 (3)
C12—C13 1,5009 (17) C3—H3 0,9500
C1—Ceé6 1,378 (2) C10—H10 0,9500
C1—C2 1,392 (2) C2—H2 0,9500
C1—H1 0,9500 C17—H17A 0,9800
C6—C5 1,393 (2) C17—H17B 0,9800
C9—C8 1,370 (2) C17—H17C 0,9800
C9—C10 1,369 (2)
N2—C14—N1 115,89 (10) C9—C8—HS8 119,8
N2—C14—C18 109,37 (10) C7—C8—HS8 119,8
N1—C14—C18 111,41 (10) 03—C19—HI19A 109,5
N2—C14—H14 106,5 03—C19—H19B 109,5
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N1—C14—H14 106,5 H19A—C19—H19B 109,5
C18—C14—H14 106,5 03—C19—H19C 109,5
C13—N1—C14 120,44 (11) H19A—C19—H19C 109,5
C13—N1—HIN 121,3 (10) H19B—C19—H19C 109,5
C14—N1—HIN 118,2 (10) C12—C7—C8 120,44 (14)
C18—03—C19 116,33 (11) C12—C7—H7 119,8
N2—C15—C6 111,39 (11) C8—C7—H7 119,8
N2—C15—C16 114,64 (11) C3—C4—C5 120,22 (16)
C6—C15—C16 110,07 (11) C3—C4—H4 119,9
N2—C15—H15 106,8 C5—C4—H4 119,9
C6—C15—H15 106,8 C4—C5—Co 120,67 (15)
C16—C15—H15 106,8 C4—C5—HS5 119,7
C14—N2—C15 115,15 (10) C6—C5—HS>5 119,7
C14—N2—H2N 111,8 (9) C12—C11—C10 120,44 (15)
C15—N2—H2N 110,0 (10) C12—C11—H11 119,8
C11—C12—C7 118,61 (13) C10—C11—H11 119,8
C11—C12—C13 118,31 (12) 04—C16—05 124,52 (15)
C7—C12—C13 122,99 (12) 04—C16—C15 124,07 (16)
02—C18—03 123,96 (12) 05—C16—C15 111,41 (12)
02—C18—C14 125,39 (12) C4—C3—C2 119,61 (15)
03—C18—C14 110,51 (10) C4—C3—H3 120,2
01—C13—N1 120,90 (12) C2—C3—H3 120,2
01—C13—C12 122,21 (12) C9—C10—C11 120,49 (15)
N1—C13—C12 116,86 (11) C9—C10—H10 119,8
C6—C1—C2 120,23 (15) C11—C10—H10 119,8
C6—C1—H1 119,9 c3—C2—C1 120,43 (16)
C2—C1—H1 119,9 C3—C2—H2 119,8
C1—C6—C5 118,82(13) C1—C2—H2 119,8
C1—C6—C15 121,92 (12) 05—C17—H17A 109,5
C5—C6—C15 119,17 (12) 05—C17—H17B 109,5
C8—C9—C10 119,61 (14) H17A—C17—H17B 109,5
C8—C9—H9 120,2 05—C17—H17C 109,5
C10—C9—H9 120,2 H17A—C17—H17C 109,5
C16—05—C17 116,64 (16) H17B—C17—H17C 109,5
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C9—C8—C7 120,38 (15)
N2—C14—N1—C13 —68,46 (15) N2—C15—C6—C5 —175,99 (12)
C18—C14—N1—C13 | 5743 (15) | C16—C15—C6—C5 —47,69 (17)
N1—C14—N2—C15 —64,44 (15) C10—C9—C8—C7 -1,2(2)
C18—C14—N2 168,63 (10) C15 C11—C12—C7—C8 —1,0 (2)
C6—C15—N2—C14 -158,86 (11) | C13—C12—C7—C8 —175,46 (13)
C16—C15—N2—C14 75,32 (15) C9—C8—C7—C12 0,3(2)
C19—03—C18—02 | —0,1(2) C3—C4—C5—C6 0,3 (2)
C19—03—C18—C14 175,61 (13) C1—C6—C5—C4 1,1(2)
N2—C14—C18—02 |-724(17) | C15—C6—C5—C4 ~175,50 (14)
N1—C14—C18—02 -136,67 (13) | C7T—C12—C11—C10 -1,4(2)
N2—C14—C18—03 177,07 (11) C13—C12—C11—C10 175,25 (16)
N1—C14—C18—03 47,65(14) C17—05—C16—04 0,2 (2)
C14—N1—C13—01 —6,90 (19) C17—05—C16—C15 179,10 (13)
C14—N1—C13—C12 171,27 (10) N2—C15—C16—04 —131,74 (15)
C11—C12—C13—01 -13,9 (2) C6—C15—C16—04 101,76 (17)
C7—C12—C13—01 162,54 (13) N2—C15—C16—05 49,39 (16)
C11—C12—C13—N1 167,94 (13) C6—C15—C16—05 =77,11 (14)
C7—C12—C13—N1 —15,60 (19) C5—C4—C3—C2 -0,4 (3)
C2—C1—C6—C5 1202 C8—C9—C10—C11 0.8 (3)
C2—C1—C6—C15 175,29 (14) C12—C11—C10—C9 0,5(3)
N2—C15—C6—C1 7,55 (18) C4—C3—C2—C1 03 (3)
C16—C15—C6—C1 135,86 (14) C6—C1—C2—C3 0,5(2)

Tableau 6 : Géométrie de la liaison hydrogéne (A, °)

D—H- "4 D—H |H+"+A4 |D+++*4 |D—H-*"++4
NI—HIN - + - O 0,85 (1) |2,09(1) 29147 (15) | 162 (1)
N2—H2N - - - Cg2i 0.85(1) | 2,52 (1) 28334 (15) | 103 (1)
C5—H5+ + * Cg3 0.95 2,44 2.8000 (18) | 102
C20—H20 = + - Cglit 0,95 2,58 3,4530 (18) 153

Codes de Symétrie : (i) —x+1, y—1/2, —z+1/2; (i) —x+1, y+1/2, —z+1/2; (iii) x+1/2, =—1/2, —=.
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III. Synthese 2-((1-benzamido-2-méthoxy-2-oxoéthyl)amino)-3-(1H-indol-2-
yl)propanoate de méthyle 2¢

IL.1. Synthése de I’ester méthylique du tryptophane sous forme hydrochloré ¢

L’estérification du L-tryptophane est effectuée en passant un courant d’HCI gazeux dans le
méthanol anhydre. L’ester méthylique du tryptophane a été obtenu sous forme hydrochloré avec

un rendement de 1’ordre de 92% (schéma45).

H,N CO,H HCL, HN CO,CH
2 2 HCI gaz/ MeOH 2 Z¥rs

“°NH Z NH

Schéma 45

Le spectre RMN 'H du produit ¢ présente les signaux caractéristiques suivants :
-Un signal a 2,9ppm attribuable aux deux protons méthyléniques CHo.
-Un signal singulet a 3,5 ppm relatif aux protons méthyliques du groupement carboxylate.
-Un signal a 3,8ppm attribuable au proton CH 1ié¢ a CHa.
-Un signal singulet a10.8ppm attribuable au proton du groupement NH cyclique.
I11.2. Réaction de substitution

Par la méme stratégie de synthése, I’azide 1 a été substitué par le 2-amino-3-(1H-indol-2-

yl)propanoate de méthyle ¢ selon la procédure décrite dans le schéma suivant :

NH2 ,HCI1
< 2 S go CH
H N \ I Zs H
NYCOZCHs H - N COZCH3
N3 DIEA/ Acétone HN_ CO,CH,
1
=
2¢ NH
Schéma 46

La réaction de N-alkylation de I’ester méthylique du tryptophane ¢ par 1’a-azidoglycinate de

méthyl N-protégé 1 a été suivie par CCM le long de la durée réactionnelle, ce qui nous a révélé
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la consommation partielle au fils du temps des réactifs et la formation d’un nouveau produit.
Le produit souhaité 2¢ est obtenu avec un rendement de 1’ordre de 86% apres recristallisation
dans I’acétone [47].

Son spectre RMN !'H enregistré dans CDCls(Figure 9), présente entre autres, les signaux
caractéristiques suivants :

-Un signal a 2,9ppm attribué aux deux protons CHadu tryptophane.

-Un signal a 3ppm attribué au proton du NH du tryptophane acyclique.

-Deux signaux singulets respectivement a 3,3ppm et 3,5ppm relatifs aux protons des deux
méthyles du groupe méthoxy.

-Un signal a 3,8ppm attribuable a un proton du CH-CHo.

-Un signal a 5,2ppm attribuable au proton N-CH-N.

-Un doublet centré a 9ppm attribuable au proton NH-CO-Ph.

-Un singulet a 10.8ppm qui correspond au proton NH du tryptophane cyclique.

-Les protons aromatiques résonnent sous forme de multiplet entre 6,8 ppm et 7,8 ppm.

- .EZ!j--_c-_..--:_ LIE ::'-:. O -:-ZE.' .| 33‘!:3-::!.: :::..:'_.".:.ZJ:.-TL: . | | B -%qﬁ?l
i i e e SR ke e ety G DL L o asEnnazc D

v ERT
]
i
i

148
ac

14 13 12 11 10 -] & T B 5 4 3 2 1 ppm

Figure 9 : Spectre RMN 'H du produit 2¢

Le spectre RMN 3C du produit 2¢, enregistré dans DMSO, présente entre autres, les signaux

suivants :
- Un signal a 39.1 ppm attribuable au carbone CHz du tryptophane.
- Deux signaux a 51.7 ppm et 52,6 ppm correspondants aux deux carbones méthyliques des

deux fonctions esters.
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- Un signal a 59.0 ppm qui correspond au carbone CH-CHa.
-Un signal a 64.1 ppm relatif au carbone N-CH-N.
- Les carbones cétoniques des trois groupements carboxylates (-CO2CHs) résonnent

respectivement a 166.5ppm et 170.3 ppm et 174.39ppm.

are 3
tus 3
- £

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 ITO 180 150 @0 130 120 3 10D =0 &0 TD =0] =2 i 30 Z0 (R

Figure 10 : Spectre RMN *Cdu composé 2¢

82



Partie 11 Chapitre 2
é | | WHLGH.GH, + CHyindol 3
= £
10 Hee § | /8 |
= Wi NHEz r ; | o
g ! | i LA pom
B ;i
o I
5 2
% DMSO
- - -
s - = i 3
= —.,;‘E ‘I:g,'l’l
OCH, ﬂé a
£
I 5
= 2 = 1 L o
2 (]
B = , 'l-ﬂ' ri
ﬁ - e@m e
— & w .
= - 2 23 16 9
NHEz all s fod |
20 a8 r 1 |f
L. H‘rtl €ogCHy [ 10
el
. ";f: -1{111 5 1
' ~12
12 11 10 9 8 7 3 2 1 ppm

Figure 11 : Spectre homonucléaire "H-"H 2D du composé 2¢
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Figure 12 : Spectre hétéronucléaire 2D"H-"3C du composé 2¢

Tableau 7 : Données spectrales de RMN 'H (300.13 MHz) et 1*C (75.47 MHz) pour le produit 2¢

en DMSO, y compris les résultats obtenus par corrélation 2D hétéronucléaire et homonucléaire

(J en Hz et 6H en ppm) et (6C en ppm).

Position OH ocC Corrélation H-H Corrélation C-H
1 3,28 (s) 51,78 3H1-3H1 Cl1-3H1
2 - 166,61 - _

1’ 3,64 (s) 52,61 3H"-3H" C!-3H"
2’ - 174,8 - -
5,25-5,31(dd, J1 = 1H3*-1H?; 1H*-1H%; -
3 10,17; 2 =1,73) 64,18 1H3-1H'® C-1H
1H*1H* 1H*1H?;
4 2,94-3,02 THA 11 i
- 1H>-1H>; 1H>-1H%
5 3,67-3,72(t, J=6,90) 59,06 15216 -
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6 2,94-3,02 (m) 29,18 | 2HC-2HC; 2HS-1HS Co-2H°
9 10,9(S) - 1H°-1H®; 1HO-1H8 ;
1H!S-1H!6; 1H®-

16 9,1(s) . T _
17 - 170,38 . .

7,8; 10— 109,80 -

15 et 18— 6,93-7,82 (m) - 10Har-110§9ar, TH- 10Car-10Car
23 136,48

Le spectre de masse en mode MS-ESI du composé 2¢, présente un pic moléculaire m/z = 409,22

correspondant a 1’ion moléculaire [M]*

vl

1#6 RT: 012

AV: 1 NL: 818E6
T: +c ESIFullms [ 150 .00-2000.00]
288 83

100 201.97

o]

M+Na

Chemical Formula: C5pHy3N3Os H |
. CH;

M+ Molecular Weight: 409,44
432.05 }
318.34 H
409.60
2M+Na
346.35 627 28
362.28 567.49 840.67
556.60 | 616.94 686267 750.67 79664 856.12 961 .19
! lluh 1 Y o .‘|‘L\ ) T IL u .!i._ gl ), J,nﬂ \lnll NIRTAPIN( W RTOUN TR T i yLealip L [ PR PO P Pl M
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Figure 13 : Spectre de masse du produit 2¢

Les données spectrales (RMN, MS) sont en parfait accord avec la structure proposée pour le

composé 2¢. La structure du composé 2¢ a été confirmée davantage par les données de la

diffraction des rayons-X.

I11.3.

Etude de la structure du 2-((1-benzamido-2-méthoxy-2-oxoéthyl)-

amino)-3-(1H-indol-2-yl)propanoate de méthyle 2¢

La résolution structurale de la molécule du composé C22H23N30:2 est approximativement en

forme de U. Cette conformation est influencée par une interaction intramoléculaire C5-HS...

Cg3.L’angle diedre formé entre I’indole et le noyau phényle est de I’ordre de 80.76 (9) °. [48].
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Figure 14 : Vue ORTEP du composé 2¢
Le 2-((1-benzamido-2-méthoxy-2-oxoéthyl)amino)-3-(1H-indol-2-yl)propanoatede méthyle
2¢ de formule brute C22H23N302 cristallise dans le systeme Orthorhombique, de groupe

d’espace P212121[48].
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Figure 15 : Vue partielle de ’assemblage des molécules dans la maille selon ’axe b

Le tableau 8 récapitule les données cristallographiques, les conditions de la collecte et les

résultats de I’affinement, les autres parameétres seront présentés dans les tableaux 9, 10 et 11, le

tableau 12 regroupe les résultats de la géométrie de liaison hydrogéne (A, °)

Tableau 8 : Données cristallographiques du composé C;H;3N30:3.

Formule moléculaire C22H23N30s
Masse moléculaire 409,43
Température 293K
Longueur d’onde (Mo, k) 0,71073 A

Systéme cristalline

Orthorhombique, P212:2

Parameétres de la maille

a=9,5716(3) A
b=11,6875(4) A
c=18,1827(6) A

Volume 2034,06(12) A3
Z 4

Densité calculée 1,337 Mg m™
F(000) 864
Coefficient d’absorption 0,10 mm'!
Théta 1,3a457°

Indices limites

-12<h<12;-15<k<15;-23<1<23
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Nombre de reflections avec 1>26(I) 4359
Rint 0,027
wR(F?) 0,097

Tableau 9 : Paramétres de positions atomiques et coefficients isotropiques Uiso*/Usq (A%) de

C22H23N305
Atomes x y 4 Uiso*/Uéq
C7 0,71253(18) 0,07261 (14) 0,23815 (10) 0,0313 (3)
Cé6 0,77399 (19) —0,04380 (14) 0,22646 (10) 0,0309(3)
Cs 0,7366 (2) —0,11460 (15) 0,16841 (10) 0,0361 (4)
HS5 0,6644 —0,0934 0,1370 0,043*
C1 0,8802 (2) —0,07750 (17) 0,27415 (11) 0,0393 (4)
HI 0,9056 —0,0306 0,3133 0,047*
C4 0,8070 (2) —0,21720 (17) 0,15728 (13) 0,0464 (5)
H4 0,7830 —0,2640 0,1179 0,056*
C2 0,9483 (2) —0,18102 (19) 0,26330 (14) 0,0486 (5)
H2 1,0180 —0,2041 0,2957 0,058%*
C3 0,9124 (2) —0,24964 (19) 0,20450 (14) 0,0510 (5)
H3 0,9596 —0,3181 0,1967 0,061%*
N1 0,58969 (17) 0,09702 (13) 0,20564 (9) 0,0349 (3)
C8 0,52998 (19) 0,21167 (15) 0,21117 (10) 0,0327 (4)
HS8 0,5171 0,2306 0,2632 0,039*
Cc9 0,6299 (2) 0,29926 (15) 0,17664 (11) 0,0365 (4)
Ol 0,77431 (17) 0,14492 (12) 0,27462 (9) 0,0497 (4)
o3 0,61318 (19) 0,40054 (12) 0,20853 (9) 0,0517 (4)
02 0,70594 (19) 0,28145 (14) 0,12588 (10) 0,0582 (4)
C10 0,6864 (3) 0,4950 (2) 0,17486 (19) 0,0675 (7)
HIOA 0,6760 0,5621 0,2049 0,101*
HI10B 0,6480 0,5094 0,1270 0,101*
HI10C 0,7837 0,4764 0,1704 0,101*
N2 0,39521 (17) 0,21076 (14) 0,17551 (9) 0,0352 (3)
Cl12 0,3859 (2) 0,33133 (17) 0,06305 (11) 0,0401 (4)
Cl1 0,3936 (2) 0,21081 (15) 0,09530 (10) 0,0340 (4)
HI11 0,4796 0,1744 0,0777 0,041%*
C13 0,3913 (3) 0,4341 (2) —0,04853 (15) 0,0638 (7)
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HI3A 0,4554 0,4918 —0,0320 0,096*
HI13B 0,2972 0,4595 —0,0403 0,096*
HI3C 0,4052 0,4205 —0,1001 0,096*

05 0,41550(19) 0,32938 (14) —0,00816(9) 0,0514(4)
04 0,3559 (3) 0,41515 (15) 0,09638 (11) 0,0743
N3 0,2625 (2) —0,15885 (14) 0,13318 (10) 0,0431 (4)
C17 0,3845 (2) —0,05961 (16) 0,04926 (10) 0,0370 (4)
Cl6 0,2847 (2) 0,01589 (16) 0,08328 (11) 0,0379 (4)
Cl4 0,2676 (2) 0,14084 (17) 0,06700 (12) 0,0413 (4)
HI14A 0,1828 0,1686 0,0902 0,050*
H14B 0,2583 0,1516 0,0143 0,050*
CI5 0,2145 (2) —0,04813 (17) 0,13370 (11) 0,0422 (4)
H15 0,1441 —0,0208 0,1642 0,051*
C22 0,3673 (2) —0,16815 (16) 0,08245 (11) 0,0381 (4)
C18 0,4861 (2) —0,0466 (2) —0,00585 (12) 0,0480 (5)
HI18 0,4993 0,0237 —0,0288 0,058*
C21 0,4464 (3) —0,26306 (19) 0,06147 (12) 0,0481 (5)
H21 0,4324 —0,3344 0,0829 0,058*
C19 0,5659 (3) —0,1399 (2) —0,02529 (14) 0,0584 (6)
HI19 0,6345 -0,1318 —0,0611 0,070*
C20 0,5456 (3) —0,2470 (2) 0,00800 (14) 0,0564 (6)
H20 0,6007 —-0,3085 —0,0065 0,068*
H2N 0,343 (3) 0,2689 (19) 0,1905 (14) 0,047 (7)*
HIN 0,537 (2) 0,0475 (18) 0,1878 (12) 0,036 (6)*
H3N 0,233 (3) —0,212 (2) 0,1624 (15) 0,070 (9)*

Tableau 10 : Paramétres de déplacement atomiques (U11, U22, U33, U12, U13, U23) (A2)

Atomes | Ul U22 U33 U12 Ui3 U23
C7 | 0,0333(8) | 0,0256 (7) | 0,0350 (8) | —0,0013(7) | 0,0002 (7) | —0,0008 (6)
C6 | 0,0307 (8) | 0,0247 (7) | 0,0373 (8) | —0,0019(6) | 0,0032(7) | 0,0033 (6)
C5 | 0,0382(9) | 0,0278 (8) | 0,0422(10) | —0,0006(7) | 0,0000 (8) | 0,0005 (7)
Cl | 0,0341(8) | 0,0367 (9) | 0,0472(10) | —0,0005(8) | —0,0037 (8) | 0,0032 (8)
C4 |0,0507(11) | 0,0310 (9) | 0,0574(12) | —0,0001(8) | 0,0075(9) | —0,0088 (8)
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C2 0,0337 (9) | 0,0427(11) | 0,0694(14) | 0,0071 (8) | —0,0038 (9) | 0,0087 (10)
C3 0,0427(11) | 0,0310 (9) | 0,0793(15) | 0,0081 (8) | 0,0102 (10) | —0,0008(10)
N1 0,0366 (8) | 0,0219 (6) | 0,0463 (8) | 0,0003 (6) | —0,0065 (7) | —0,0013 (6)
C8 0,0366 (9) | 0,0256 (8) | 0,0358 (8) | 0,0032(7) | —0,0010 (7) | 0,0002 (7)
C9 0,0394 (9) | 0,0290 (8) | 0,0411 (9) | 0,0009 (7) | —0,0015 (8) | 0,0024 (7)
Ol 0,0485(8) | 0,0338(7) | 0,0669(9) | 0,0035(6) | —0,0163(7) | —0,0159(7)
03 0,0640(10) | 0,0268 (7) | 0,0643 (9) | —0,0053(7) | 0,0080 (8) | —0,0036 (6)
02 0,0665(10) | 0,0450 (8) | 0,0630(9) | —0,0052(8) | 0,0244 (9) | —0,0024 (7)
C10 0,0796(18) | 0,0320(11) | 0,0910(19) | —0,0118(11) | 0,0063 (16) | 0,0059 (12)
N2 0,0335(7) | 0,0330(7) | 0,0391 (8) | 0,0057 (6) 0,0023 (6) 0,0022 (6)
C12 0,0409(10) | 0,0335(9) | 0,0460(10) | 0,0008 (8) 0,0002 (8) 0,0089 (8)
Cll1 0,0343 (8) | 0,0279 (8) | 0,0396 (9) | 0,0044 (7) | —0,0009 (7) | 0,0047(7)
C13 0,0725(16) | 0,0576(15) | 0,0614(14) | —0,0001(13) | —0,0020(13) | 0,0283 (12)
05 0,0655(10) | 0,0446 (8) | 0,0442 (8) | 0,0014 (7) | —0,0002 (7) | 0,0135(6)
04 0,121(18) | 0,0361 (8) | 0,0655(11) | 0,0202 (10) | 0,0198 (11) | 0,0083 (8)
N3 0,0521(10) | 0,0345 (8) | 0,0429 (9) | —0,0053 (7) | 0,0003 (8) 0,0085 (7)
C17 0,0414(10) | 0,0336 (9) | 0,0360 (9) | —0,0049 (8) | —0,0063 (8) | 0,0004 (7)
Clé6 0,0416(10) | 0,0335(9) | 0,0386 (9) | —0,0027 (8) | —0,0074 (8) | 0,0023 (7)
Cl14 0,0405(10) | 0,0345(9) | 0,0488(11) | —0,0003 (8) | —0,0099 (9) | 0,0080 (8)
C15 0,0457(10) | 0,0388 (9) | 0,0421(10) | —0,0012 (9) | 0,0009 (9) 0,0026 (8)
C22 0,0417(10) | 0,0340 (9) | 0,0386 (9) | —0,0050 (8) | —0,0091 (8) | —0,0005 (8)
C18 0,0519(12) | 0,0469(12) | 0,0451(11) | —0,0085(10) | 0,0022 (9) 0,0012 (9)
C21 0,0572(12) | 0,0339(10) | 0,0534 12) | —0,0001 (9) | —0,0111(10) | —0,0056 (9)
C19 0,0559(14) | 0,0651(15) | 0,0543(13) | —0,0040(12) | 0,0085 (11) | —0,0120(11)
C20 0,0565(13) | 0,0512(12) | 0,0614(13) | 0,0065 (11) | —0,0012(11) | —0,0177(11)

Tableau 11 : Paramétres géométriques (A, °) de C20H23N305
C7—01 1,226 (2) C12—05 1,326 (3)
C7—N1 1,347 (2) C12—C11 1,528 (2)
C7—Co6 1,497 (2) C11—C14 1,546 (3)
C6—C5 1,388 (3) C11—H11 0,980
C6—C1 1,393 (3) C13—05 1,446 (3)
C5—C4 1,391 (3) C13—H13A 0,9600

90




Partie 11 Chapitre 2
C5—HS5 0,9300 C13—H13B 0,9600
C1—C2 1,388 (3) C13—H13C 0,9600
C1—H1 0,9300 N3—C22 1,367 (3)
C4—C3 1,378 (3) N3—C15 1,373 (3)
C4—H4 0,9300 N3—H3N 0,87 (2)
C2—C3 1,380 (3) C17—C18 1,405 (3)
C2—H2 0,9300 C17—C22 1,414 (3)
C3—H3 0,9300 C17—C16 1,440 (3)
N1—C8 1,460 (2) C16—C15 1,361 (3)

N1—HIN 0,831(19) C16—C14 1,499 (3)
C8—N2 1,444 (2) C14—H14A 0,9700
C8—C9 1,535 (3) C14—H14B 0,9700
C8—HS8 0,9800 C15—H15 0,9300
C9—02 1,194 (3) C22—C21 1,396 (3)
C9—O03 1,328 (2) C18—C19 1,377 (4)
03—C10 1,444 (3) C18—H18 0,9300

C10—H10A 0,9600 C21—C20 1,372 (4)
C10—H10B 0,9600 C21—H21 0,9300
C10—H10C 0,9600 C19—C20 1,404 (4)

N2—C11 1,459 (2) C19—H19 0,9300

N2—H2N 0,89 (2) C20—H20 0,9300
C12—04 1,187 (3)

01—C7—N1 120,83 (16) N2—C11—C12 112,63 (16)
01—C7—C6é6 120,90 (16) N2—C11—C14 109,92 (16)
N1—C7 118,24 (15) C6 C12—C11—C14 —108,79 (15)
C5—C6—C1 119,54 (17) N2—C11—H11 108,5
C5—C6—C7 123,24 (16) C12—C11—H11 108,5
C1—C6—C7 117,08 (16) C14—C11—H11 108,5
C6—C5—C4 119,97 (18) 05—C13—H13A 109,5
C6—C5—HS5 120,0 05—C13—H13B 109,5
C4—C5—H5 120,0 H13A—C13—H13B 109,5
C2—C1—Ce6 120,0 (2) 05—C13—H13C 109,5
C2—C1—H1 120,0 H13A—C13—H13C 109,5
C6—C1—H1 120,0 H13B—C13—H13C 109,5
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C3—C4—C5 120,1 (2) C12—05—C13 116,56 (19)
C3—C4—H4 119.9 C22—N3—C15 108,96 (16)
C5—C4—H4 119,9 C22—N3—H3N 127 (2)
c3—C2—C1 120,0 (2) C15—N3—H3N 124 (2)
C3—C2—H2 120,0 C18—C17—C22 118,80 (19)
C1—C2—H2 120,0 C18—C17—C16 134,39 (19)
C4—C3—C2 120,33(19) C22—C17—C16 106,81 (18)
C4—C3—H3 119,8 C15—C16—C17 106,25 (17)
C2—C3—H3 119,8 C15—C16—C14 127,9 (2)
C7—N1—C8 120,39 (15) C17—C16—C14 125,78 (19)

C7—N1—HIN 123,4 (16) C16—C14—C11 111,37 (16)
C8—N1—HIN 115,5 (16) C16—C14—H14A 109,4
N2—C8—N1 108,18 (15) C11—C14—H14A 1094
N2—C8—C9 112,20 (15) C16—C14—H14B 109,4
N1—C8—C9 109,88 (15) C11—C14—H14B 1094
N2—C8—HS8 108,8 H14A—C14—H14B 108,0
C9—C8—HS8 108,8 C16—C15—H15 124,8
02—C9—O03 124,51 (19) N3—C15—H15 124,8
02—C9—C8 125,43 (18) N3—C22—C21 130,20 (19)
03—C9—C8 109,93 (16) N3—C22—C17 107,58 (17)
C9—03—C10 115,99 (19) C21—C22—C17 122,2 (2)
03—C10—H10A 109,5 C19—C18—C17 118,8 (2)
03—C10—H10B 109,5 C19—C18—H18 120,6
H10A—C10—H10B 109,5 C17—C18—H18 120,6
03—C10—H10C 109,5 C20—C21—C22 117,4 (2)
H10A—C10—H10C 109,5 C20—C21—H21 121,3
H10B—C10—H10C 109,5 C22—C21—H21 121,3
C8—N2—C11 117,27 (15) C18—C19—C20 121,2 (2)
C8—N2—H2N 111,2 (17) C18—C19—H19 119,4
C11—N2—H2N 107,5 (16) C20—C19—H19 119,4
04—C12—05 124,37 (19) C21—C20—C19 121,6 (2)
04—C12—C11 125,23 (19) C21—C20—H20 119,2
05—C12—C11 110,40 (17) C19—C20—H20 119,2
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Tableau 12 : Géométrie de la liaison hydrogéne (A, °)
D—H "= - - D—H H- - -4 D= = 4 D—H "= - -
A

N3—H3N - - - Ol 0,87 (2) 2,03 (2) 2,862 (2) 162 (3)
N2—H2N = = - Cg2il 0,89 (2) 2,65 (3) 3,4451 (18) 149 (2)
C5—HS5 - = = Cg3 0,93 2,83 3,662 (2) 149

C20—H20 - - - Cglii 0,93 2,83 3,684 (3) 154

Cgl, Cg2 et Cg3 sont les centroides des cycles N3 / C15-C17 / C22, C1-C6 et C17-C22, respectivement.
Codes de Symétrie : (i) —x+1, y—1/2, —z+1/2; (ii) —x+1, y+1/2, —z+1/2; (iii) x+1/2, —y—1/2, —z.

IV. Synthése du 2-((1-benzamido-2-méthoxy-2-oxoéthyl)amino)-3-phényl-
propanoate de méthyle 2d

IV.1.

d

Synthése de I’ester méthylique de la phénylalanine sous forme hydrochloré

La L-phénylalanine a nécessité une estérification par barbotage de 1’acide chlorhydrique gazeux
dans le méthanol anhydre [7]. L’ester méthylique de la phénylalanine sous forme hydrochloré

a été obtenu avec un rendement de I’ordre de 92% (schéma 47).

CO,H MeOH/ HCI

NH,

Schéma 47

CO,CH;,
HCI

d

L’analyse du spectre RMN 'H du composé montre la présence des signaux caractéristiques

suivants :

-Un doublet dédoublé centré a 3ppm intégrant deux protons relatifs aux protons benzylique
(Ph—CH>).

-Un singulet a 3,2 ppm relatif aux protons méthylique de la fonction ester (-CO2CH3).
-Un triplet centré a 4,3 ppm correspondant au proton (N—-CH-CO2CH3).
Iv.2.

Réaction de substitution

Par la méme stratégie de synthése adoptée par notre laboratoire, I’azide 1 a été substitué par

I’ester méthylique de la phénylalanine d, comme le montre le schéma suivant :
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C02I9|CH|3 O CO,Me
d mHz’ NN
N__CO,CH, H
?\l/ > COo,M )\
3 DIEA/ Acetone 2Vie

1 0

Schéma 48

La réaction de N-alkylation de I’ester méthylique de la phénylalanine d par I’a- azidoglycinate
de méthyl N-protégé 1 a été suivie par CCM le long de la durée réactionnelle, ce qui nous a
révélé la consommation partielle des réactifs et la formation d’un nouveau produit. Le produit
souhaité 2d est obtenu avec un rendement de 1’ordre de 70% apres recristallisation dans un

mélange (hexane / éther) (5 :5).

Son spectre RMN 'H enregistré dans CDCls (Figure 16), présente en plus des signaux

attribuables aux protons aromatiques les signaux caractéristiques suivants :
-Un signal large a 2,7ppm attribuable au proton de I’amine secondaire de la phénylalanine.
-Un multiplet a 3ppm intégrant 2 protons assigné aux protons benzyliques CHa-.

-Deux singulets a 3,5 ppm et 3,8ppm relatifs aux protons méthyliques des deux fonctions esters

(-CO2CH3).
-Un signal a 3,9ppm qui correspond au proton -CH-CH2-Ph.
-Un signal a 5,5ppm correspondant au proton N-CH-N.

-Un doublet centré a 6,7 ppm et 6,8ppm relatif au proton -NH-CO-Ph.
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Figure 16 : Spectre RMN "H du composé 2d

Le spectre RMN '*C du produit 2d, enregistré dans le CDCl3, présente entre autres, les signaux

suivants :

- Un signal a 39.7 ppm attribuable au carbone -CH>-Ph.

- Deux signaux 51.9 ppm et 52,7 ppm attribuables aux deux carbones méthyliques des deux
fonctions ester.

- Un signal a 59.6 ppm attribuable au carbone - CH-CH2-Ph.

- Un signal a 64.4 ppm relatif au carbone N-CH-N.

- Les carbones cétoniques des trois groupements carboxylates (-CO2CH3) résonnent

respectivement a 166.8 ppm et 170.0 ppm et 175.5 ppm.
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Figure 17 : Spectre RMN BC du composé2d

Le spectre de masse du composé 2d isolé¢ présente un pic moléculaire a m/z

(Figurel8).
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Figure 18 : Spectre de masse du composé 2d

Sur la base des données spectroscopiques, nous nous proposons la structure 2-((1-benzamido-

2-méthoxy-2-oxoéthyl)amino)-3-phénylpropanoate de méthyle pour le compos¢ 2d.
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V. Syntheése du 1-(1-benzamido-2-méthoxy-2-oxoéthyl)pyrrolidine-2-carbo-
xylate de méthyl 2e

V.1.Synthese de I’ester méthylique de la proline sous forme de chlorhydrate e

La protection de la fonction acide de la L-proline est effectuée en faisant un barbotage de HCI
gazeux dans le méthanol pur. L’hydrochloré de la proline est obtenu avec un rendement de

I’ordre 92%(schéma49).

H HCI, H

N _CO,H N _CO,CH;,
Q/ HCI gaz/ MeOH Q/

Schéma 49

Sur le spectre RMN 'H du produit e, on note en particulier la présence des signaux

caractéristiques suivants :
- Un signal a 2,9 ppm correspondant au proton CH-pyrrolidine.

- Les protons méthyléniques du cycle pyrrolidine résonnent respectivement a 3,1 ppm, 3,4 ppm

et 3,6 ppm.
- Un singulet a 3,7 ppm relatif aux protons méthyliques de la fonction carboxylate.

V.2.Réaction de substitution

Le composé 1 a été substitué¢ par 1’ester méthylique de la proline e suivant la réaction de N-

alkylation décrite dans le schéma suivant :

HCl, CO,CH3
NYCOZCH3 e H CO,CHj,4
N, - T
1 DIEA/ Acétone CO,CHj5
"
Schéma 50

La réaction de N-alkylation de I’ester méthylique de la proline e par I’a- azidoglycinate de
méthyl N-protégé 1 a été suivie par CCM le long de la durée réactionnelle, ce qui nous a révélé
la consommation partielle des réactifs et la formation d’un nouveau produit. Le produit souhaité

2e est obtenu avec un rendement de 1’ordre de 80% apres recristallisation dans 1’éther pur.
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Le spectre RMN 'H (300 MHz) du produit 2e, enregistré dans le CDCl3, présente entre autres

les signaux caractéristiques suivants :
- Un signal a 2,9 ppm correspondant au proton CH pyrrolidine.

- Les protons méthyléniques du cycle pyrrolidine résonnent respectivement a 3,1ppm, 3,4 ppm

et 3,6 ppm.
- Un singulet a 3,7ppm relatif aux protons méthyliques de la fonction carboxylate.

-Deux singulets a 3,5 ppm et 3,8 ppm relatifs aux protons méthyliques des deux fonctions esters

(-CO2CH3).
-Un signal a 4,3ppm relatif au proton du -CH-Glycine.

-Un signal a 5,8ppm correspondant au proton du-NH-Glycine

Spectre 1H de OK17bis (CDC13) EL HALLAOUI m
v - - ~ . - - - - P T BCNH

M _.
II| |II III W |II Ili‘ll I|| ||||| |
I/ { |V
_;"I VY I'.\ . I'u' I\Jﬂdw\-'\_t“ll I\ﬂ_‘
N T T T
—— 3.9 3.4 3.7 ppm
- - ’\_M_Ml
[ / U LL‘.L_,_,—ALJ uLpL.
] ] JUL L (R I
Hes] R E (e sk
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Figure 19 : Spectre RMN "H du composé 2e

Le spectre RMN '3C du produit 2e, enregistré dans le CDCls, présente entre autres, les signaux
caractéristiques suivants :

- Les trois carbones CHz-pyrrolidine résonnent respectivement a 23.8ppm, 29.7ppm et 47.4ppm
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- Un signal a 61.1ppm attribuable au carbone -CH- pyrrolidine.

- Deux signaux a 51.7ppm et 52,1ppm correspondants aux deux carbones méthyliques des deux
fonctions esters.

- Un signal a 85.8ppm relatif au carbone CH-Glycine.

- Les carbones cétoniques des trois groupements carboxylates (-CO2CHs) résonnent

respectivement a 167.4ppm et 170.2ppm et 172.7ppm.

Spectre 13C de OKl17bis (CDC13) EL HALLAQUI ( i: )

T T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figure 20 : Spectre RMN 3C du composé 2e
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Les points de fusion, ont été pris a I’aide du banc koffler et un appareil Buchi en capillaires.

Les spectres RMN du proton et du carbone 13 ont été¢ enregistrés sur un spectrometre BRUKER
Avance II (300 MHz) au Centre Universitaire Régional d'Interface, (CURI) de I’Université Sidi
Mohamed Ben Abdallah de Fés. Les déplacements chimiques & sont donnés en ppm. La

multiplicité des signaux observés est indiquée par une lettre minuscule : s, d, t, q, dd, ma, s.e.

Les analyses ¢lémentaires ont été effectuées par le Centre National pour la Recherche

Scientifique et Technique / Rabat (CNRST).

Les spectres de masse ont été enregistrés a I’aide d’un spectrométre LCQ Advantage, Thermo
Electron, mode d’ionisation Electrospray, au Centre National pour la Recherche Scientifique et

Technique / Rabat (CNRST).

La chromatographie sur couche mince (CCM) a été réalisée sur des plaques Kieselgel 60 SIL
G/UV 254 de Macherey-Nagel. Les plaques ont été révélées sous une lampe de la lumiére
UV(254 nm ou 365 nm). La séparation des produits par chromatographie sur colonne a été
effectuée sur gel de silice Matrex (60 A, 35-70 um).

Le tétrachlorure de carbone et le dichlorométhane sont préséchés sur chlorure de calcium,
neutralisés par le carbonate de sodium puis distillés sur P2Os. Le méthanol et 1’éthanol sont

distillés sur magnésium, I’éther est distillé sur sodium.
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I. Synthésedea,b,c,dete
Une solution de 25 mmoles d’acide aminé dans 120 ml de méthanol anhydre est saturée par un

courant d’acide chlorhydrique gazeux pendant 2 heures, le solvant est évaporé sous vide, 200
ml de méthanol sont alors ajoutés et la solution est saturée une deuxi¢me fois par un courant
d’acide chlorhydrique (2 heures). Le méthanol est évaporé sous vide et le résidu obtenu est

précipité par addition d’éther anhydre.

HCL,H,N CO,CH,
\/

Chlorydrate de 2-aminoacétate de méthyle a
Rdt. : 92 % (solide blanc).
F=173°C.
Spectre de RMN 'H, 6 ppm (DMSO-d6) : 3.5 (s, 3H, OCHz); 3.3 (s, 2H, NH-CHz)

Spectre de RMN 13C, § ppm (DMSO-d6) : 46.85 (1C, CH2-C); 51.87 (1C, OCH3)

CO,CH,
NH, -HCI

Chlorydrate de 2-amino-2-phénylacétate deméthyle b
Rdt. : 92 % (solide blanc).
F =190 °C.
Spectre de RMN 'H, § ppm (DMSO-d6): 3.7 (s, 3H, OCH3); 5.19 (s, 1H, NH-CH-Ph); 7.35-
7.45 (m, SHarom)

Spectre de RMN 13C, § ppm (DMSO-d6): 52.88 (1C, OCHz3); 61.97 (1C, -CH-Ph) 127.13-
137.48 (5C, Carom); 173.63(1C, CO)

HCLH,N_CO,CH,

= “NH

Chlorydrate de 2-amino-3-(1H-indol-3-yl) propanoate de méthyle ¢
Rdt. : 92 % (solide blanc).
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F =283°C.
Spectre de RMN 'H, & ppm (DMSO-d6): 2.9(d, 2H, CH-CHz-indol-3-yl); 3.5 (s, 3H, OCHb3);
3.8 (t, 1H, N-CH-CH2-); 6.8-7.8 (m, 5Harom); 10.8 (s, 1H, NHindole).

Spectre de RMN 3C, § ppm (DMSO-d6): 29.18 (1C, -CHa-indol-3-yl); 52.65 (1C, OCHs);
59.06 (1C, -CH- CHa-indol-3-y1); 64.18 (1C, N-CHz); 109.80-136.48 (8C, Carom); 174.89(1C,
CO).

CO,CH,
HCl

Chlorydrate de 2-amino-3-phénylpropanoate deméthyle d
Rdt. : 92 % (solide blanc).
F =160 °C.
Spectre de RMN 'H, § ppm (DMSO-d6): 3 (m, 2H, -CH2-Ph); 3.48 (s, 3H, OCHz);3.8 (s, 4H,
-CH-CH2-Ph + OCH3)

Spectre de RMN 13C,  ppm (DMSO-d6): 39.77 (1C, -CHa-Ph); 52.77 (1C, OCHs); 59.61 (1C,
-CH-CH:-Ph); 64.18 (1C, N-CHa); 126.86-136.61 (5C, Carom); 175.54(1C, CO).

Chlorydrate de pyrrolidine-2-carboxylate deméthyle e
Rdt. : 92 % (huile jaunatre).
F=70°C.
Spectre de RMN 'H, & ppm (DMSO-d6) : 1.26-1.38 (m, 2H, -CH2-CH2-CH-); 1.79-1.88 (m,
2H, -CH2-CH2-CHz-); 2.84-3.05 (m, 2H, NH-CH2-CH2-); 3.80 (s, 3H, OCH3);3.86 (s, 3H,
OCHz3); 4.21-4.24 (dd, 1H, -CH2-CH-, J; = 3.60 Hz, J> = 5.85 Hz)

Spectre de RMN 3C, & ppm (DMSO0-d6): 23.04 (1C, -CH2-CH2-CHz2-); 29.70 (1C, -CH2-CH>-
CH-); 52.13 (1C, -CH2-CH2-CHa-); 53.01 (1C, OCH3): 66.43 (1C, -CHa-CHa-CH-); 174.49
(1C, CO)

II. Synthése de b’ : Protection par le chlorure de benzoyle (Bz-Cl)

A 10 mmoles d’ester méthylique de la glycine sous forme de chlorhydrate, on ajoute 200 ml de

dichlorométhane anhydre, le mélange est refroidi a 0°C, on ajoute 22 mmoles de triéthylamine,
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on laisse sous agitation pendant 15 min puis on ajoute 1 1mmoles de chlorure de benzoyle. Le
mélange est ensuite agité a 0°C, pendant une heure puis 18 heures a température ambiante. Le
lavage de la solution obtenue est effectué par I’acide citrique 15%( 3% 60 ml), puis avec une
solution saturée d’hydrogénocarbonate de sodium (Na HCO3), la phase organique est séchée,

concentrée et ensuite le résidu obtenu est recristallisé dans un mélange (hexane / éther : 50/50).

H
N__CO,CH,

2-benzamidoacétate de méthyle b’
Rdt. : 84 % (solide blanc).

F =82-84 °C.
Rf= 0,35 (éther)

Spectre de RMN 'H, § ppm (CDCls) : 3,80(3H, s) ; 4,26 (2H, d, J=6Hz) ; 7,20-7,40 (1H, s.¢)
: 7,43-8,10 (SH, m)

III.  Synthese de ¢’: Bromation par le NBS

Dans un ballon, on met 10 mmoles (2g) d’aminoester N-protégé et 1,2 équivalent de NBS (2,25)
et un volume de 30 ml de tétrachlorure de carbone. Le tout est agité magnétiquement sous
atmosphere azoté et sous I’irradiation lumineuse (lampe de 300w) durant 3 heures.

L’avancement de la réaction est controlé par plaque CCM. Apres filtration, le solvant est
évaporé a sec sous pression réduite a une température de 40°C. Le N-benzoyle-bromoglycinate

de méthyle est obtenu sous forme d’un précipité blanc.

H
N_ CO,CH,
r

2-benzamido-2-bromoacétate deméthyle ¢’

Rdt. : 92 % (solide blanc).
Rf= 0,6 (acétate d’éthyle /hexane : 1/1)

Spectre de RMN 'H, 6 ppm (CDCls) : 3,90 (3H, s) ; 4,80 (2H, s) ; 6,30(1H, d, J=11Hz) ;
6,70(1H, d, J/=11Hz)
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IV. Synthése de 1 : préparation du dipoéle azide

20 mmoles du dérivé bromé et 40 mmoles d’azoture de sodium, dans 90 ml d’acétone anhydre,
sont agitées pendant une durée allant de 4 a 16 heures a température ambiante, la solution est
ensuite filtrée, le solvant évaporé et le résidu est purifié par chromatographie sur colonne de gel

de silice (¢luant : éther/hexane 20/80).

H
N_ _CO,CH,

N3

2-azido-2-benzamidoacétate deméthyle 1

Rdt. : 92 % (solide blanc).
F = 82-84 °C.
Rf= 0,35 (éther).

1H-NMR (DMSO, °H ppm) : 3.74 (s, 3H, -OCH3) ; 5.82 (d, 1H, N-CH-N3, J = 7.80Hz) ; 7.49—
7.91 (m, 5H, SHarom) ; 9.83 (d, 1H, NHBz, J = 7.80Hz).

13C-NMR (DMSO, C ppm): 53.41 (C, -OCH3); 65.62 (1C, N-CH-N3); 128.03, 129.04,
132.76 et 132.87 (6C, Carom) ; 167.18 et 167.67 (2C, CO).

MS ESI m/z (%) = 235.

V. Synthése de 2a, 2b, 2¢, 2d et 2e: Réaction de substitution

Mode opératoire 1

A une solution de 2,6 mmoles de a-azidoglycinate de méthyle N-protégé et 3,12 mmoles de
diisopropyléthylamine (DIEA) dans 10 ml d’acétone, on ajoute 2,86 mmoles de nucléophile
(Nu-H). Le mélange réactionnel est agité a température ambiante.

Aprées évaporation sous pression réduite le résidu est repris avec le dichlorométhane puis lavé
trois fois par une solution saturée de chlorure d’ammonium puis a 1’eau jusqu’a pH neutre.

La phase organique est séchée sur sulfate de sodium puis le solvant est ¢liminé. Le brut
réactionnel est purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice en utilisant le mélange

éther/hexane : 1/1 comme éluant.

105



Partie 11 Chapitre 2

Mode opératoire 2

A 11mmoles de nucléophile on ajoute 5S0ml de dichlorométhane anhydre le mélange est refroidi
a 0°C, puis on ajoute 22mmoles de triméthylamine, ensuite 10mmoles de a-azidoglycinate de
méthyle N-protégé. Le mélange est agité pendant une heure a 0°C puis pendant une nuit a
température ambiante. Le lavage de la solution obtenue est effectué par 1’acide citrique (15%),
puis avec une solution saturée d’hydrogénocarbonate de sodium (NaHCO3). Le résidu est

obtenu pur aprés recristallisation dans 1’éther.
Mode opératoire 3

A 10 mmoles de nucléophile (Nu-H) dans 30 ml d’acétone, on ajoute 15 mmoles de carbonate
de potassium K2COs par petites portions et une quantité catalytique du bromure de tétra-n-
butylammonium (1 mmoles de BTBA) qui est un catalyseur de transfert de phase. Aprés
agitation pendant 15 min, on ajoute I’a-azidoglycinate de méthyle, la réaction est abandonnée
une nuit a température ambiante apres réduction du solvant le résidu est repris avec 1’éther puis
lavé a I’eau. La phase organique est séchée puis concentrée et le brut ainsi obtenu est purifié

par chromatographie sur colonne de gel de silice.

H
N_ _CO,CH,

HN
\éozc»l3

2-benzamido-2-((2-méthoxy-2-oxoéthyl)amino)acétate de méthyle 2a
Le composé 2a a été purifié par une simple recristallisation dans un mélange hexane/éther (5 :5)
Rdt. : 80 % (huile coloré).
Rf = 0,62 (hexane/acétone, 1:1)

'H-NMR (CDCI3, § ppm): 3.15 (e, 'H, NH-CH2-); 3.47-3.62 (dd,2H, NH-CH,-, J; = 5.6 Hz,J>=
6.4 Hz); 3.55 (s, 3H, OCH3); 3.73 (s, 1H, N-CH-N); 3.68 (s, 3H, OCH3); 5.44 (d, 1H, NH-Bz,
J=17.84 Hz); 7.3-7.8 (m, SHarom).

I3C-NMR (CDCl3, 8 ppm): 46.85 (1C,CH>2-C); 51.87 et 52.74 (2C, OCH3); 64.81 (1C, N-CH-
N); 127.21- 133.29 (6C, Carom); 167.49, 170.22 et 172.79 (3C,CO).
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CO,Me

(o)
&‘NJ\NH

COHMe)\
"0

2-benzamido-2-((2-méthoxy-2-oxo-1-phényléthyl)amino)acétate de méthyle 2b
Le composé 2b a été purifié par une simple recristalisation dans 1’éther pur.
Rdt. : 86% (solide blanc).
Rf = 0,35 (hexane/acétate, 8:2).

F=126-128°C
[a]p®® -17.5 (¢ 1.0, CH2Cl2)

"H-NMR (CDCls, § ppm): 3.31 (e, 1H, NH-CH-Ph); 3.57 (s, 3H, OCH3); 3.78 (s, 3H, OCH3);
4.65 (s, 1H, NH-CH-Ph); 5.51-5.54 (d, 1H, N-CH-N, J = 8.43 Hz); 6.89-6.91 (d, 1H, NHBz, J
= 8.4 Hz); 7.28-7.81 (m, 10Harom).

I3C.NMR (CDCls, 3 ppm): 52.44 et 52.88 (2C, OCH3);61.97 (1C, -CH-Ph); 63.62 (1C, N-CH-
N); 127.13-137.48 (10C, Carom); 167.14, 170.14 et 173.63(3C, CO).

MSm/z (%) = 356,59

Valeur calculée C19H20N205 (%): C, 64.04; H, 5.5.66; N, 7.86; valeur trouvée (%): C, 63.84;

H, 5.67; N, 7.89.
H
NYCOZCH?,
HN_ _CO,CH,

=~ 'NH

2-((1-benzamido-2-méthoxy-2-oxoéthyl)amino)-3-(1 H-indol-2-yl)propanoate de méthyle 2¢
Le composé 2¢ a été purifié par une simple recristalisation dans 1’acétone pur.

Rdt : 86% (solide blanc).

Rf = 0,71(dichloro/acétate, 8:2)

F=174-176 °C

[o]p® -10( ¢ 1.0, CH2Cl2)
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1H-NMR (DMSO, °H ppm): 2.94-3.02 (m, 3H, NH-CH-CH2>- + -CHz-indol-3-yl); 3.28 (s, 3H,
-OCHa); 3.64 (s, 3H, -OCH3); 3.67-3.72 (t, 1H, N-CH-CH2-, J = 6.90 Hz); 5.25-5.31 (dd,
1H,N-CH-N, J; =10.17 Hz et J> = 7.73 Hz); 6.93—7.82 (m, 10H, 10Harom); 9.1 (s, |H, NHBz);
10.9 (s, 1H, NHindole).

13C-NMR (DMSO, °C ppm): 29.18 (1C, -CHz-indol-3-yl); 51.78 et 52.65 (2C, -OCH3); 59.06
(1C, -CH-CHz-indol-3-yl); 64.18 (1C, N-CH-N); 109.80, 111.79, 118.74, 121.33, 124.15,
127.74,127.78, 128.78, 132.12, 133.71 et 136.48 (14C, Carom); 166.61, 170.38 et 174.89 (3C,
CO).

Valeur calculée C22H23N30s5 (%):C, 64.54; H, 5.66; N, 10.26; valeur trouvée (%): C 64.28, H
5.71,N 10.16.

MS m/z (%) = 409.60.
O  CO,Me

&I
GBS
O

2-((1-benzamido-2-méthoxy-2-oxoéthyl)amino)-3-phénylpropanoate de méthyle 2d
Le composé 2d a été purifié par une simple recristalisation dans un mélange héxane/éther (5 :5)
Rdt. : 70 % (solide blanc).
Rf = 0,65(hexane/acétate, 1:1)
F=90-92°C
'"H-NMR (CDCls, § ppm): 2.73 (e, 1H, NH-CH-CH2-Ph); 2.94-3.07 (m, 2H, -CH2-Ph);3.48 (s,
3H, OCH3);3.8 (s, 4H, -CH-CH2-Ph + OCH3); 5.51-5.53 (d, 1H, N-CH-N, J = 8.15 Hz); 6.72-
6.74 (d, 1H, NHBz, J = 8.14 Hz); 7.17-7.76 (m, 10H, 10Harom).
BC-NMR (CDCl3, & ppm): 39.77 (1C, -CH2-Ph); 51.90 et 52.77 (2C, OCH3);59.61 (1C, -CH-
CH2-Ph); 64.47 (1C, N-CH-N); 126.86-136.61 (10C, Carom); 166.86, 170.02 et 175.54(3C, CO).
MSm/z (%) =370,15.
Valeur calculée C20H22N205 (%): C, 64.85; H, 5.99; N, 7.56;valeur trouvée (%): C64.82, H

6.02, N 7.58.
H
N\Nrcozm-l3
e

1-(1-benzamido-2-méthoxy-2-oxoéthyl)pyrrolidine-2-carboxylate de méthyle 2e
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Le composé 2ea été purifié par une simple recristalisation dans 1’éther pur.
Rdt. : 75 % (huile colorée).
Rf = 0,69 (hexane/acetone, 3:2)

TH-NMR (CDCls, & ppm): 1.26-1.38 (m, 2H, -CH2-CH2-CH-); 1.79-1.88 (m, 2H, -CH2-CHo-
CHz-); 2.84-3.05 (m, 2H, NH-CH2-CH>-); 3.80 (s, 3H, OCH3);3.86 (s, 3H, OCHs3); 4.21-4.24
(dd, 1H, -CH2-CH-, J; = 3.60 Hz, J> = 5.85 Hz); 5.69-5.71(d, 1H, N-CH-N, J = 6.0 Hz); 5.84
(d, 1H, NH-Bz, J = 6.0 Hz); 7.44-7.87 (m, SHarom).

13C-NMR (CDCL, § ppm): 23.04 (1C, -CH2-CHz-CHz-); 29.70 (1C, -CH>-CH>-CH-); 52.13
(1C, -CH2-CH>-CHa-); 52.29 et 53.01 (2C, OCHs); 66.43 (1C, -CHa-CH>-CH-); 68.16 (1C, N-
CH-N); 127.22-133.23 (6C, Carom); 168.01, 170.14 et 174.49 (3C, CO).
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Chapitre 3

Dans le but d’évaluer ’effet bactéricide des dérivées d’ a,a-diaminodiesters, il a été¢ jugé
important, dans un premier temps, d’évaluer leur activité sur les germes responsables de
diverses maladies toxi-infectieuses. Mais avant de présenter les résultats de cette étude, nous
présentons briévement un aper¢u concernant les bactéries, les antibiotiques, ainsi que les

techniques de la sensibilité bactérienne aux antibiotiques.

Introduction

La bactérie est un micro-organisme ubiquiste, unicellulaire et sans noyau (procaryote)
dont le génome est composé d'ADN. Celui-ci est constitu¢ d’un seul chromosome, avec la
présence de plasmides (petit morceau d'ADN circulaire) dont la totalité des bactéries forme le
régne des eubactéries (Eubacteria), qui lui attribue une forme particuliére:sphérique, en
batonnet ou en spirale. Les bactéries sont capables d’adopter les fonctions fondamentales
propres au vivant : se multiplier, transmettre I’information génétique, mais aussi extraire la
matiere et 1’énergie de I’environnement. Elles possédent une certaine autonomie et un
métabolisme propre. Chez ’homme, il s’est avéré que 1’organisme comportait dix fois plus de
cellules bactériennes que de cellules humaines. La plupart d'entre elles sont inoffensives et
méme bénéfiques pour le corps humain. Il existe cependant des especes pathogenes a 1’origine
de nombreuses maladies infectieuses comme la peste, la tuberculose, le choléra, la syphilis, etc.
Les plus dangereuses sont celles qui causent des infections respiratoires [1]. Chez I'Homme, les
symptomes des infections bactériennes sont similaires a ceux observés lors d'infections virales
(éruption cutanée, toux, écoulement nasal, larmoiement, fatigue, nausées, fievre et douleurs
musculaires). Parfois, elles sont mortelles. Toutefois, les infections bactériennes peuvent étre

traitées avec des antibiotiques [2].
Micro-organismes utilisés

Afin de donner une vision large sur I’étendue du champ d’activité biologique de nos produits,
divers micro-organismes ont été sé¢lectionnés dont les souches utilisées sont les suivantes :

Escherichia coli (E. coli) : est une bactérie qui représente la majorité dans le tube digestif que

ce soit chez ’homme ou chez les animaux a sang chaud. Généralement, les souches de E. coli
sont inoffensives, mais certaines ont dévolu des facteurs de virulence qui les rendent
pathogénes, c’est le cas de E.coli entéro-hémorragique (EHEC). Ces micro-organismes
engendrent des diarrhées sanglantes ainsi qu’une intoxication alimentaire grave, provoquée par
la consommation de produits animaux mal cuits ou consommés crus. Fruits et 1égumes frais,

ayant été en contact avec ces souches peuvent également étre compromis.
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Les Staphylococcus aureus ATCC 25923[3] sont des bactéries qui affectent un large éventail

de pathologies. Elles sont les premiers responsables d'infections nosocomiales, mais elles

peuvent ¢également étre infectées en dehors en raison d’une intoxication alimentaire. Cependant,

ces bactéries sont souvent présentes dans l'environnement (eaux non-traitées, sols, objets

souillés). Les traitements de 1'éradication des infections sont difficiles du fait de I’existence de

nombreuses souches, qui sont multi-résistantes aux antibiotiques. Les exemples suivants le

montrent bien :

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 [4,5] est un microorganisme qui provoque des
infections aigués ou chroniques, parfois graves et mortelles, elle est pathogeéne et
fréquemment rencontrée dans les infections nosocomiales. Les formes de pathologie
qu'elle engendre sont diverses : infection de I'eeil, des plaies ou des briilures, des urines,
des poumons... Le Pseudomonas aeruginosa est une bactérie trés robuste, naturellement

trés résistante aux antibiotiques et s'adaptant rapidement aux attaques médicamenteuses.

Salmonelle enterique CIP 8039 des entérobactéries bacilles & Gram négatifs, mobiles
pour la plupart (ciliature péritriche), mais certaines sont statiques, aéro-anaérobies
facultatifs, oxydase négative. Ils ont un diametre de 0,7 a 1,5 um, pour 2 a 5 um de
longueur avec un flagelle en batonnet. Elles provoquent des maladies humaines telles

que la fievre typhoide et la fievre paratyphoide [6].

Bacillus subtilis CIP 5262 est une bactérie catalase-positive, rencontrée souvent dans
le sol, d’une longueur de 2 a 4 um et d’une largeur de 0,5 a 2 um. C’est une bactérie
aérobie stricte a l'origine d'infections alimentaires, considérée comme un mod¢le parfait
pour I'étude de bactéries pathogénes, qui sont responsables de la maladie du charbon.
La bactérie Bacillus subtilis est utilisée dans l'industrie agroalimentaire pour la
production d'amylase, enzymes destinées a la fabrication de pain. La bactérie entre
¢galement dans la composition de produits détergents. Ledit Bacillus subtilis peut étre

utilisé en antibiothérapie dans les pharmacies [7].

I. Les antibiotiques

Les antibiotiques sont généralement des composés dérivés de substances isolées dans la nature.

La pénicilline, a ét¢ le premier antibiotique découvert par Sir Alexander Fleming en 1928 d’une

maniére inattendue lorsqu'il a voulu comprendre pourquoi les bactéries qu'il cultivait dans son
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laboratoire étaient mortes. Il réalisa finalement que le Penicillium, une substance naturelle

ressemblant a la pénicilline, avait été introduite dans sa boite de Pétri.

Aujourd'hui, il existe un grand nombre d'antibiotiques dont les modes d'action sont variés.
Certains agissent sur la paroi ou la membrane des bactéries provoquant ainsi leur destruction
[8]. D'autres vont agir au niveau de la machinerie des bactéries pour bloquer leur
développement et leur survie. Enfin, certains antibiotiques agissent directement au niveau de

leur ADN pour empécher leur division et leur prolifération.

L’antibiotique utilis¢ dans ce screening biologique est le chloramphénicol, qui est
un antibiotique bactériostatique de la famille des phénicolés. Cet antibiotique peut étre utilisé
pour traiter la méningite, la peste, le choléra, la fievre typhoide uniquement lorsque les

antibiotiques plus siirs ne peuvent pas €tre employés. [9]

Le chloramphénicol a été isolé de Streptomyces venezuela en 1947. Cet antibiotique figure sur
la liste des médicaments essentiels de I'Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS). 1 agit en se

fixant a des ribosomes bactériens pour inhiber la synthése peptidique [10-11].

I.1. Parameétres d’activité d’un antibiotique

L'analyse de l'activité antibactérienne d’un antibiotique donné conduit a la définition d'un
certain nombre de paramétres qualitatifs et quantitatifs.

o Le spectre d'activité qui définit la liste des espéces bactériennes sur lesquelles un
antibiotique agit.

e La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) et la Concentration Minimale
Inhibitrice (CMI) caractérisent l'effet de 1'antibiotique testé sur une souche bactérienne
donnée. L’antibiotique est appelé « bactéricide absolu » lorsque le rapport CMB / CMI
= 1, s'il est juste proche de 1, I'antibiotique est dit « bactéricide », et si jamais, il est
supérieur a 2, l'antibiotique est appelé simplement « bactériostatique ».

Il existe également d'autres parametres qui servent a caractériser le mode d'action d'un
antibiotique et en particulier sa pharmacologie chez le patient tels que : I’index thérapeutique

sérique, le temps d’antibiotique utile, etc. [12].

La CMI, en pratique, est définie comme la concentration minimale d'antibiotique qui inhibe
complétement la croissance bactérienne (bactériostatique) aprés 18 a 24 heures d'exposition a

37 ° C. Il en existe plusieurs variantes :
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e La CMIS50 est la plus faible concentration inhibant, en 18 a 24 heures, la multiplication de
50 % des bactéries.

o La CMI90 est définie comme étant la plus faible concentration inhibant, en 18 a 24 heures,
la croissance de 90 % des bactéries.

La CMB: La concentration bactéricide minimale est également définie comme étant la

concentration minimale a laquelle 99,99% des bactéries sont tuées (stérilisées) apreés 18 a 24

heures de contact avec des antibiotiques.

I.2. Mode d’action d’un antibiotique

Les mécanismes d’action des antibiotiques sont trés variables. Ils sont plus ou moins spécifiques
de certaines familles bactériennes [13]

v’ Inhibition de la synthése des parois bactériennes : la plupart des antibiotiques agissant
sur la paroi des bactéries sont considérés comme inhibiteurs de la synthése du
peptidoglycane, un polymere qui forme la paroi des bactéries. Ils cassent alors cette
paroi pour tuer la bactérie. Par conséquent, ce sont des antibiotiques bactéricides. Ces
antibiotiques comprennent, les B-lactamines, les glycopeptides et les fosfomycines.

v Action sur la membrane plasmique : la polymyxine B et la colistine sont deux
antibiotiques qui perturbent la synthése membranaire en agissant sur la membrane. Ils
sont actifs sur les bacilles gram négatif.

v’ Inhibition de la synthése protéique : c'est le cas, par exemple, de la tétracycline, des
aminosides, du chloramphénicol, des macrolides, de 1'acide alginique et du linézolide.
Ceux-ci se fixent a des composants spécifiques de ribosomes bactériens. Ils bloquent ou
interférent avec la traduction de I' ARNm pour former de nouvelles protéines.

v’ Inhibition du fonctionnement et la synthése des acides nucléiques : les rifampicines, les
sulfamides, les quinolones et les triméthoprimes inhibent la synthése ou bien le
fonctionnement des acides nucléiques de différentes maniéres en fonction des familles
d’antibiotiques :

¢ Inhibition de la réplication de I’ADN
¢ Inhibition de la transcription / ARN polymérase
e Diminution de la synthése des précurseurs nucléotidiques

V' Action sur I’ADN: En se fixant au brin hélicoidal de I’ADN, il est possible d'empécher

la réplication et l'inhibition des processus de I'ADN polymérase (par exemple, les

quinolones et les sulfamides).

118



Chapitre 3

1.3. L’évaluation de la sensibilité / résistance des bactéries aux différents

antibiotiques

La résistance des bactéries aux antibiotiques est soit naturelle, soit acquise. [14]
La résistance naturelle d’une espéce ou d’un genre est :
- Une caractéristique propre, concernant I’ensemble des souches de 1’espéce ou du genre ;
- Portée par un chromosome donc toujours transmissible a la descendance : transmission
verticale ;
- Un caracteére permettant de définir le phénotype sauvage ou sensible de 1’espece ;
- Une aide a I’identification d’une espéce.
La résistance acquise, pour sa part :
- relative a une proportion plus ou moins importante, variable dans le temps, de souches d’une
espece ;
- Résulte d’une modification génétique par obtention ou par mutation de plasmides, (résistance
extra chromosomique) transmissible horizontalement, parfois entre especes différentes ;
- Définit des phénotypes « résistants ».
Il existe trois méthodes [15,16] pour I’évaluation de la sensibilité des bactéries aux différents
antibiotiques :

e Laméthode de dilution en milieu liquide.
e Laméthode de dilution en milieu solide (gélose).
e Laméthode de diffusion sur gélose (Antibiogramme) [17,18].

1.4. Méthodes d’étude in vitro

Les différentes techniques d’efficacité antibactérienne in vitro peuvent étre classées comme suit

o Technique d’étude sur milieu solide [19,20] :

La méthode de dilution en milieu solide consiste [21-25] & incorporer I'antibiotique a une
concentration donnée dans la gélose, maintenue liquide a 42°C. Une série de boites de Pétri est
préparée avec des concentrations d'antibiotique variant selon une progression géométrique de

base de 2, comme précédemment.
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Boite de pétri

E 1t de la géll en

nappe par 1ml de Pinoculum
Gélose Mueller Hinton

Tl A e e e Al

Dépbdt aseptique d’un disque
imbibé de Pextrait testé

-— 7 = W wame ' nhibitiam
Z : Zone d’inhibition

g BT RIS PRI N e
Croissance microbienne

Figure 21 : Illustration de la méthode de diffusion sur boite Pétri

Le procédé, consiste a ensemencer la gélose par les germes a étudier, et a déposer les disques
de papier buvard préalablement imprégnés a la surface de la gélose. Chaque produit diffuse au
sein de la gélose a partir du disque et y détermine la concentration minimale inhibitrice
inversement proportionnelle a la distance du disque.

Aprées 24 heures d’incubation, les disques apparaissent entourés d’une zone d’inhibition dont le
diamétre permet de mesurer la zone d’inhibition, plus le diamétre de cette zone est grand, plus
la souche est sensible a 1’antibiotique et plus il est petit, plus la souche est résistante. [26]

o Technique d’étude sur milieu liquide [27,28] :

Cette technique repose sur le méme principe que la méthode des proportions réalisée en milieu
solide. Mais plutdt que de dénombrer des colonies, en milieu liquide et en atmosphére confinée,
on utilisera comme indicateur de croissance, la production de CO:z en présence ou en absence

d’antibiotiques.

Jour 1

Réalisation de la gamme de dilution d’antibiotique.

Dilution de I'Antibiotigue

Tube
1mL ;
2 3 4 5 6 7 8 9 1011 FRejeter
}1mL
final
Slution mere
d'antibiotique a Diluant 1 mL

200mg/L

Figure 22 : Méthode de dilution dans un milieu liquide.
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La sensibilité est exprimée par une inhibition de croissance dans les flacons contenant les
antibiotiques, elle est ensuite comparée a la croissance observée dans les milieux témoins sans
antibiotique ensemencé dans les mémes conditions que le test (t¢émoins 100 %) et les témoins

inoculés avec la dilution au 1/100 de la précédente (témoins 1 %).

Une souche peut étre considérée comme sensible si la croissance obtenue en présence

d'antibiotiques est inférieure a celle du témoin 1 %.

e La méthode de la diffusion sur gélose (antibiogramme) :
Un antibiogramme est une technique de laboratoire permettant de tester la sensibilité d'une

souche bactérienne a un ou plusieurs antibiotiques suspectés ou connus.

Figure 23 : Antibiogramme

L'antibiogramme a pour objectif de préciser la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI) d'une
souche bactérienne contre divers antibiotiques. La détermination de cette valeur n’est pas tres
précise, mais elle est influencée par l'usage et elle bénéficie d'une masse importante

d'informations recueillies a son sujet.
I1. Etude du pouvoir antibactérien

11.1. Produits testés

Dans la présente étude, nous avons testé l'activité antimicrobienne des cing dérivés a,o-

diamino-diesters carboxyliques synthétisés.
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Les structures chimiques des dérivés testés sont illustrées sur le tableau N° 13. IIs sont issus de
la réaction de substitution de I’a-azidoglycinate de méthyle 1 par différents dérivés d’a,a -

aminoesters carboxyliques.

Tableau 13 : Molécules sélectionnées pour I’évaluation antimicrobienne.

Références Noms Structures
H
_ ] N_ CO,CH,
72 2-benzamido-2-((2-méthoxy-2- Y
= oxoéthyl)amino)propanoate de méthyle HN
0,CH,
o CO,Me
EnA
2 2-benzamido-2-((2-méthoxy-2-oxo-1- ) N NH
=D phénylethyl)aminoacétatede méthyle CO,Me )\ ©
H
[ j N YCOZC H;
2-((1-benzamido-2-méthoxy-2- HN__CO,CHj;
2¢ oxoéthyl)amino)-3-(1H-indol-2-
ylpropanoate de méthyle ~°NH

de méthyle

H
N_ _CO,CH;
2e 1-(1-benzamido-2-méthoxy-2-oxoéthyl) \N(
= pyrrolidine-2-carboxylate deméthyle Q/COZCHs

I1.2. Bactéries utilisées

>N NH
2-((1-benzamido-2-méthoxy-2- O/ N
2d oxoéthyl)amino)-3-phénylpropanoate COzMe)\

Les cinq souches bactériennes utilisées lors de cette étude, ont été fournies a partir de la
banque des geénes de I’unité de technologie alimentaire au niveau du centre régional de

recherche de Rabat de I’Institut National de la Recherche Agronomique (INRA).
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Trois souches de bactéries a Gram négatif : E. coli CIP 53126, Pseudomonas aeruginosa CIP
82118 et Salmonelle entérique CIP 8039, et deux souches de bactéries a Gram positif :
Staphylococcus aureus CIP 483, Bacillus subtilis CIP 5262.

I1.3. Culture bactérienne

La gélose Trypticase Soy Agar (TSA) est un milieu universel convenant pour un large éventail
d'emplois, du fait de son excellent apport nutritif. Ce milieu d'agar a été inoculé avec 0.5ml des
cultures contenant environ 10°UFC/ml (unité formant colonie/millilitre), le temps d'incubation

était 24 h a une température de 37°C.
II1. Réalisation des tests : résultats et discussion

IL.1. Méthode de diffusion sur disque

Nous avons utilisé la méthode classique de diffusion sur disque en papier Wattman n°3 de 6
mm de diametre, en utilisant le milieu frais d'agar de Mueller Hinton. Ce milieu d'agar a été
inoculé avec 0.5mL des cultures contenant environ 10°UFC/ml. Des disques de papier filtre
(diametre de 5 millimetres) imprégnés avec des solutions de chaque composé (concentration 20
mg/ImL DMSO), ont été placés ensuite sur la surface du milieu gélosé dans des boites de pétri
préalablement ensemencées par inoculation. Le temps d'incubation était de 24 h a une
température de 37°C. Deux boites de pétri témoins sont également préparées ; un témoin négatif
représenté par des disques imbibés d’une solution constituée de DMSO 1% et un témoin positif
constitué¢ d’un antibiotique (le chloramphénicol (30pg/ml). L'activité inhibitrice a été évaluée

en mesurant le diamétre de la zone claire observée autour du disque (en millimétre) [29-30].

OH OH

Cl
Os

~

HN Cl

\
N O

Figure 24 : Structure du chloramphénicol

II1.2. Méthode de microtitration sur microplaques

La technique de microtitration sur microplaques stériles, a été adoptée pour déterminer la CMI

en utilisant la résazurine comme indicateur de viabilité. Pour ce faire, 100 pl de milieu de culture
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liquide TSA est versé dans chaque puits, plus 100 pl de la solution de chaque produit a tester
(20 mg/mL, m/v a DMSO 90%). Des dilutions successives sont ensuite réalisées en
commengant a transférer 100 pl de solution de la premicre rangée vers les puits suivants de la
rangée suivante de la méme colonne et de fagon a ce que chaque puits contienne 100 puL de
matériel d'essai en concentrations décroissantes. Chaque puits est ensuite ensemencé par 10 pL
de la suspension bactérienne. Les microplaques ont été placées dans un incubateur réglé a 37
°C pendant 24 heures. Chaque plaque avait une colonne avec un antibiotique comme contrdle
positif et une colonne avec toutes les solutions sauf celui du produit testé et enfin une colonne
avec toutes les solutions a I'exception de la suspension bactérienne. Finalement, la solution de
résazurine a été préparée en dissolvant 270 mg de poudre de résazurine dans 40 ml d'eau
distillée stérilisée [31]. Un volume de 10 pul de solution de résazurine a été ajouté dans chaque
puits apres incubation. Les microplaques ont été placées a nouveau dans un incubateur a 37 °
C pendant seulement 2 heures. Le changement de couleur a ensuite été évalué visuellement.
Tous les changements de couleur du violet au rose ou incolore ont été enregistrés comme
positifs. La plus faible concentration a laquelle le changement de couleur s'est produit a été

prise comme la valeur CMI [32].

I11.3. Discussion des résultats

Les résultats de l'antibiogramme relatifs aux diameétres des zones d'inhibition (ZI mesurée en
mm) des dérivés a,a-diaminodiesters carboxyliques contre des souches de bactéries a Gram

positif et & Gram négatif sont présentés dans les graphiques des figures donnés ci-apres.

bacillus subtilus DMSO

=
o

ZI (mm)
o = N w H (¥, ] [<)] ~ -] (-]

W23 H2b m2c m2d m2e
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Figure 25 : Résultats de ’activité antibactérienne des substances synthétiques sur Bacillus

subtilis
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9
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6
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Figure 26 : Résultats de ’activité antibactérienne des substances synthétiques sur Pseudomonas

aeruginosa
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Figure 27 : Résultats de ’activité antibactérienne des substances synthétiques sur E. Coli
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salmonelle sp. DMSO

=
o

ZI (mm)
o = N w H (¥, ] )] ~ -] o

H2a H2b m2c H2d m2e

Figure 28 : Résultats de activité antibactérienne des substances synthétiques sursalmonelle

entérique
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Figure 29 : Résultats de ’activité antibactérienne des produits synthétiques sur Staphylococcus

aureus

D’apres les résultats de diffusion discale obtenus, il s’est avéré que tous les composés
synthétisés testés possédent une activité antimicrobienne. Ces substances ont été capables
d’inhiber la croissance des bactéries a Gram négatif (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ¢t salmonelle enterique) (Z1 07-10), plus que les bactéries a Gram positif

(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) (Z1 08-09).
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En effet, les composés 2a, 2d et 2b ont montré une sensibilit¢é moyenne contre la souche

Bacillus (Z1 08mm), par contre les composés 2¢ et 2e présentaient une résistance plus forte

contre la méme souche (ZI 09mm),

Par ailleurs, la souche E. coli (Gram négatif), a exhibé une forte résistance pour le composé 2b

dont le plus grand diamétre d’inhibition (ZI 10mm), contrairement au composé 2a qui a le plus

petit diamétre (ZI 07mm), alors que les autres substances 2¢, 2d et 2e ont montré une sensibilité

moyenne (ZI 08mm).

D’autre part les souches Pseudomonas, salmonelle et Staphylococcus ont été sensibles en

présence des composés 2¢, 2d et 2b, tandis que les produits 2aet 2e ont manifesté une sensibilité

moins importante.

Quant a la détermination des concentrations minimales inhibitrices(CMI), les dérivés a,o.-

diaminoesters carboxyliques inhibent la croissance des souches testés avec des CMI variant

de 1,25mg/ml a 5 mg/ml (Tableaux 14 et 15).

Tableau 14 : CMI (mg/ mL) des produits de synthése vis-a-vis des bactéries a Gram

négatif
2a 2b 2¢ 2d 2e Chloramphénicol
Escherichia
coli CIP 5 1,25 2,5 5 5 0,05
53126
Pseudomonas
aeruginosa 2,5 5 2,5 2,5 5 0,05
CIP 82118
salmonelle
entériqueCIP 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 0,05
8039

Tableau 15 : CMI (ug/ mL) des produits de synthése vis-a-vis des bactéries a Gram positif.

2a 2b 2¢ 2d 2e Chloramphénicol
Bacillus
subtilisCIP 5 5 2.5 5 5 0,095
5262
Staphylococcus
aureus CIP 483 > 2,5 > > 2,5 0,093
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Ainsi, Comme il est rapporté dans les tableaux 2 et 3, le composé¢ 2-benzamido-2-((2-méthoxy-
2-o0xo-1-phénylethyl)amino acétate de méthyle 2b a exercé une activité inhibitrice importante
contre les souches de bactéries a Gram négatif. E.coli., en particulier, a montré une sensibilité
¢élevée a ce composé, avec une valeur de CMI de 1,25 mg/ml. I est a noter que le dérivé de la
proline 2e présente les mémes résultats de CMI obtenus avec le composé 2b, a I’exception de

E.coli., ou il s’est révélé moins actif avec une CMI faible de Smg/ml

De plus, le dérivé 2-((I-benzamido-2-méthoxy-2-oxoéthyl)amino)-3-(1H-indol-2-
yl)propanoate de méthyle2c a montré des valeurs de CMI similaires de 2,5 mg/ml contre toutes

les souches de bactéries testées, a I’exception de Staphylococcus aureus (CMI = 5 mg/ml).

Quant aux dérivés de la glycine 2a et de la phényl alanine 2d, ces derniers inhibent d’une part
la croissance des souches bactériennes Escherichia coli, Bacillus subtilis et Staphylococcus
aureus avec une valeur de CMI similaire de Smg/ml, et d’autre part présentent un pouvoir
antibactérien assez intéressant vis-a-vis des souches bactériennes Pseudomonas aeruginosa et

Salmonelle entérique avec une CMI similaire de 2.5mg/ml

Au vu des résultats présentés, nous pouvons avancer que nos produits testés ont montré un
pouvoir antibactérien assez intéressant vis-a-vis des souches bactériennes a gram positif et a
gram négatif, dans la mesure ou 1’'un des composés le 2-benzamido-2-((2-méthoxy-2-oxo-1-
phénylethyl)amino acétate de méthyle 2b issu de la réaction de « couplage » entre 1’a-
azidoglycinate de méthyle et de I’ester méthylique de la phénylglycine a présenté la plus petite
valeur de CMI 1,25 mg /ml et la plus grande valeur de ZI (10 mm) contre la bactérie & Gram
négatif E.coli. Le chloramphénicol utilis¢é comme témoin pour les tests de 1’activité
antibactérienne, a révélé une activité treés forte avec de grandes valeurs de ZI (36 mm) et de

petites CMI (0,05 mg / ml).
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Afin d’évaluer I’activité antioxydante des extraits synthétisés, nous avons utilis¢ deux méthodes
complémentaires, en I’occurrence le piégeage du radical libre DPPH" et le pouvoir réducteur
FRAP. Mais avant de présenter les résultats obtenus de cette étude, nous présentons un breefing

concernant les différents types d’anioxydants et leurs origines.

Introduction

L’oxydation est I’une des manifestations les plus importantes a 1’origine du vieillissement des
produits cosmétiques et alimentaires. La dégradation oxydative affecte les qualités
nutritionnelle et sensorielle des aliments et peut avoir des répercussions sur la santé du
consommateur [1]. Elles sont également impliquées dans le vieillissement des organismes et
des tissus biologiques ainsi que dans de nombreuses pathologies. Les principaux agents
oxydants sont les espéces réactives de I’oxygene, des enzymes (lipoxygénase, peroxydase), des
ions métalliques (Cu, Fe) et les peroxydes lipidiques, qui concourent tous a la formation en
chaine de radicaux libres [2]. Ceux-ci attaquent les protéines, les acides nucléiques, les acides
gras insaturés, les vitamines ou d’autres constituants [3-4]. L’homme et les animaux ont
développé des systemes de défense contre ces agressions : Enzymes de détoxication (glutathion
peroxydase, catalase, superoxyde dismutase, glutathion réductase), complexassions du fer et du
cuivre par des protéines, agents antioxydants [5-6]. L’alimentation apporte une grande variété
d’antioxydants : vitamine E et C, polyphénols et pigments caroténoides. Les études
épidémiologiques soulignent I’intérét d’une alimentation variée, riche en fruits et 1égumes [7]
et [8]. Par conséquent, le role des antioxydants dans les formulations alimentaires non
seulement maintient les qualités sensorielles du produit, mais devrait également améliorer sa
valeur nutritionnelle. De nos jours, il existe un intérét croissant envers la biologie des radicaux
libres. Cela tient non seulement a leur role dans les phénomenes aigus tels que 1’ischémie, mais
¢galement a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques associées au
vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires ainsi que dans

la dégénérescence du systeme immunitaire. [9]; [10].

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages causés
par les espeéces réactives oxygénées (Reactive Oxygen Species ROS) a I’organisme et
permettent de maintenir au niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques des ROS
[11]. Notre organisme réagit donc de facon constante a cette production permanente de radicaux
libres, intracellulaire par la chaine respiratoire mitochondriale et le systeme des oxydases a

fonction mixte, ou extracellulaire d'origine surtout phagocytaire [12-13].Contre cette
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production potentiellement toxique, 1'organisme dispose de systémes complexes protecteurs
antioxydants tels que les superoxydesdismutases (SOD), la catalase (CAT), le systéme des
enzymes du glutathion (GPx), la séquestration d'ions métalliques, les enzymes dégradant des
protéines lésées par les radicaux libres, métabolisant les hydroperoxydes et réparant I'ADN et
des vitamines E, C, P, et béta-caroténe [14]. On distingue au niveau des cellules deux lignes de
défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule, I’'une est enzymatique et I’autre est

non enzymatique, cette derni¢re se décompose en deux catégories : endogene et exogene [15].

Enfin, des travaux récemment publiés ont révélé I’intérét des dérivés d’aminoesters
hétérocycliques comme des agents antioxydants.

En 2018, Mrkus et al. [16] ont préparé différents dérivés d’esters de quercétine et de resvératrol
et de tétrapeptide. Tous les composés préparés ont exhibé une activité antioxydante, en
particulier le dérivé de la quercétine contenant la Met-enképhaline.

Dans la méme année, Galehshahiet al. [17] ont synthétis€ une série d’aminoesters N-
coumariliques, afin de les tester contre 1’activité antioxydante en utilisant les méthodes DPPH
et FRAP. Les résultats du test ont montré que tous les produits testés manifestent une activité

antioxydante importante.

I. Radicaux libres

I.1. Définition des radicaux libres

Un radical libre se définit comme tout atome, groupe d’atomes ou molécule possédant un ou
plusieurs électrons non appariés dits célibataires sur 1’orbitale externe [18]. Cette propriété rend
les radicaux libres hautement électrophiles car ils essaieront de ré-apparier leur électron
célibataire en attaquant toute molécule pouvant se faire arracher un électron. Par conséquent,
leur durée de vie est trés courte. L’espece attaquée est rendue a son tour radicalaire, ce qui initie
un processus de réaction en chaine. Les radicaux libres sont des composés caractérisés par une
structure électronique déséquilibrée qui leur confére une grande réactivité sur les constituants

organiques et sur les structures cellulaires [19].

I.2. Formation des ERO

Parmi les especes radicalaires les plus intéressantes se trouvent les espéces réactives de
I’oxygéne (ERO), qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d’oxygene, par
addition d’un électron. Les principales espéces réactives de 1’oxygeéne sont : le radical

superoxyde (O2%), le radical hydroxyle ("OH), le monoxyde d’azote (NO"), et aussi certains
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dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde

d’hydrogene (H202) et le peroxynitrite (ONOO-) [20].
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'0, |« 0, * | H,O,

Oxygene singulet Oxygene Peroxyde d’hydrogénes

Arginine

Cycle redox S_"_Pﬂﬂ‘t_}'d':
NADPH oxydase dismutase
mitochondrie

Myéloperoxydase

HOCI

021—

Monoxyde d’azote Anion superoxyde

h J ¥

ONOO ’ET!

Peroxynitrite y:ﬂl hydroxyle
. Activat de 1: / \ \
hlmﬂmn des c:xé:;;{:]i]lh Einda:-;cs Dx}'rﬁutmn des Peroxydation Oxydation de
proteines protéines lipidique I ADN

Figure 30 : Les processus de formation des ERO [21].

I.3. Origine des radicaux libres

Ils sont produits par différents mécanismes physiologiques afin de détruire les bactéries qui
existent dans des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou pour réguler le
fonctionnement cellulaire 1étales, telles que la mort cellulaire programmée ou 1’apoptose.
Cependant, lors du contact entre 1'oxygene et certaines protéines du systéme respiratoire, des
anions superoxydes sont produits lors du fonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale. Des sources importantes de radicaux libres sont le résultat des mécanismes de
cycles redox qui produisent dans I’organisme 1'oxydation de molécules comme les quinones.
Ce cycle redox a lieu soit spontanément, soit surtout lors de l'oxydation de ces composés au
niveau du cytochrome [22]. Les rayonnements UV sont capables de générer des radicaux libres
et les particules inhalées (amiante, silice) sont aussi des sources de radicaux libres. L'ingestion
d'alcool est suivie de la formation de radicaux libres selon divers mécanismes, également des
antibiotiques, des anticancéreux, I’infection au VIH a pour effet d’accroitre la production de

radicaux libres dans 1’organisme. [23].

135



Chapitre 4

I.4. Stress oxydatif

Le stress oxydatif apparait donc quand un déséquilibre se forme dans la balance anti/pro-
oxydants. C’est seulement a ce moment que les espéces réactives de 'oxygene vont exercer leur
action délétére sur 1’organisme[24].Les radicaux libres sont responsables de dommages sur
toutes les molécules biologiques comme les lipides, les protéines, les acides nucléiques, ou les
hydrates de carbone[23] : Les mécanismes d’oxydation des composés insaturés biologiques
(acides gras, caroténoides, polyphénols, etc.) sont souvent des réactions radicalaires avec

I’oxygéne moléculaire et présentent différentes phases[25].

I.5. Conséquences du stress oxydatif

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent provoquer lorsqu’ils
réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que 1I’ADN, les lipides
(peroxydation), les protéines [26] etc. Cette oxydation entraine des dommages sur tout
I’organisme, accélérant le vieillissement, et provoquant des maladies telles les maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives, cancer, diabéte, etc., causant aussi la dégradation des
cellules et des tissus. Au niveau de ’ADN, les radicaux libres peuvent induire des effets
oxydatifs et mutageénes ou un arrét des réplications. Ils agissent en provoquant des altérations
de bases, des pontages ADN-protéines ou des ruptures de brins [27]. Les lipides sont une cible
privilégiée des radicaux libres. Ceux-ci provoquent en effet 1’oxydation des acides gras poly-
insaturés (AGPI) des phospholipides membranaires (principaux constituants des membranes
des cellules), mais aussi des organites cellulaires et des noyaux. Ce phénomene est appelé
peroxydation lipidique ou lipopéroxydation aboutissant a la formation de LDL oxydée qui est
captée par des macrophages, au dépdt lipidique de la plaque d'athérome des maladies
cardiovasculaires, a 'attaque des phospholipides membranaires modifiant ainsi la fluidité de la
membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction
des signaux [28-29].

Les radicaux libres peuvent aussi agir sur les macromolécules en provoquant des inactivations
enzymatiques, des fragmentations de ces molécules (collageéne, protéoglycannes, acide
hyaluronique) et la formation de dimeres ou d’agrégats protéiniques dans les membranes

cytoplasmiques [27].
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II. Les antioxydants

I1.1. Définition des antioxydants

Les antioxydants présentent une grande variété de composés associant des protéines a activité
enzymatique (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase) et non enzymatique
(séquestrant des métaux) ainsi que des petites molécules liposolubles (vitamine E, B-caroténe)
ou hydrosolubles (vitamine C, acide urique). Une définition large du terme antioxydant donnée
par Halliwell et al. [30], « Toute substance qui, présente a faible concentration comparée a celle
du substrat oxydable, retarde ou prévient de manicre significative I’oxydation de ce substrat ».
En tant qu’additif alimentaire, un antioxydant est une molécule qui protége les aliments contre
les réactions d’oxydation qui accélerent leur vieillissement. Ceci est dii essentiellement a

I’oxygene de ’air, a la lumiére, aux traces de métaux et éventuellement a certains enzymes [23].
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Vitamine C: acide L-ascorbique

Figure 31 : Principaux composés possédant des propriétés

Antioxydantes [31].
I1.2. Types d’antioxydants

Les antioxydants sont classés en deux catégories, selon leur mode d’action,
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e Un systétme de défense primaire : Les antioxydants endogénes sont des enzymes
développées par notre corps a l'aide de certains minéraux, parmi ces enzymes on cite la
superoxyde dismutases (SOD), la catalase (CAT), la glutathion réductase et la glutathion
peroxydase (GPX). Elles sont présentes en permanence dans 1’organisme mais leur nombre
diminue avec 1’age. Ces enzymes sont considérées comme la premicre ligne de défense contre

les ROS dans notre organisme (fig.32) [32].

superaxyde dismutase
Dq [ Perony ., 1 HEO

S H reductas
NADP* NADPH

Figure 32 : Schéma des défenses antioxydantes enzymatiques [33].

e Un systétme de défense secondaire : composé d’enzymes protéolytiques, des

phospholipides, des ADN endonuclease, ligase et des macroxyprotéinases [34].

III. Les sources d’antioxydants

IL.1. Les antioxydants synthétiques

Dans I’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques sont utilisés pour prévenir la
pourriture des aliments gras et servent aussi pour la protection des vitamines liposolubles (A,
D, E et K) contre I’oxydation. Les esters d’acides galliques, le butylhydroxytoluene et le
butylhydroxyanisole, font partie de cette catégorie. Les vitamines C et E ont également des

propriétés antioxydants et ont I’avantage d’augmenter la valeur nutritionnelle des aliments.

Les antioxydants synthétiques sont généralement préparés au laboratoire, et sont principalement
constitués de composants chimiques. Dans l'industrie alimentaire, 1'ajout d'antioxydants
naturels aux aliments constituent une nouvelle technologie depuis environ 1980. Cependant, il
est courant de trouver dans les aliments une substance qui ne soit pas complétement toxique

sans granit.
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I1L.2. Les antioxydants naturels

Plusieurs substances ont été proposées pour agir comme antioxydants dans le corps. On trouve
notamment le béta caroténe, I’albumine, I’acide urique, les oestrogenes, les polyamines, les
flavonoides, 1’acide ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E... Ils stabilisent la
membrane en réduisant sa perméabilité et ont également la capacité de se lier aux acides gras

libres [35].

1I11.2.1. La vitamine C

L’acide L-ascorbique ou vitamine C est considéré comme le plus important antioxydant dans
les fluides extracellulaires. C’est un piégeur tres efficace des ions superoxydes O2°, du peroxyde
d’hydrogéne OH, des radicaux hydroxyles HO® et de I’oxygeéne singulet 'O2. Le role
antioxydant de la vitamine C est basé sur sa réaction avec les radicaux peroxyles aqueux, le
produit formé étant le radical ascorbyl. En piégeant les radicaux peroxyles dans la phase
aqueuse avant qu’ils initient la peroxydationlipidique, la vitamine C protége les biomembranes

et les lipoprotéines[36].

111.2.2. La vitamine E

C’est un antioxydant trés important qui sert pour la protection des cellules contre les dommages
causés par les radicaux libres, prolongeant ainsi la vie des cellules tout en ralentissant le

processus de vieillissement et en réduisant I'athérosclérose.

La vitamine E joue un rdle trés remarquable dans 'agrégation de la vitamine B-amyloide (A),
voire que les données cliniques indiquent que c’est bénéfique pour les patients atteints de la
maladie d'Alzheimer. Il a ét¢ déterminé que la biodisponibilité de la vitamine E naturelle

semblait étre plus importante que celle de la vitamine E synthétisée.

La vitamine E est rencontrée surtout dans les huiles végétales, les noix et les germes de diverses

graines [36].

111.2.3. Les caroténoides

Les caroténoides sont des composants membranaires des chloroplastes qui forment un groupe
de pigments liposolubles. Ils servent a la contribution par coloration jaune, orange ou rouge des

fruits et 1égumes. Ils se trouvent généralement dans les plantes alimentaires.
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Les caroténoides réagissent avec 1’oxygene singlet, les radicaux peroxyles et alkyles en

capturant les radicaux libres [37].

IV. Composés phénoliques
IV.1. Définition des composés phénoliques

Les polyphénols, ou composés phénoliques, constituent la plus grande famille de molécules
organiques présentes dans le régne végétal. Ce sont des métabolites cibles caractérisés par la
présence de cycles aromatiques avec des groupes hydroxyles libres ou des groupes hydroxyle
liés a des glucides. On les retrouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits, et ils
font donc partie intégrante de 1’alimentation [38], Ce sont des métabolites produits par les
plantes qui interagissent avec les autres végétaux et animaux. Le terme phénolique est surtout
utilis¢ dans la définition des substances ayant au moins un groupement hydroxyle (OH)
substitué sur le cycle aromatique. Ce nom vient du composé d’origine le plus simple : le phénol.
Par conséquent les polyphénols naturels peuvent étre des molécules simples telles que les acides
phénoliques, ils peuvent étre aussi des composés parfaitement polymérisés comme les tanins.
Plusieurs milliers de composés phénoliques ont été caractérisés jusqu’a ce jour dans le régne
végétal. On compte, a I’heure actuelle, pas moins de 8000 composés. Ils ont tous en commun
la présence d’un ou plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles
[39]. Les principales classes des composés phénoliques sont les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide ferulique, acide chlorogenique, etc), les flavonoides,

les tanins, et les coumarines.

Les substances phénoliques sont des molécules biologiquement actives, elles sont largement
utilisées en thérapeutique comme vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs
enzymatiques, antioxydants et anti-radicalaires, antimicrobiens. Les composés phénoliques ou
les polyphénols (PP) font partie intégrante de 1’alimentation humaine et animale [40]. Ces corps
jouent un role fondamental car ce sont des ¢léments importants de qualité sensorielle (couleur
et caracteéres organoleptiques) et nutritionnelle des végétaux, tels que les 1égumes, les fruits, les
céréales ou les fruits secs, ainsi que dans les boissons, le café, le cacao ou le thé, que consomme
I'homme. Cette consommation est d’environ un gramme de polyphénols chaque jour, soit dix
fois plus que de vitamine C et 100 fois plus que de caroténoides ou vitamine E [41]. L'activité
antioxydante des polyphénols est reconnue et pourrait expliquer leur réle potentiel dans la

prévention de plusieurs maladies associées au stress oxydatif.
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Iv.2. Flavonoides

Les flavonoides désignent une variété de composés naturels qui appartient a la famille des
polyphénols. Ces molécules sont susceptibles d’étre comme des pigments quasiment universels
des végétaux ; ils sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et méme parfois des
feuilles. Ils existent le plus souvent a I’état naturel sous forme d’hétérosides [42]. Les
flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyran. Leur structure d’origine est celle d’un
diphénylpropane ayant 15 atomes de carbone (C6-C3 -C6), qui consiste en deux cycles
aromatiques (ou anneaux) représentant les lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, qui
désigne la lettre C. Parmi des milliers de plantes, les flavonoides ne contiennent que plus de 4
000 substances isolées et identifiées. Elles sont classées dans les catégories suivantes : Les
flavones, les flavonols et les dihydroflavonols, les isoflavonoides, les biflavonoides, les
flavanones, les flavanediols (leucocyanidines), les anthocyanidines, les chalcones et les

dihydrochalcones, les aurones [43].

Les flavonoides posseédent de nombreuses activités biologiques, ces activités sont attribuées en
partie aux propriétés antioxydantes de ces composés naturels [44]. L action antioxydante de ces
composés ne s’exerce pas seulement par I’inhibition des radicaux libres, mais elle se manifeste
aussi par la neutralisation d’enzymes oxydantes et par la chélation d’ions métalliques

responsables de la production des ERO [45-46].

A cause de leur faible potentiel redox, les flavonoides (FI-OH) sont thermodynamiquement
capables de réduire les radicaux libres oxydants (R®), comme le superoxyde, le peroxyle,
I’alkoxyle et I’hydroxyle, par transfert d’hydrogéne et le radical Flavonoxy (FL-0) qui en résulte
peut réagir avec un autre radical pour former une structure stable [47].

Les flavonoides sont aussi considérés comme de bons chélateurs d’ions métalliques [48],
comme les ions du fer (Fe **) et du cuivre (Cu") qui sont essentiels pour certaines fonctions
physiologiques, mais ils sont aussi responsables de la production du radical hydroxyle par la

réduction du peroxyle d’hydrogéne selon la réaction suivante :

H20: + Fe?* (Cut) — "OH +"OH + Fe3* (Cu?")
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V. Matériels et méthodes

V.1. Pouvoir antioxydant
V.1.1. Préparation des extraits

L’extraction a partir des dérivés o,a-diaminodiesterssynthétisés, a été réalisée dans 1’éthanol a
95%. Par la suite, 10ml du solvant Ethanol, sont ajoutés a 20mg de I’extrait. Le mélange est
agité a I’aide d’un agitateur (300 rpm). La solution finale a été conservée en obscurité a (-20°C),

pour une analyse ultérieure par DPPH et FRAP [49]
V.1.2. Mesure du pouvoir de piégeage du radical DPPH"*

L’activité antioxydante a été évaluée en mesurant le pouvoir de piégeage d’un radical libre,
DPPH:(1,1-Diphenyl-2-picryhydrazyl), ce dernier, apres sa préparation donne une coloration
violette due a un électron non apparié de 1’azote. La capacité de donation des électrons par les
extraits testés est mise en €vidence par une méthode spectrophotométrique en suivant la
disparition de cette couleur violette en une couleur jaune [50], ce qui démontre qu’il y a eu une
réaction de réduction avec l'atome de I'oxygeéne d'un piégeur du radical libre, et donc le DPPH-

H (1,1- diphényl-2-picrylhydrazyl) est formé [51-52].

DN IS e
5 <

DPPH DPPH;

Schéma 1
Le protocole suivi lors de cette analyse était celui de Huang et al. [53]. Dans un premier temps,
nous préparons la solution mere de DPPH a une concentration de 60umole, donc on met 2,4mg
de DPPH dans 100ml de méthanol. Aprés la stabilisation de cette solution, on prend 3,8ml
qu’on ajoute a 200ul de I’extrait déja préparé, et on mélange a 1’aide d’un vortex. Apres 30min
d’incubation en obscurité et a une température ambiante, la lecture de la densité optique (DO)
est effectuée a 515nm. Une gamme de concentration de la vitamine C (Acide L-ascorbique) a
¢été préparée pour faire la comparaison lors de I’analyse des résultats. Tous les essais ont été

effectués en triplicata.
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Figure 33 : Réduction du DPPH par I’acide ascorbique (INRA Rabat)

Les résultats de ’activité anti radicalaire sont estimés en pourcentage [54], selon la formule
suivante :
1% = (A blanc — A échantillon) x100/A blanc
A blanc : Absorbance du blanc (DPPH dans le méthanol) ;
A échantillon : Absorbance du composé¢ d'essai.
La CIso a été déterminée pour chaque extrait, elle est définie comme étant la concentration

d’antioxydant requise pour diminuer la concentration initiale de 50% [55].

V.1.3. Pouvoir réducteur (FRAP)

Le pouvoir réducteur des échantillons a ét¢ déterminé en suivant le principe de Benzie et al.[56].
Selon Djahra et al.[57] I'absorbance du mélange réactionnel est lue a 700 nm. Plus grande est
I’absorbance, plus grand est le pouvoir réducteur.

Le protocole adopté a ét¢ comme suit : 250 pl d’extrait d'échantillon préalablement préparé, est
ajouté a un mélange de 250 pl d’une solution tampon phosphate (200 mM, pH 6,6) et de 250 pl
de ferricyanure de potassium 1%, (p / v). L’ensemble a été incubé dans un bain-marie a 50 °C
pendant 20 minutes, puis 250 ul d'acide trichloroacétique a 10% (p/v) a été ajouté au mélange.
Par la suite, on centrifuge a 10000 ppm pendant 10 min. On récupere 1ml du surnageant, on y

ajoute 1ml d’eau distillée et 0,1 ml d’une solution de chlorure ferrique (0,1%, p/v). La lecture
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de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700nm contre un blanc semblablement préparé,
en remplagant I’extrait par de 1’eau distillée qui permet de calibrer I’appareil. Le contrdle positif
est représenté par une solution d’un antioxydant standard: L’acide ascorbique dont

I’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les échantillons.

Figure 34 : Réduction du Fer ferrique en Fer ferreux

VI. Résultats et discussion

VI.1. Activité antioxydante

Afin d’évaluer ’activité antioxydante des produits synthétisés, on a fait appel a deux méthodes

complémentaires, en 1’occurrence le piégeage du radical DPPH et le pouvoir réducteur.
V1.2. Piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydante des produits synthétisés et du témoin positif qui est I’acide ascorbique,
a ¢été déterminée par la méthode du DPPH. Cette activité a été évaluée a I’aide d’un
spectrophotometre UV visible en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son
passage de la couleur violette (DPPH") a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 515nm. Cette
capacité¢ de réduction est déterminée par une diminution de ’absorbance induite par des

substances antiradicalaires [58].
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Les profils d’activité antiradicalaire obtenus lors de cette étude indiquent que les extraits de
synthése testés possédent un pouvoir antioxydant. A noter que ’activité antiradicalaire est
proportionnellement dépendante de leur concentration.

Le pouvoir antioxydant des extraits de synthése est confirmé aussi par comparaison des valeurs
des ICso qui expriment la concentration de ’extrait étudié¢ nécessaire pour réduire a moitié le
pourcentage du DPPH en solution. Pour chaque extrait, I'ICso est déduite de la droite
d'é¢talonnage correspondante [59];[60].

Les résultats obtenus sont représentés sous forme de droites dont les équations sont les suivantes

L’extrait 2a : Y =77,644x + 12,274 R>=10,9619
L’extrait 2b : Y =129,1x +25,94 2=0,922
L’extrait 2¢ : Y =48,56x + 14,28 R2=10,977
L’extrait 2d : Y =54,14x + 0,357 R?=0,981
L’extrait 2e : Y =38,03x + 5,133 R2=10,987
Le témoin (A.ascorbique) : Y =58,30x +45,17 R2=0,971

Le tableau suivant regroupe les valeurs des ICso des extraits de synthese ainsi que I’antioxydant
de référence.

Tableau 16 : Valeurs des ICsodes extraits bruts et témoin déterminées par le test du DPPH.

Extrait ICs0 (mg/ml)
2-benzamido-2-((2-méthoxy-2- 0.49
oxoéthyl)amino)propanoate de méthyle2a ’
2-benzamido-2-((2-méthoxy-2-oxo-1- 0.19
phénylethyl)amino acétate de méthyle2b ’
2-((1-benzamido-2-méthoxy-2-oxoéthyl)amino)-3- 0.74
(1H-indol-2-yl)propanoate de méthyle2c ’
2-((1-benzamido-2-méthoxy-2-oxoéthyl)amino)-3- 0.92
phénylpropanoate de méthyle2d ’
1-(1-benzamido-2-méthoxy-2-oxoéthyl) 118
pyrrolidine-2-carboxylate de méthyle2e ’
A. Ascorbique 0,083
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Parmi les cing extraits testés, 1’extrait 2b est un antioxydant efficace par rapport aux autres
extraits. On peut dire que tous les extraits posseédent une activité antiradicalaire et que la faculté
de piéger le radical libre DPPH par I’extrait 2b est puissante par rapport aux autres extraits.
Néanmoins, le pouvoir de 1’antioxydant de référence reste supérieur a celui des extraits étudiés.
A la lumiére des résultats obtenus, nous pouvons conclure que les différents extraits testés

possedent un pouvoir antioxydant important comparé au témoin positif considéré.
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Figure 35 : Activité antioxydante de l'extrait 2a comparée a celle de I’acide ascorbique.
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Figure 36 : Activité antioxydante de I'extrait 2b comparée a celle de ’acide ascorbique.
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Figure 37 : Activité antioxydante de I'extrait 2c comparée a celle de ’acide ascorbique.
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Figure 38 : Activité antioxydante de I'extrait 2d comparée a celle de I’acide ascorbique.
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Figure 39 : Activité antioxydante de I'extrait 2e comparée a celle de I’acide ascorbique.
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VI.3. Pouvoir réducteur (FRAP)

Les ions métalliques sont nécessaires pour le fonctionnement des processus biochimiques et
physiologiques cellulaires, mais dans certains cas et lorsque leur mécanisme d’action n’est pas
bien contr6lé, ces mémes ions peuvent €tre a I’origine d’une peroxydation lipidique, un stress
oxydatif ou une blessure des tissus [61].Pour la méthode FRAP, la révélation du pouvoir
réducteur est basée sur le virage de la couleur jaune du ferrocyanure de potassium vers une
couleur bleue verdatre dont I’intensité dépend du pouvoir réducteur de chaque échantillon. Ce
dernier dépend essentiellement de la quantité de réducteur présent dans le milieu testé. Ce qui
se traduit par I’augmentation de I’absorbance qui est mesurée a 700nm [62].

Les résultats obtenus montrent que le pouvoir réducteur des extraits de synthése est en fonction
de leurs concentrations utilisées. On note que le pouvoir réducteur des extraits testés reste

inférieur a celui de ’antioxydant de référence (acide ascorbique).

2.5

15

Absorbance a 700 nm

0.5 I | |
111188 1L
0.2 0.5

0.01 0.04 0.1 0.16

Concentration en mg/ml

W23 W2b m2c m2d m2e mAcide ascorbique

Figure 40 : Pouvoir réducteur des extraits de synthése comparé a celui de ’acide ascorbique.

Les résultats sont exprimés en ICso. Pour chaque extrait, I'ICso est déduite de la droite
d'étalonnage correspondante. Plus la valeur d’ICso est basse, plus l'activité antioxydante d'un

composé est grande. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau ci-dessous :
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Tableau 17 : Valeurs des ICso (mg/ml) des extraits bruts et témoin déterminées.

Extrait ICs0 (mg/ml)
2a 176,41
2b 43,66
2c 194,55
2d 155,88
2e 54,6
A. Ascorbique 18,78

Les résultats révelent que les composés testés sont des donneurs d'électrons et qu'ils sont
capables de réduire les ions Fe® * de maniére linéaire en fonction de la concentration. Ces
résultats sont comparés entre eux, avec ’antioxydant standard (Acide ascorbique). A des
concentrations allant de 0,01a 0.5mg/ml, I’extrait 2b présente le pouvoir réducteur le plus
important suivi des extraits 2e, 2d, 2a et 2¢ respectivement.

I1 est a noter que le test DPPH effectué¢ sur des aminoesters synthétisés par Galéhshahi et al.
[17], a montré que tous les extraits testés ont exhibé une activité antioxydante importante, avec
des valeurs d’ICso allant de 3,9-33,6 % comparé avec I’antioxydant de référence
I’hydroxytoluéne butylé ou 2,6-di-fert-butyl-4-méthylphénol (BHT) qui présente une valeur
de 1,1%. Tandis que nos produits synthétisés o,a-diaminodiesters carboxyliques ont présenté
des valeurs d’ICso allant de 0,19-1,18% comparé¢ avec 1’antioxydant de référence qui a présenté
une valeur de 0,018% . De ce fait, les deux résultats montrent que 1’activité antioxydante de
cette famille de molécules malgré son importance, reste toujours moins importante que celle de

I’antioxydant de référence.
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Conclusion générale

L’objectif principal de notre travail de recherche était d’apporter une contribution dans la
recherche de nouvelles molécules, pouvant présenter des propriétés antibactériennes et
antioxydante importantes. Ainsi, nous avons pusynthétiser de nouveaux a,o-diamino-diesters
carboxyliques, en utilisant I’a-azido-glycinate de méthyle comme matiére premiére dans la
réaction de N-alkylation. Les propriétés biologiques et antioxydantes des dérivés synthétisés
ont été évaluées pour leurs activités antibactérienne et antioxydante au sein de I’unité de
biotechnologie alimentaire a 1’Institut National de Recherche Agronomique (INRA). Une étude

structurale a été établie également sur deux monocristaux, issus de la synth¢ese.

Ainsi, pour situer notre théme dans le contexte actuel de la recherche, nous avons présenté dans
un premier chapitre de cette these, une revue bibliographique sous forme d’une mise au point
impliquant les différentes voies de syntheése des aminoacides et de leurs dérivés diaminoesters

et diaminodiesters carboxyliquesainsi qu’un étalement sur leurs réactivités.

Le deuxieme chapitre a été consacré a la description de nos propres travaux relatifs a la
préparation de nouveaux dérivés a,a-diaminodiesters carboxyliques par réaction de substitution
nucléophile entre le 2-azido-2-benzamidoacétate de méthyle et différents aminoesters
hétérocycliques ou non hétérocycliques. Tous les produits obtenus ont été caractérisé€s par les
méthodes spectroscopiques (RMN-1H et RMN-13C, MS-ESI). Deux composés de cette série
ont été isolés sous forme de monocristaux dont les structures chimiques ont été confirmées

¢galement par diffraction aux rayons X.

Dans le troisiéme chapitre, nous avons présent¢ un bref apercu sur les bactéries, les
antibiotiques et les techniques de la sensibilité bactérienne aux antibiotiques. Une évaluation
de P’activité antibactérienne des dérivés a,a-diaminodiesters carboxyliques a été rapportée. Les
produits testés ont montré ainsi un pouvoir antibactérien assez intéressant vis-a-vis des souches
bactériennes a gram positif et a gram négatif, dans la mesure ou I'un des dérivés, le 2-
benzamido-2-((2-méthoxy-2-oxo-1-phénylethyl)amino acétate de méthyle, issu de la réaction
de « coulage » entre I’a-azidoglycinate de méthyle et de I’ester méthylique de la phénylglycine,
a présenté la plus petite valeur de CMI 1,25 mg /ml et la plus grande valeur de ZI (10 mm)

contre la bactérie a gram négatif Escherichia coli.

Quant au dernier chapitre de cette thése, consacré alI’étude de 1’activité antioxydante des
dérivés a,a-diaminodiesters carboxyliques, les deux méthodes DPPH et FRAP, nous ont assisté

dans notre cas de figure, a constater que le méme composé 2-benzamido-2-((2-methoxy-2-oxo-

157



Conclusion générale

1-phényléthyl)amino)acétate de méthyle) présente le pouvoir antioxydant le plus important. I1
a montré également un potentiel donneur d’électrons et un pouvoir de piégeage du radical libre
DPPH" tres fort, lui valant un pouvoir réducteur significatif et la caractéristique d’un
antiradicalaire puissant. Tandis que les autres composés ont montré une activité antioxydante

modeste.

En perspective de ce travail, nous envisageons d’une part, de généraliser les méthodes de
synthése adoptées a une large gamme d’aminoacides et d’autre part, nous comptons soumettre

nos produits synthétisés a d’autres types d’activités biologiques.
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Abstract: The title compound, methyl N-[1-(benzoylamino)-2-methoxy-2-oxoethyl]tryptophanate 2,
was synthesized in high yield, via N-alkylation reaction of methyl 2-azido-2-benzamidoacetate with
methyl 2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propanoate in acetone, with the presence of diisopropylethylamine
as a base. The structure of the prepared compound was characterized by 'H, 3C NMR in addition
to MS, X-Ray diffraction data, and elemental analysis. This compound was tested in vitro for
its antibacterial activity against Gram-positive bacteria, Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus,
and Gram-negative bacteria, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and Salmonella enteric. The MIC
values showed that the synthesized compound had a bactericidal effect against the strains tested.

Keywords: antibacterial activity; carboxylic amino esters; N-alkylation

1. Introduction

Heterocyclic a-amino acids play a predominant role in medicinal chemistry because of the large
activity spectrum they present. The rapid assembly of molecular diversity is an important goal of
synthetic organic chemistry and is one of the key paradigms of modern drug discovery. The synthesis
of new a-carboxylic amino esters containing heterocyclic systems occupies an important place in the
realm of synthetic organic chemistry [1—3] and they are the fundamental units of life because oftheir
wide utility of such compounds as components of proteins, peptides, and as starting materials for the
synthesis of naturally occurring biologically active compounds [4—6].

Recently, heterocyclic a-amino acids have shown biological properties including antibacterial
activity [7]. In view of these observations and in continuation of our previous work in heterocyclic
chemistry, we synthesized the methyl N-[1-(benzoylamino)-2 -methoxy-2-oxoethyl Jtryptophanate
2 through N-alkylation between methyl 2-azido-2-benzamidoacetate and methyl 2-amino- 3-(1H-
indol-3-yl)propanoate [8,9]. Compound 2 was obtained with good yield (86% yield) and
characterized by spectroscopic techniques, such as 1D and 2D NMR spectroscopy, mass spectrometry
(MS), X-ray crystallography, MS data, and elemental analysis.

Molbank 2017, 2017, M958; doi:10.3390/M958www.mdpi.com /journal/molbank
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2. Results

2.1. Chemistry

The starting methyl 2-azido-2-benzamidoacetate 1 was prepared from glycine derivative by
reaction with sodium azide in room temperature using acetone as solvent. This intermediate
azide compound 1 was obtained pure with a good yield (92% vyield), as a white solid after
chromatography on silica gel column (ether/hexane: 1/4). After that, the compound 1 was
substituted by 2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propanoate via N-alkylation reaction in the presence of
diisopropylethylamine as base in acetone at room temperature (Scheme1).

BzHN

NH»
N
H

~COLHs

N3 1

DIEA/acetone, rt/72h

BzHN. COCHg
HN._CO,CHj
2 NH

Scheme 1. Synthesis strategy of compound 2.

A single crystal of the title compound was obtained by recrystallization from Acetone and its
structure was established on the basis of NMR spectroscopy (*H, #¥C) (Figuresiand2), MS data and
elemental analysis, and X-ray crystallography (Figure3). The definite assignment the chemical shifts
of protons and carbons are shown in Tablei.
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Figure 1. Homonuclear 'H-'H 2D spectrum of compound 2.
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Figure 2. Heteronuclear 'H-'3C 2D spectrum of compound 2.

Figure 3. ORTEP view of compound 2 showing the atom-numbering scheme.
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Table 1. 'H (300.13 MHz) and '3C (75.47 MHz) NMR spectral data for compound 2 in DMSO-ds,
including results obtained by homonuclear 2D shift-correlated and heteronuclear 2D shift-correlated
HMBC. Chemical shifts (8 in ppm) and coupling constants (J in Hz).

Position OH oc Correlation H-H Correlation C-H
1 3.28 (s) 51.78 3H!-3H! C-3H!
2 - 166.61 - -
v 3.64 (s) 52.61 3HY-g3H? Cr-3HY
o] - 174.89 - -
— 3~ 3: 3- 4:
3 (dd, Js :Si?)§175;'J321: 7.73) 64.18 i igi%’qlglﬁ s Cs-1Hs3
4 2.94—3.02 (m) - 1H4-1H4; 1H4-1H3; 1H4-1H5 -
5 3.67-3.72 (t,J = 6.90) 59.06 1H5-1Hs; 1Hs-1H4; 1Hs-2H¢ -
6 2.94—3.02 (m) 20.18 2H6-2H¢; 2H6-1H5 Cé-2H®
9 10.9 (s) - 1H9-1H9; 1H9-1H8 -
16 9.1(s) - 1H1©-1H1; 1H»®-1H3 -
17 - 170.38 - -
7, 8;10—15 and 18—23 6.93—7.82 (m) 109.80-136.48 10H#-10H2; 1H8-1HY 10Car-10Car

2.2. Biological Activity

2.2.1. Disc Diffusion Method

The synthesized product exhibited varying antibacterial activity as is shown by the inhibition
zones (IZ) in Figure4. The results from the disc diffusion assay indicated that the tested
compound showed higher antibacterial activity against Gram-positive bacteria (IZ 08-09) than against
Gram-negative bacteria (IZ 07-10).

I[Z mm

10

9

]

7

6

5

4

3

2

1

1]

E. subtilis E. coli P.agrugmosa  Salmonella sp. 5. moeus DMSO
aul

Figure 4. Antibacterial activity (inhibition zone (IZ) measured in mm) of compound 2 against
pathogenic bacteria.

2.2.2, Resazurin Microtiter Plate Assay

In the present study, we used the modified resazurin microtiter plate assay to evaluate the
antimicrobial activity of synthesized products. This method provided reproducible and accurate
results and allowed direct comparison of the antibacterial activity of the tested compound.

The average of MIC of this compound varied between 2.5—-5 mg/mL against the strains
tested. As is shown in Table2, the compound 2 showed similar MIC value of 2.5 mg/mL against
Gram-negative bacteria Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and Salmonella enteric, the same value
against Gram-positive bacteria Bacillus subtilis except Staphylococcus aureus which present a MIC
of 5 mg/mL.
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Table 2. Antibacterial activity minimum inhibitory concentration (MIC) in mg/mL of compound 2
against pathogenic bacteria presented.

Compound 2 Chloramphenicol
E. Coli CIP 53126 2.5 0.05
S. aureus CIP 483 5 0.095
S. enterica CIP 8039 2.5 0.05
B. subtilus CIP 5262 2.5 0.095
P. aeruginosa CIP 82118 2.5 0.05

3. Materials and Methods

3.1. Chemistry

All solvents were purified following the standard techniques and commercial reagents were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Melting point was determined with an
Electrothermal melting point apparatus and was uncorrected. NMR spectra (*H and 8C) were
recorded on a Bruker AM 300 spectrometer (operating at 300.13 MHz for 1H, at 75.47 MHz for 13C)
(Bruker Analytische Messtechnik GmbH, Rheinstetten, Germany). NMR data are listed in ppm and are
reported relative to tetra-methylsilane (*H, 3C); residual solvent peaks being used as internal standard.
All reactions were followed by TLC. TLC analyses were carried out on 0.25 mm thick precoated silica
gel plates (Merck Fertigplatten Kieselgel 60F2s,) and spots were visualized under UV light or by
exposure to vaporized iodine. Mass spectra were recorded on a PolarisQ Ion Trap GC/MSn Mass
Spectrometer (CNRST-Rabat). Ortep of compound 2 was obtained on a Bruker APEXII CCD detector
diffractometer (CNRST-Rabat).

To a solution of 2.6 mmol of N-benzoylated methyl a-azidoglycinate 1 and 3.12 mmol of
diisopropylethylamine (DIEA) in 10 mLof acetone, 2.86 mmol of 2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propanoate
was added. The reaction mixture was stirred for 72 h at room temperature. The solvent was evaporated
under reduced pressure. The residue was quenched with saturated aqueous solution of ammonium
chloride (20 mL) and extracted with methylene chloride (3 X 20 mL). The organic layer was dried over
sodium sulfate (Na.SO,4) and the solvent was removed under reduced pressure. The product obtained
was recrystallized from acetone.

N-benzoylated methyl a-azidoglycinate 1: Yield = 92% (white solid); m.p = 80—82 °C. tH-NMR (DMSO,
Ouppm): 3.74 (s,3H,-OCH;); 5.82(d, 1H,N-CH-N3,J =7.80Hz); 7.49—7.91 (m, 5H, 5Harom); 9.83 (d, 1H,
NHBz,J =7.80Hz). 3C-NMR (DMSO, dc ppm): 53.41 (C,-OCH3); 65.62(1C, N-CH-N3); 128.03, 129.04,
132.76 and 132.87 (6C, Carom); 167.18 and 167.67 (2C, CO). MS ESI m/z (%) = 235.

Methyl  N-[1-(benzoylamino)-2-methoxy-2-oxoethyl] tryptophanate 2: Yield = 86% (white solid);
m.p. = 174—176 °C. 'H-NMR (DMSO, du ppm): 2.94—3.02 (m, 3H, NH-CH-CH-- and -CH:-indol-3-yl);
3.28 (s, 3H,-OCH3); 3.64 (s, 3H,-OCHj3); 3.67—3.72 (t, 1H,N-CH-CH.-, J = 6.90 Hz); 5.25-5.31 (dd, 1H,
N-CH-N, J; = 10.17 Hz and J; = 7.73 Hz); 6.93—7.82 (m, 10H, 10Harom); 9.1 (s, 1H, NHBz); 10.9 (s, 1H,
NHindole). 3C-NMR (DMSO, 8¢ ppm): 29.18 (1C, -CHz-indol-3-y1); 51.78 and 52.65 (2C, -OCH3); 59.06
(1C,-CH-CHz-indol-3-yl); 64.18 (1C,N-CH-N); 109.80,111.79,118.74,121.33,124.15,127.74,127.78,128.78,
132.12, 133.71 and 136.48 (14C, Carom); 166.61, 170.38 and 174.89 (3C, CO). Calcd. for C22H23N305 (%):
C, 64.54; H, 5.66; N, 10.26; Found (%): C 64.28, H 5.71, N 10.16. MS ESI m/z (%) = 409.60.

3.2. Biological Activity

3.2.1. Disc Diffusion Method

The antimicrobial studies was evaluated using the agar diffusion technic in petri dishes [10],
this activity was carried out against five bacterial strains: Staphylococcus aureus CIP 483, Bacillus subtilis
CIP 5262, Escherichiacoli CIP 53126, Pseudomonas aeruginosa CIP 82118, and salmonellaenteric CIP 8039.
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Briefly, 100 WL of suspension containing approximatively 5 X 105 colony-forming units (CFU)/mL
of bacteria cells on Tryptic Soy Agar (TSA). The sterile filter discs (6 mm diameter) were separately
impregnated with 15 pL of the synthesized product and placed on the agar which had previously been
inoculated with the tested microorganism. These petri dishes were incubated overnight at 37 °C [11].
After incubation, all plates were checked for inhibition zones and the diameters were measured in
millimeters, chloramphenicol antibiotics (50 mg/mL) and DMSO were used as positive and negative
control respectively.

3.2.2. Resazurin Microtiter Plate Assay

For the minimum inhibitory concentration (MIC) of the synthesized product, a modified resazurin
microtiter plate assay was used as reported by Sarker [12]. Briefly, a volume of 100 PL of each product
solution (20 mg/mL, v/ivin DMSO 90%), was pipetted into the first row of the 96 well plates, then to all
other wells of microtiter plates, we added 100 WL of tryptic soya broth. A serial dilution was achieved
by starting transferring 100 YL test material from first row to the subsequent wells in the next row of
the same column and so that each well has 100 pL of test material in serially descending concentrations.
Then 10 YL of bacterial suspension (108 CFU/mL) was added to each well. The microplates were
placed in an incubator set at 37 °C for 24 h. Each plate had a set of controls: A column with an antibiotic
as positive control (chloramphenicol in serial dilution (50 mg/mL)), a column with all solutions except
the test material, and a column with all solutions with the exception of the bacterial suspension.
Finally, the resazurin solution was prepared by dissolving 270 mg of resazurin powder in 40 mL sterile
distilled water [13]. A volume of 10 WL of resazurin solution as indicator was added in each well
after incubation. The microplates were placed again in an incubator at 37 ‘C for just 2 h. The color
change was then assessed visually. Any color changes from purple to pink or colorless were recorded
as positive. The lowest concentration at which color change occurred was taken as the MIC value [14].

4. Conclusions

The synthesis of methyl N-[1-(benzoylamino)-2-methoxy-2-oxoethyl]tryptophanate 2 was
performed via N-alkylation reaction and characterized by 'H, 3C NMR, MS data, elemental analysis,
and X-ray crystallography. The synthesized compound was screened for its antimicrobial activity.
Antibacterial results indicated that the compound 2 had a bactericidal effect towards all bacterial
strains when compared to standard drug Chloramphenicol.

Supplementary Materials: The following are available online atwww.mdpi.com/2017/3/M958, Figure S1: 13C-
NMR spectrum of compound 1, Figure S2: 1H-NMR spectrum of compound 1, Figure S3: 13C-NMR spectrum of
compound 2, Figure S4: 1H-NMR spectrum of compound 2, Figure S5: Mass spectrum of compound 2.
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Structure description

The synthesis of new a-AAs (a-aminoacetates) and their esters is of international interest
because of their extensive applications in enzymology, medicine, pharmacology and
industry (Leite et al., 2006; Mikotajczyk, 2005; Joly et al., 2004). Our strategy used
nucleophilic substitution of the N-protected methyl a-azido glycinate with 2-amino-2-
phenylacetate in methylene chloride, in the presence of triethylamine as a base
(Boukallaba et al., 2006) to produce the title compound in good yield.

In the title molecule (Fig. 1), the dihedral angles between the phenyl rings and those
between the planes of the methyl acetate groups are 58.85 (8) and 88.30 (8)° respectively.
The twisted conformation of the molecule is also influenced by the presence of an
intramolecular N—H-. -O hydrogen bond (Table 1). In the crystal, N—H.. O and
C—

H-O hydrogen bonds(Table 1, Fig. 2) link the molecules into chains propagating along
th-e a-axis direction.
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Figure 1

The structure of the title compound, showing the atom-labeling scheme.
Displacement ellipsoids are drawn at the 50% probability level. H atoms
are represented as small spheres with arbitrary radii.

Synthesis and crystallization

To a stirred solution of methyl 2-amino-2-phenylacetate

(2 mmol) and triethylamine (4 mmol) in 10 ml of dry
methylene chloride, N-benzoylated methyl a-azidoglycinate
(2.6 mmol) was added. The mixture was stirred at 0°C for 1 h
then at room temperature for 16 h. The resulting solution was
washed with citric acid (15%), then with a saturated solution
of sodium bicarbonate (NaHCO3). Solvents were removed
and colourless single crystals of the title compound were
obtained by recrystallization from ether (yield = 86%; m.p =

126-128°C.).

'H NMR (300.13 MHz; CDCls, dx p.p.m.): 3.3 (e, 1H, NH-
CH-Ph); 3.51 (s, 3H, —OCHj3); 3.78 (s, 3H, —OCHs); 4.65 (s,
1H, NH-CH-Ph); 5.52 (d, 1H, N-CH-N, J = 8.4 Hz); 6.75 (d,
1H, NHBz, J = 8.4 Hz); 7.28-7.82 (M, 10Harom).

Figure 2
A view of the crystal packing of along the b axis. Hydrogen bonds are
drawn as dashed lines.

Table 1
Hydrogen-bond geometry (A, ©).
D—H-- -A D—H

A DA D—H--
A

N1—HIN---02  0.85(1)
N2—H2N---05  0.85 (1)

200(1)  29147(15) 162 (1)
252(1)  28334(15) 103 (1)

Symmetry code: (i) x g% —yp Y —zp 2

Table 2
Experimental details.

Crystal data

Chemical formula

M,

Crystal system, space group
Temperature (K)

a b, c(A)

V (A%

Z

Radiation type

B (mm—Y)
Crystal size (mm)

Data collection
Diffractometer
Absorption correction

Tminy Tmax
No. of measured, independent and
observed [l > 2a(l)] reflections
Rint
(sin &/h)max (A )

Refinement

R[F 2 > 2a(F 2)],wR(F?), S
No. of reflections

No. of parameters

No. of restraints

H-atom treatment

OPrmax, Opmin (€ A7)
Absolute structure
Absolute structure parameter

C19H20N205

356.37

Orthorhombic, P2;2,2;

173

9.3432 (6), 10.4314 (8),
18.0901 (14)

1763.1 (2)

4

Mo Ka

0.10

0.35~0.16 ~0.14

Bruker APEXII CCD

Multi-scan (SADABS; Bruker,
20058

0.967, 0.986

28362, 3455, 3246

0.029
0.617

0.027, 0.065, 1.04

3455

246

2

H atoms treated by a mixture of
independent and constrained
refinement

0.14,—0.13

Flack (1983), 1822 Friedel pairs

—0.3(8)

Computer programs: APEX2 and SAINT (Bruker, 2005), SHELXS97 (Sheldrick, 2008),
SHELXL2014 (Sheldrick, 2015), PLATON (Spek, 2009) and pubICIF (Westrip, 2010).

13C NMR (75.47 MHz; CDCls, dc p.p.m.): 52.44 (1C,
OCHj); 52.88 (1C, OCH3); 61.97 (1C, NH-CH—Ph); 63.62
(1C, N-CH—N); 127.13-137.48 (10C, Carom); 167.14, 170.14

and 173.63 (3C, CO).

Elemental Analysis: Calculated for CigH2oN20s (%): C,
64.04; H, 5.66; N, 7.86; Found (%): C 63.84, H5.67, N 7.89. MS

ESI m/z (%) = 356.49.

Refinement

Crystal data, data collection and structure refinement details

are summarized in Table 2.
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full crystallographic data

IUCrData (2017). 2, x171155 [https://doi.org/10.1107/S2414314617011555]
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Methyl (2R)-2-benzamido-2-{[(1R)-2-methoxy-2-o0x0-1-phenylethylJamino}acetate

Crystal data

C19H20N205

M; = 356.37
Orthorhombic, P212:12;
Hall symbol: P 2ac 2ab
a=9.3432 (6) A

b =10.4314 (8) A

¢ =18.0901 (14) A

V =1763.1 (2) A
Z=4

Data collection

Bruker APEXII CCD
diffractometer
Radiation source: fine-focus sealed tube
Graphite monochromator
¢ and w scan
Absorption correction: multi-scan
(SADABS; Bruker, 2005)
Tmin=0.967, Tmax= 0.986

Refinement

Refinement on F2

Least-squares matrix: full

R[F? > 24(F?)] = 0.027

wR(F?) = 0.065

$=1.04

3455 reflections

246 parameters

2 restraints

Primary atom site location: structure-invariant
direct methods

Secondary atom site location: difference Fourier
map

Hydrogen site location: inferred from
neighbouring sites

F(000) = 752

Dx=1.343 Mg m™?

Mo Ko radiation, A = 0.71073 A
Cell parameters from 365 reflections
6=16-25.2°

pu=0.10 mm!

T=173K

Prism, colourless

0.35x0.16 x 0.14 mm

28362 measured reflections
3455 independent reflections
3246 reflections with 1 > 24(1)
Rint= 0.029

Omax = 26.0°, Omin= 2.3°
h=-11-7

k=-12—12

| =-22—-22

H atoms treated by a mixture of independent
and constrained refinement

w = 1/[¢*(F2) + (0.0234P)? + 0.3377P]
where P = (FZ + 2F2)/3

(A/O')max = 0001

Apmax=0.14 e A7

Apmin=—0.13 ¢ A7

Extinction correction: SHELXL2014
(Sheldrick, 2015),
Fc"=kFc[1+0.001xFc22%/sin(20)]
1/4

Extinction coefficient: 0.0073 (8)

Absolute structure: Flack (1983), 1822 Friedel
pairs

Absolute structure parameter: —0.3 (8)

IUCrData (2017). 2, x171155

data-1
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Special details

Geometry. All esds (except the esd in the dihedral angle between two I.s. planes) are estimated using the full covariance
matrix. The cell esds are taken into account individually in the estimation of esds in distances, angles and torsion angles;
correlations between esds in cell parameters are only used when they are defined by crystal symmetry. An approximate
(isotropic) treatment of cell esds is used for estimating esds involving I.s. planes.

Refinement. Refinement of F? against ALL reflections. The weighted R-factor wR and goodness of fit S are based on F?,
conventional R-factors R are based on F, with F set to zero for negative F2. The threshold expression of F? > 2sigma(F?) is
used only for calculating R-factors(gt) etc. and is not relevant to the choice of reflections for refinement. R-factors based
on F? are statistically about twice as large as those based on F, and R- factors based on ALL data will be even larger.

Fractional atomic coordinates and isotropic or equivalent isotropic displacement parameters (A2)

X y z Uiso™/Uegq
Cl14 0.12279 (14) 0.23661 (11) 0.98202 (7) 0.0305 (3)
H14 0.2102 0.2580 0.9526 0.037*
N1 0.16831 (11) 0.14782 (10) 1.03988 (6) 0.0315 (2)
03 0.15911 (11) 0.40644 (9) 1.06499 (6) 0.0464 (3)
01 —0.04242 (10) 0.16104 (10) 1.09856 (6) 0.0456 (3)
02 —0.03638 (11) 0.41900 (9) 0.99493 (6) 0.0475 (3)
C15 0.06822 (15) 0.08188 (12) 0.88463 (7) 0.0359 (3)
H15 0.1676 0.1036 0.8684 0.043*
N2 0.01902 (12) 0.18778 (10) 0.93039 (6) 0.0321 (2)
C12 0.12463 (14) 0.00585 (12) 1.14380 (7) 0.0330 (3)
C18 0.06847 (13) 0.36261 (11) 1.01468 (7) 0.0323 (3)
C13 0.07640 (13) 0.11150 (12) 1.09329 (7) 0.0322 (3)
C1 —0.12382 (16) 0.15859 (14) 0.79537 (8) 0.0452 (3)
H1 —0.1444 0.2276 0.8279 0.054*
C6 —-0.02209 (14) 0.06888 (13) 0.81452 (7) 0.0353 (3)
C9 0.19247 (18) —0.19864 (15) 1.23588 (9) 0.0493 (4)
H9 0.2146 —-0.2693 1.2669 0.059*
05 —0.04305 (14) —0.07267 (10) 0.96120 (7) 0.0620 (3)
C8 0.27280 (17) —0.17514 (15) 1.17398 (9) 0.0479 (4)
H8 0.3519 —0.2288 1.1627 0.057*
C19 0.1260 (2) 0.53040 (15) 1.09662 (10) 0.0572 (4)
H19A 0.1460 0.5977 1.0602 0.086*
H19B 0.1851 0.5443 1.1407 0.086*
H19C 0.0246 0.5332 1.1104 0.086*
C7 0.23931 (16) —0.07355 (13) 1.12783 (8) 0.0423 (3)
H7 0.2954 —0.0582 1.0849 0.051*
C4 —-0.0684 (2) —0.04241 (16) 0.70022 (9) 0.0571 (4)
H4 —0.0492 -0.1120 0.6678 0.069*
C5 0.00429 (18) —-0.03273 (15) 0.76647 (8) 0.0474 (4)
H5 0.0730 —-0.0960 0.7794 0.057*
Cl11 0.04614 (19) —0.01734 (17) 1.20718 (9) 0.0560 (4)
H11 -0.0316 0.0373 1.2196 0.067*
Cl16 0.07709 (18) —0.04722 (14) 0.92455 (8) 0.0471 (4)
04 0.17846 (16) —0.11697 (13) 0.92196 (8) 0.0816 (4)
C3 —0.1684 (2) 0.04823 (18) 0.68102 (9) 0.0619 (5)
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H3 -0.2179 0.0418 0.6353 0.074*
C10 0.0801 (2) —0.11964 (19) 1.25270 (9) 0.0657 (5)
H10 0.0250 —-0.1351 1.2959 0.079*
C2 —0.1965 (2) 0.14844 (17) 0.72849 (9) 0.0592 (4)
H2 —0.2660 0.2110 0.7155 0.071*
C17 —0.0486 (3) —0.19393 (18) 1.00059 (13) 0.0933 (8)
H17A —-0.0225 —0.2637 0.9669 0.140*
H17B —0.1458 —0.2081 1.0193 0.140*
H17C 0.0186 -0.1918 1.0421 0.140*
HIN 0.2540 (14) 0.1193 (14) 1.0386 (8) 0.039 (4)*
H2N —-0.0591 (14) 0.1679 (13) 0.9516 (7) 0.033 (4)*
Atomic displacement parameters (A?)

Ull U22 U33 UlZ U13 U23
Cl4 0.0284 (6) 0.0311 (6) 0.0321 (6) —-0.0018 (5) —0.0005 (5) 0.0026 (5)
N1 0.0270 (5) 0.0325 (5) 0.0352 (5) 0.0043 (4) —0.0002 (5) 0.0039 (4)
03 0.0447 (5) 0.0364 (5) 0.0581 (6) 0.0044 (4) —0.0181 (5) —0.0123 (5)
01 0.0363 (5) 0.0549 (6) 0.0454 (5) 0.0140 (5) 0.0072 (4) 0.0097 (5)
02 0.0412 (6) 0.0406 (5) 0.0607 (6) 0.0089 (4) —-0.0159 (5) —0.0052 (5)
C15 0.0341 (6) 0.0374 (7) 0.0362 (7) —0.0007 (6) 0.0017 (5) —0.0037 (5)
N2 0.0307 (5) 0.0324 (5) 0.0332 (5) —-0.0013 (4) —-0.0016 (5) —0.0005 (4)
C12 0.0340 (6) 0.0337 (6) 0.0314 (6) —-0.0010 (5) —0.0040 (5) 0.0003 (5)
C18 0.0311 (6) 0.0305 (6) 0.0351 (6) —0.0020 (5) —0.0040 (5) 0.0042 (5)
C13 0.0322 (6) 0.0333 (6) 0.0310 (6) 0.0022 (5) —-0.0010 (5) —0.0018 (5)
Cl 0.0494 (8) 0.0441 (8) 0.0421 (7) —-0.0024 (7) —=0.0045 (7) —0.0009 (6)
C6 0.0383 (7) 0.0365 (7) 0.0310 (6) —0.0076 (5) 0.0033 (5) 0.0012 (5)
C9 0.0577 (9) 0.0423 (8) 0.0479 (8) —0.0024 (7) —0.0112 (7) 0.0134 (7)
05 0.0676 (8) 0.0449 (6) 0.0736 (8) —-0.0110 (6) —0.0148 (6) 0.0246 (6)
C8 0.0477 (8) 0.0397 (7) 0.0562 (9) 0.0076 (7) —0.0043 (7) 0.0055 (7)
C19 0.0653 (10) 0.0380 (8) 0.0681 (10) 0.0046 (7) —0.0147 (9) —0.0170 (7)
Cc7 0.0429 (8) 0.0412 (7) 0.0427 (7) 0.0053 (6) 0.0041 (6) 0.0062 (6)
C4 0.0746 (11) 0.0543 (9) 0.0426 (8) —0.0127 (9) —0.0008 (8) —0.0113 (7)
C5 0.0570 (9) 0.0446 (8) 0.0407 (8) —-0.0036 (7) 0.0012 (7) —0.0050 (7)
Cl1 0.0566 (10) 0.0626 (10) 0.0487 (8) 0.0169 (8) 0.0150 (8) 0.0159 (8)
C16 0.0599 (9) 0.0377 (7) 0.0436 (8) 0.0078 (7) —=0.0176 (7) —0.0074 (6)
04 0.0964 (10) 0.0652 (8) 0.0831 (9) 0.0450 (8) —0.0142 (8) —=0.0072 (7)
C3 0.0760 (12) 0.0700 (11) 0.0397 (8) —-0.0191 (10) —0.0167 (8) 0.0003 (8)
C10 0.0731 (12) 0.0746 (12) 0.0494 (9) 0.0129 (10) 0.0160 (9) 0.0265 (9)
C2 0.0636 (10) 0.0595 (10) 0.0546 (10) —0.0007 (9) —0.0191 (8) 0.0069 (8)
C17 0.139 (2) 0.0537 (11) 0.0873 (14) —0.0394 (13) —0.0489 (15) 0.0349 (10)
Geometric parameters (A, ©)
Cl14—N2 1.4395 (16) C9—H9 0.9500
Cl14—N1 1.4610 (16) 05—C16 1.331(2)
Cl14—C18 1.5277 (17) 05—C17 1.4527 (19)
Cl4—H14 1.0000 C8—C7 1.385 (2)
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N1—C13
N1—H1IN
03—C18
03—C19
01—C13
02—C18
C15—N2
C15—C6
C15—C16
C15—H15
N2—H2N
Cl2—C11
C12—C7
C12—C13
C1—C6
C1—C2
Cl—H1
C6—C5
C9—C8
C9—C10

N2—C14—N1
N2—C14—C18
N1—C14—C18
N2—C14—H14
N1—C14—H14
C18—C14—H14
C13—N1—C14
C13—N1—H1IN
C14—N1—HIN
C18—03—C19
N2—C15—C6
N2—C15—C16
C6—C15—Cl16
N2—C15—H15
C6—C15—H15
C16—C15—H15
C14—N2—C15
C14—N2—H2N
C15—N2—H2N
Cl11—C12—C7
Cl1—C12—C13
C7—C12—C13
02—C18—03
02—C18—C14
03—C18—C14
01—C13—N1
01—C13—C12

1.3469 (17)
0.855 (13)
1.3246 (15)
1.4474 (17)
1.2282 (15)
1.1973 (15)
1.4549 (16)
1.5294 (18)
1.530 (2)
1.0000
0.850 (12)
1382 (2)
1.3848 (19)
1.5009 (17)
1.378 (2)
1392 (2)
0.9500
1.393 (2)
1.370 (2)
1.369 (2)

115.89 (10)
109.37 (10)
111.41 (10)
106.5
106.5
106.5
120.44 (11)
121.3 (10)
118.2 (10)
116.33 (11)
111.39 (11)
114.64 (11)
110.07 (11)
106.8
106.8
106.8
115.15 (10)
111.8 (9)
110.0 (10)
118.61 (13)
118.31 (12)
122.99 (12)
123.96 (12)
125.39 (12)
110.51 (10)
120.90 (12)
122.21 (12)

C8—H8
C19—H19A
C19—H19B
C19—H19C
C7—H7
C4—C3
C4—C5
C4—HA4
C5—H5
Cl11—Ci0
Cli1—H11
C16—04
C3—C2
C3—H3
C10—H10
C2—H2
Cl7—H17A
Cl7—H17B
C17—H17C

C9—C8—H8
C7—C8—Hs8

03—C19—H19A

03—C19—H19B

H19A—C19—H19B

03—C19—H19C

H19A—C19—H19C
H19B—C19—H19C

C12—C7—Cs8
Cl2—C7—H7
C8—C7—H7
C3—C4—C5
C3—C4—H4
C5—C4—H4
C4—C5—C6
C4—C5—H5
C6—C5—H5
C12—C11—C10
Cl12—C11—H11
C10—C11—H11
04—C16—05
04—C16—C15
05—C16—C15
C4—C3—C2
C4—C3—H3
C2—C3—H3
C9—C10—C11

173

0.9500
0.9800
0.9800
0.9800
0.9500
1.374 (3)
1.381 (2)
0.9500
0.9500
1.385 (2)
0.9500
1.1952 (19)
1.378 (3)
0.9500
0.9500
0.9500
0.9800
0.9800
0.9800

119.8
119.8
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
120.44 (14)
119.8
119.8
120.22 (16)
119.9
119.9
120.67 (15)
119.7
119.7
120.44 (15)
119.8
119.8
124.52 (15)
124.07 (16)
111.41 (12)
119.61 (15)
120.2
120.2
120.49 (15)
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N1—C13—C12 116.86 (11) C9—C10—H10 119.8
C6—C1—C2 120.23 (15) C11—C10—H10 119.8
C6—Cl—H1 119.9 Cc3—C2—C1 120.43 (16)
C2—C1—H1 119.9 C3—C2—H2 119.8
Cl1—C6—C5 118.82 (13) Cl1—C2—H2 119.8
Cl1—C6—C15 121.92 (12) 0O5—C17—H17A 109.5
C5—C6—Cl15 119.17 (12) 05—C17—H17B 109.5
C8—C9—C10 119.61 (14) H17A—C17—H17B 109.5
C8—C9—H9 120.2 05—C17—H17C 109.5
C10—C9—H9 120.2 H17A—C17—H17C 109.5
Cl6—05—C17 116.64 (16) H17B—C17—H17C 109.5
Cc9—C8—C7 120.38 (15)

N2—C14—N1—C13 —68.46 (15) N2—C15—C6—C5 —175.99 (12)
C18—C14—N1—C13 57.43 (15) C16—C15—C6—C5 —47.69 (17)
N1—C14—N2—C15 —64.44 (15) C10—C9—C8—C7 -1.2Q)
C18—C14—N2—C15 168.63 (10) Cl1—C12—C7—C8 1.0(2)
C6—C15—N2—C14 —158.86 (11) C13—C12—C7—C8 —175.46 (13)
C16—C15—N2—C14 75.32 (15) C9—C8—C7—C12 0.3(2)
C19—03—C18—02 -0.1 (2) C3—C4—C5—C6 -0.3(Q2)
C19—03—C18—C14 175.61 (13) Cl1—C6—C5—C4 1.1(2)
N2—C14—C18—02 -7.24 (17) C15—C6—C5—C4 —175.50 (14)
N1—C14—C18—02 ~136.67 (13) C7—C12—C11—C10 -1.4 ()
N2—C14—C18—O03 177.07 (11) C13—C12—C11—C10 175.25 (16)
N1—C14—C18—03 47.65 (14) C17—05—C16—04 0.2 (2)
Cl4—N1—C13—01 —6.90 (19) C17—05—C16—C15 179.10 (13)
C14—N1—C13—C12 171.27 (10) N2—C15—C16—04 —131.74 (15)
Cl1—C12—C13—01 -13.9(2) C6—C15—C16—04 101.76 (17)
C7—Cl12—C13—01 162.54 (13) N2—C15—C16—05 49.39 (16)
C11—C12—C13—N1 167.94 (13) C6—C15—C16—05 —77.11 (14)
C7—C12—C13—N1 —-15.60 (19) C5—-C4—C3—C2 -0.4 (3)
C2—C1—C6—C5 -1.2 Q) Cc8—C9—C10—C11 0.8 (3)
C2—C1—C6—C15 175.29 (14) Cl12—C11—C10—C9 0.5(3)
N2—C15—C6—C1 7.55 (18) C4—-C3—C2—C1 0.3(3)
Cl6—C15—C6—C1 135.86 (14) C6—C1—C2—C3 0.5(2)
Hydrogen-bond geometry (A, ©)

D—H--- A D—H H--- A D--- A D—H--- A
N1—HIN---02' 0.85 (1) 2.09 (1) 2.9147 (15) 162 (1)
N2—H2N---05 0.85 (1) 2.52 (1) 2.8334 (15) 103 (1)
Cl1—H1---N2 0.95 2.44 2.8000 (18) 102
C7—H7---02' 0.95 2.58 3.4530 (18) 153

Symmetry code: (i) x+1/2, —y+1/2, —z+2.
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Methyl (1-benzamido-2-methoxy-2-oxoethyl)-
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The title molecule, C22H23N302, is U-shaped, with a dihedral angle of 80.76 (9)°
between the indole ring system and the phenyl ring. In the crystal, N—H O
hydrogen bonds combine with N—H-. .wand C—H.- w interactions to gen-erate
a three-dimensional structure.

3D view Chemical scheme

(o] (o]
o :/[
NH

Structure description

The molecule of the title compound is approximately U-shaped, Fig. 1, with the indole
ring system and the benzene ring linked by a complex alaninate chain and with a dihedral
angle of 80.76 (9)° between them. This conformation is supported by an intramolecular
C5—H5. C g3 interaction (Table 1).

In the crystal, classical N3—H3N- O1 hydrogen bonds together with unusual inter-
molecular N2—H2N. .Cg2 contacts" and C20—H20 €.gl interactions combine
to generate a three dimen- sional network, Fig. 2.

Synthesis and crystallization

To a solution of 2.6 mmol of N-protected methyl a-azidoglycinate and 3.12 mmol of di-
isopropylethylamine (DIEA) in 10 ml of acetone, 2.86 mmol of 2-amino-3-(1H-indol-3-
yl)propanoate was added. The reaction mixture was stirred at room temperature. The
solvent was evaporated under reduced pressure. The residue was quenched with
saturated aqueous solution of ammonium chloride (20 ml) and extracted with methylene
chloride (3 ~ 20 ml). The organic layer was dried over sodium sulfate (Na2SO4) and the
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The structure of the title compound, showing the atom-labelling scheme.
Displacement ellipsoids are drawn at the 50% probability level. H atoms
are represented as small spheres of arbitrary radii.

solvent was removed under reduced pressure. Single crystals
of the title compound were obtained by recrystallization from
chloroform (CHCIs) solution, yield = 86% (white solid); m.p. =
174-176°C.

1H NMR (DMSO, 64 p.p.m.): 2.94-3.02 (m, 3H, NH—CH—
CHz—and —CH,-indol-3-yl); 3.28 (s, 3H, -OCHjs); 3.64 (s, 3H,—
OCHs); 3.67-3.72 (t, 1H, N—CH—CH3—, J = 6.90 Hz); 5.25-

531 (7dd 1H, N—CH—N, J; = 10.17 Hz and J, = 7.73Hz);
6.93-7.82 (m, 10H, 10Harom); 9.1 (s, 1H, NHBz); 10.9 (s, 1H,

NH ). "C NMR (DMSO, 6 PPM):29.18 (1C, ~CH -
indole

indol-3-yl); 51.78 and 52.65 (2 C, -OCHs); 59.06 (1 C,-CH—
CHz-indol-3-yl); 64.18 (1 C, N—CH—N); 109.80-136.48(14C,
Carom); 166.61, 170.38 and 174.89 (3 C, CO). Calculated for
C2oH23N3Os (%): C, 64.54; H, 5.66; N, 10.26; found (%): C
64.28, H5.71, N 10.16. MS ESI m/z (%) = 409.60.

Figure 2

A view of the crystal packing of the title compound along the b axis. N—
H-- -O hydrogen bonds are drawn as blue dashed lines with N—H -- w
an-d C—H--w contacts shown as dotted green lines. Ring centroids are
displayed a-s coloured spheres.

HCrData (2017) 2 «171547
1 FFata (Lo X o4

a
a

Table 1

Hydrogen-bond geometry (A, ©).

Cgl, Cg2 and Cg3 are the centroids of the N3/C15-C17/C22, C1-C6 and C17—

C22 rings, respectively.

H--

2.03
2.65
2.83
2.83

A D--A D.—H-

(2 28622 162 (3)

(3) 34451 (18) 149 (2)
3.662 (2) 149
3.684 (3) 154

Symmetry codes: () —xbLiy —% —zp% (i) —xpLiyp —zb%k (i)
xp—y =t —z 2 2 2

2

D—H--A D—H
N3—H3N.- -01 0.87 (2)
N2—H2N-- -Cg2 0.89 (2)
C5—H5-- -Cg3 0.93
C20—H20-- -Cg1lii 0.93

;_2 2
Table 2
Experimental details.
Crystal data
Chemical formula
M,

Crystal system, space group
Temperature (K)

a, b, c(A)

V (A%

Z

Radiation type

B (mm—Y)

Crystal size (mm)

Data collection
Diffractometer
Absorption correction

No. of measured, independent and
observed [l > 2a(l)] reflections
int

(Sin &/h)max (A )

Refinement

R[F 2 > 2a(F ?)],wR(F?), S
No. of reflections

No. of parameters

No. of restraints

H-atom treatment

OPrmax, OPmin (€ A7)
Absolute structure

Absolute structure parameter

CaH23N305

409.43

Orthorhombic, P2;2,2;

293

95716 (3), 11.6875 (4), 18.1827 (6)
2034.06 (12)

4

Mo Ka
0.10
0.23~0.21~0.14

Bruker APEXII CCD

Multi-scan (SADABS; Bruker,
2005)

22029, 4675, 4359

0.027
0.650

0.034, 0.097, 1.05

4675

285

3

H atoms treated by a mixture of
independent and constrained
refinement

0.22, —0.17

Flack x determined using 1822
quotients [(I") ¢ )I/I(IM+(17)]
(Parsons et al., 2013).

0.0 (2)

Computer programs: APEX2 and SAINT (Bruker, 2005), SHELXS97 (Sheldrick, 2008),
SHELXL2014 (Sheldrick, 2015), PLATON (Spek, 2009), Mercury (Macrae et al., 2008)

and pubICIF (Westrip, 2010).

Refinement

Crystal data, data collection and structure refinement details
are summarized in Table 2. With no heavy atoms in the mol-
ecule the absolute structure could not be determined reliably.
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full crystallographic data
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Methyl (1-benzamido-2-methoxy-2-oxoethyl)tryptophanate

OumaimakKarai,YounasAouine,HassaneFaraj,Anouar Alami,Abdelilah EIHallaouiand Hafid

Zouihri

Methyl 3-(1H-indol-3-yl)-2-{[2-methoxy-2-0x0-1-(phenylformamido)ethyllamino}propanoate

Crystal data

C22H23N305

M, = 409.43
Orthorhombic, P2,2:2;
a=9.5716 3) A
b=11.6875 (4) A
c=18.1827 (6) A

V = 2034.06 (12) A3
Z=4

F(000) = 864

Data collection

Bruker APEXII CCD
diffractometer
Radiation source: fine-focus sealed tube
Graphite monochromator
@ and w scan
Absorption correction: multi-scan
(SADABS; Bruker, 2005)

Refinement

Refinement on F2
Least-squares matrix: full
R[F? > 26(F?)] = 0.034
wR(F?) = 0.097

S=1.05

4675 reflections

285 parameters

3 restraints

Hydrogen site location: mixed

Special details

Dyx=1.337 Mg m™3

Mo Ka radiation, 2 = 0.71073 A
Cell parameters from 275 reflections
6 =1.3-57°

pu=0.10 mm!

T=293K

Prism, colourless

0.23 x0.21 x 0.14 mm

22029 measured reflections
4675 independent reflections
4359 reflections with | > 24(1)
Rint= 0.027

Omax = 27.5°, Omin=2.1°

h =-12—12

k = -15—15

| =-23-23

H atoms treated by a mixture of independent
and constrained refinement

w = 1/[¢*(F,?) + (0.0569P)2 + 0.2737P]
where P = (FZ + 2F)/3

(A/O')max < 0001

Apmax=0.22e A7

Apmin=—0.17 ¢ A3

Absolute structure: Flack x determined using
1822 quotients [(I")-(1N]/[(17)+(1")] (Parsons et
al., 2013).

Absolute structure parameter: 0.0 (2)

Geometry. All esds (except the esd in the dihedral angle between two |.s. planes) are estimated using the full covariance
matrix. The cell esds are taken into account individually in the estimation of esds in distances, angles and torsion angles;
correlations between esds in cell parameters are only used when they are defined by crystal symmetry. An approximate
(isotropic) treatment of cell esds is used for estimating esds involving I.s. planes.
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Fractional atomic coordinates and isotropic or equivalent isotropic displacement parameters (A2)

X y z Uiso*/Ueq
c7 0.71253 (18) 0.07261 (14) 0.23815 (10) 0.0313 (3)
C6 0.77399 (19) ~0.04380 (14) 0.22646 (10) 0.0309 (3)
c5 0.7366 (2) ~0.11460 (15) 0.16841 (10) 0.0361 (4)
H5 0.6644 —0.0934 0.1370 0.043*
c1 0.8802 (2) ~0.07750 (17) 0.27415 (11) 0.0393 (4)
H1 0.9056 —0.0306 0.3133 0.047*
ca 0.8070 (2) ~021720 (17) 0.15728 (13) 0.0464 (5)
H4 0.7830 —0.2640 0.1179 0.056*
c2 0.9483 (2) ~0.18102 (19) 0.26330 (14) 0.0486 (5)
H2 1.0180 —0.2041 0.2957 0.058*
c3 0.9124 (2) 024964 (19) 0.20450 (14) 0.0510 (5)
H3 0.9596 —0.3181 0.1967 0.061*
N1 0.58969 (17) 0.09702 (13) 0.20564 (9) 0.0349 (3)
c8 0.52998 (19) 0.21167 (15) 0.21117 (10) 0.0327 (4)
H8 0.5171 0.2306 0.2632 0.039*
co 0.6299 (2) 0.29926 (15) 0.17664 (11) 0.0365 (4)
o1 0.77431 (17) 0.14492 (12) 0.27462 (9) 0.0497 (4)
03 0.61318 (19) 0.40054 (12) 0.20853 (9) 0.0517 (4)
02 0.70594 (19) 0.28145 (14) 0.12588 (10) 0.0582 (4)
C10 0.6864 (3) 0.4950 (2) 0.17486 (19) 0.0675 (7)
H10A 0.6760 0.5621 0.2049 0.101*
H10B 0.6480 0.5094 0.1270 0.101*
H10C 0.7837 0.4764 0.1704 0.101*
N2 0.39521 (17) 0.21076 (14) 0.17551 (9) 0.0352 (3)
c12 0.3859 (2) 0.33133 (17) 0.06305 (11) 0.0401 (4)
c11 0.3936 (2) 0.21081 (15) 0.09530 (10) 0.0340 (4)
H11 0.4796 0.1744 0.0777 0.041*
C13 0.3913 (3) 0.4341 (2) ~0.04853 (15) 0.0638 (7)
H13A 0.4554 0.4918 —0.0320 0.096*
H13B 0.2972 0.4595 —0.0403 0.096*
H13C 0.4052 0.4205 —0.1001 0.096*
05 0.41550 (19) 0.32938 (14) ~0.00816 (9) 0.0514 (4)
04 0.3559 (3) 0.41515 (15) 0.09638 (11) 0.0743 (6)
N3 0.2625 (2) ~0.15885 (14) 0.13318 (10) 0.0431 (4)
c17 0.3845 (2) ~0.05961 (16) 0.04926 (10) 0.0370 (4)
C16 0.2847 (2) 0.01589 (16) 0.08328 (11) 0.0379 (4)
C14 0.2676 (2) 0.14084 (17) 0.06700 (12) 0.0413 (4)
H14A 0.1828 0.1686 0.0902 0.050*
H14B 0.2583 0.1516 0.0143 0.050*
C15 0.2145 (2) —0.04813 (17) 0.13370 (11) 0.0422 (4)
H15 0.1441 —0.0208 0.1642 0.051*
Cc22 0.3673 (2) 0.16815 (16) 0.08245 (11) 0.0381 (4)
C18 0.4861 (2) ~0.0466 (2) ~0.00585 (12) 0.0480 (5)
H18 0.4993 0.0237 —0.0288 0.058*
c21 0.4464 (3) ~0.26306 (19) 0.06147 (12) 0.0481 (5)
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H21 0.4324 —-0.3344 0.0829 0.058*
C19 0.5659 (3) —0.1399 (2) —0.02529 (14) 0.0584 (6)
H19 0.6345 —-0.1318 -0.0611 0.070*
C20 0.5456 (3) —0.2470 (2) 0.00800 (14) 0.0564 (6)
H20 0.6007 —0.3085 —0.0065 0.068*
H2N 0.343 (3) 0.2689 (19) 0.1905 (14) 0.047 (7)*
HIN 0.537 (2) 0.0475 (18) 0.1878 (12) 0.036 (6)*
H3N 0.233 (3) -0.212 (2) 0.1624 (15) 0.070 (9)*
Atomic displacement parameters (A2)

Ull UZZ U33 U12 U13 U23
c7 0.0333 (8) 0.0256 (7) 0.0350 (8) —-0.0013 (7) 0.0002 (7) —0.0008 (6)
C6 0.0307 (8) 0.0247 (7) 0.0373 (8) —0.0019 (6) 0.0032 (7) 0.0033 (6)
C5 0.0382 (9) 0.0278 (8) 0.0422 (10) —0.0006 (7) 0.0000 (8) 0.0005 (7)
Cl 0.0341 (8) 0.0367 (9) 0.0472 (10) —0.0005 (8) —0.0037 (8) 0.0032 (8)
c4 0.0507 (11) 0.0310 (9) 0.0574 (12) —0.0001 (8) 0.0075 (9) —0.0088 (8)
Cc2 0.0337 (9) 0.0427 (11) 0.0694 (14) 0.0071 (8) —0.0038 (9) 0.0087 (10)
C3 0.0427 (11) 0.0310 (9) 0.0793 (15) 0.0081 (8) 0.0102 (10) —0.0008 (10)
N1 0.0366 (8) 0.0219 (6) 0.0463 (8) 0.0003 (6) —0.0065 (7) —0.0013 (6)
c8 0.0366 (9) 0.0256 (8) 0.0358 (8) 0.0032 (7) —-0.0010 (7) 0.0002 (7)
C9 0.0394 (9) 0.0290 (8) 0.0411 (9) 0.0009 (7) —0.0015 (8) 0.0024 (7)
01 0.0485 (8) 0.0338 (7) 0.0669 (9) 0.0035 (6) —0.0163 (7) —0.0159 (7)
03 0.0640 (10) 0.0268 (7) 0.0643 (9) —0.0053 (7) 0.0080 (8) —0.0036 (6)
02 0.0665 (10) 0.0450 (8) 0.0630 (9) —0.0052 (8) 0.0244 (9) —0.0024 (7)
C10 0.0796 (18) 0.0320 (11) 0.0910 (19) —0.0118 (11) 0.0063 (16) 0.0059 (12)
N2 0.0335 (7) 0.0330 (7) 0.0391 (8) 0.0057 (6) 0.0023 (6) 0.0022 (6)
C12 0.0409 (10) 0.0335 (9) 0.0460 (10) 0.0008 (8) 0.0002 (8) 0.0089 (8)
C11 0.0343 (8) 0.0279 (8) 0.0396 (9) 0.0044 (7) —0.0009 (7) 0.0047 (7)
C13 0.0725 (16) 0.0576 (15) 0.0614 (14) —0.0001 (13) —0.0020 (13) 0.0283 (12)
05 0.0655 (10) 0.0446 (8) 0.0442 (8) 0.0014 (7) —=0.0002 (7) 0.0135 (6)
04 0.1215 (18) 0.0361 (8) 0.0655 (11) 0.0202 (10) 0.0198 (11) 0.0083 (8)
N3 0.0521 (10) 0.0345 (8) 0.0429 (9) —0.0053 (7) 0.0003 (8) 0.0085 (7)
C17 0.0414 (10) 0.0336 (9) 0.0360 (9) —0.0049 (8) —0.0063 (8) 0.0004 (7)
C16 0.0416 (10) 0.0335 (9) 0.0386 (9) —-0.0027 (8) —-0.0074 (8) 0.0023 (7)
Cl4 0.0405 (10) 0.0345 (9) 0.0488 (11) —0.0003 (8) —=0.0099 (9) 0.0080 (8)
C15 0.0457 (10) 0.0388 (9) 0.0421 (10) —-0.0012 (9) 0.0009 (9) 0.0026 (8)
c22 0.0417 (10) 0.0340 (9) 0.0386 (9) —0.0050 (8) —=0.0091 (8) —0.0005 (8)
C18 0.0519 (12) 0.0469 (12) 0.0451 (11) —0.0085 (10) 0.0022 (9) 0.0012 (9)
c21 0.0572 (12) 0.0339 (10) 0.0534 (12) —0.0001 (9) —0.0111 (10) —0.0056 (9)
C19 0.0559 (14) 0.0651 (15) 0.0543 (13) —0.0040 (12) 0.0085 (11) —0.0120 (11)
C20 0.0565 (13) 0.0512 (12) 0.0614 (13) 0.0065 (11) —0.0012 (11) —-0.0177 (11)
Geometric parameters (A, °)
Cc7—o01 1.226 (2) C12—05 1.326 (3)
C7—N1 1.347 (2) Cl2—cC11 1.528 (2)
C7—C6 1.497 (2) Cl1—C14 1.546 (3)

IUCrData (2017). 2, x171547
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C6—C5
C6—C1
C5—C4
C5—H5
C1—C2
Cl—H1
C4—C3
C4—H4
C2—C3
C2—H2
C3—H3
N1—C8
N1—H1IN
C8—N2
Cc8—C9
C8—H8
C9—02
C9—03
03—C10
C10—H10A
C10—H10B
C10—H10C
N2—C11
N2—H2N
Cl12—04

01—C7—N1
01—C7—C6
N1—C7—C6
C5—C6—C1
C5—C6—C7
C1—C6—C7
C6—C5—C4
C6—C5—H5
C4—C5—H5
C2—C1—C6
C2—Cl1—H1
C6—Cl1—H1
C3—C4—C5
C3—C4—H4
C5—C4—H4
c3—C2—C1
C3—C2—H2
Cl—C2—H2
C4—C3—C2
C4—C3—H3
C2—C3—H3
C7—N1—C8

1.388 (3)
1.393 (3)
1.391 (3)
0.9300
1.388 (3)
0.9300
1.378 (3)
0.9300
1.380 (3)
0.9300
0.9300
1.460 (2)
0.831 (19)
1.444 (2)
1.535 (3)
0.9800
1.194 (3)
1.328 (2)
1.444 (3)
0.9600
0.9600
0.9600
1.459 (2)
0.89 (2)
1.187 (3)

120.83 (16)
120.90 (16)
118.24 (15)
119.54 (17)
123.24 (16)
117.08 (16)
119.97 (18)
120.0
120.0
120.0 (2)
120.0
120.0
120.1 (2)
119.9
119.9
120.0 (2)
120.0
120.0
120.33 (19)
119.8
119.8
120.39 (15)

Cl1—H11
C13—05
C13—H13A
C13—H13B
C13—H13C
N3—C22
N3—C15
N3—H3N
C17—C18
Cl7—C22
C17—C16
C16—C15
Cle—C14
Cl4—H14A
Cl4—H14B
C15—H15
c22—C21
C18—C19
C18—H18
C21—C20
C21—H21
C19—C20
C19—H19
C20—H20

N2—C11—C12
N2—C11—C14
Cl12—C11—C14
N2—C11—H11
Cl2—Ci11—H11
Cl4—Ci11—H11
05—C13—H13A
05—C13—H13B

H13A—C13—H13B

05—C13—H13C

H13A—C13—H13C
H13B—C13—H13C

C12—05—C13

C22—N3—C15

C22—N3—H3N
C15—N3—H3N
C18—C17—C22
C18—C17—C16
C22—C17—C16
C15—C16—C17
C15—C16—C14
C17—C16—C14

181

0.9800
1.446 (3)
0.9600
0.9600
0.9600
1.367 (3)
1.373 (3)
0.87 (2)
1.405 (3)
1.414 (3)
1.440 (3)
1.361 (3)
1.499 (3)
0.9700
0.9700
0.9300
1.396 (3)
1.377 (4)
0.9300
1.372 (4)
0.9300
1.404 (4)
0.9300
0.9300

112.63 (16)
109.92 (16)
108.79 (15)
108.5
1085
1085
109.5
1095
109.5
109.5
109.5
109.5
116.56 (19)
108.96 (16)
127 (2)
124 (2)
118.80 (19)
134.39 (19)
106.81 (18)
106.25 (17)
127.9(2)
125.78 (19)
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C7—N1—H1N 123.4 (16) C16—C14—C11 111.37 (16)
C8—N1—HIN 115.5 (16) C16—C14—H14A 109.4
N2—C8—N1 108.18 (15) C11—C14—H14A 109.4
N2—C8—C9 112.20 (15) C16—C14—H14B 109.4
N1—C8—C9 109.88 (15) C11—C14—H14B 109.4
N2—C8—HS8 108.8 H14A—C14—H14B 108.0
N1—C8—H8 108.8 C16—C15—N3 110.40 (19)
C9—C8—H8 108.8 C16—C15—H15 124.8
02—C9—03 124.51 (19) N3—C15—H15 124.8
02—C9—C8 125.43 (18) N3—C22—C21 130.20 (19)
03—C9—C8 109.93 (16) N3—C22—C17 107.58 (17)
C9—03—C10 115.99 (19) C21—C22—C17 122.2 (2)
03—C10—H10A 109.5 C19—C18—C17 118.8 (2)
03—C10—H10B 109.5 C19—C18—H18 120.6
H10A—C10—H10B 109.5 C17—C18—H18 120.6
03—C10—H10C 109.5 C20—C21—C22 117.4 (2)
H10A—C10—H10C 109.5 C20—C21—H21 121.3
H10B—C10—H10C 109.5 C22—C21—H21 121.3
C8—N2—C11 117.27 (15) C18—C19—C20 121.2 (2)
C8—N2—H2N 111.2 (17) C18—C19—H19 119.4
C11—N2—H2N 107.5 (16) C20—C19—H19 119.4
04—C12—05 124.37 (19) C21—C20—C19 121.6 (2)
04—C12—C11 125.23 (19) C21—C20—H20 119.2
05—C12—C11 110.40 (17) C19—C20—H20 119.2
Hydrogen-bond geometry (A, ©)

Cgl, Cg2 and Cg3 are the centroids of the N3/C15-C17/C22, C1-C6 and C17-C22 rings, respectively.

D—H--- A H--- A D—H--- A
N3—H3N---01' 2.03 (2) 162 (3)
N2—H2N--- Cg2i 2.65 (3) 149 (2)
C5—H5--- Cg3 2.83 149
C20—H20--- Cglli 2.83 154

Symmetry codes: (i) —x+1, y—1/2, —z+1/2; (ii) —x+1, y+1/2, —z+1/2; (iii) x+1/2, -y—1/2, —z.
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Synthesis, characterization and antibacterial activity of Methyl
(2R)-2-benzamido-2-{[(1R)-2-methoxy-2-0xo0-
1-phenylethyl]amino}acetate
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University, Fez 30000, Morocco
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Abstract: The present work covers the recent synthetic of methyl (2R)-2-benzamido-2-{[(1R)-2-methoxy-2-0xo-
1-phenylethyllamino}acetate, via N-alkylation of methyl a-azido glycinate N-benzoylated with methyl 2-amino-
2-phenylacetate in methylene chloride and presence of triethylamine as a basic catalyst. The structure of the
prepared compound was determined by spectroscopic methods: 'H-NMR, 3C-NMR, MS data, elemental
analysis and confirmed by X-Ray diffraction. This compound was screened in vitro for its antibacterial activity
against Gram-positive bacteria (Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus) and Gram-negative bacteria
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Salmonella enteric). The MIC values confirmed that the title

compound had a bactericidal effect against the strains tested.

Keywords: Antibacterial activity; aminoesters carboxylic; N-alkylation.

Introduction

Amino acid derivatives are an important group
of peptidomimetics * They exhibit several
applications in medicinal chemistry. The amino acids
were used as starting keys for synthesis peptides, are
known to contribute to various chemotherapeutic
effects, as antileukemic 2, antitumor 2, antimicrobial
4, and antiviral agents °.

Heterocyclic a-amino acids frameworks constitute an
essential pharmacophore in many naturally occurring
and biologically active agents 6.

In continuation of our ongoing research ", this
work deals to describe the synthesis and design of
the methyl (2R)-2-benzamido-2-{[(1R)-2-methoxy-
2-oxo-1-phenylethyllamino}acetate 2. This latter
was obtained through N-alkylation of methyl
o-azido glycinate N-benzoylated 1 by methyl 2-
amino-2-phenylacetate. The structure of the title
compound was determined by usual spectroscopic
techniques, such as NMR, MS, elemental analysis
and corroborated by X-ray crystallography.

Results and Discussion

*Corresponding author: Alami Anouar
Email address: anouar.alami@usmba.ac.ma
DOI:

Chemistry

The methyl o-azido glycinate N-benzoylated 1
was prepared using Steglich method ° and
Achamlale’s procedure ‘' by the reaction of
sodium azide with the methyl a.-bromo glycinate.

Azide 1 is obtained with a good vyield (92%
yield), as a white solid. After that, it was substituted
with methyl 2-amino-2-phenylacetate (derived from
L-phenylglycine) through N-alkylation reaction in
the presence of methylene chloride at room
temperature (Scheme 1). After chromatography on a
column of silica gel, we isolated only one regisomer
in the form of a single crystal ** whose configuration
is well defined (Figure 2).

The structure of the compound 2 was established
by 'H and ¥C NMR spectroscopy. The 'H NMR
spectrum reveals in particular, a singlet at 4,65ppm
attributed to the proton of the secondary amino group
(NH-CH-Ph). The proton of the second amino group
(Bz-NH) appears at 6,75 ppm. A singlet at 3,3 ppm
corresponds to methylenic proton (NH-CH-Ph).

A doublet centred at 5,52ppm due to the
resonance of the other methylenic proton (NH-CH-
NH). The same for 3C NMR spectrum

taken in CDClsas solvent we note the presence of
the main signals, at 61.97 ppm attributed to the
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carbon (-CH-phenyl), at 52.44 and 52.88 ppm
attributed to two methyls of the methoxy group,

Oumaima Karai et al.

63.62 ppm attributed to carbon (NH-CH-NH).

o 0
i, N
Ph C02CH3 . ////, - L
O ’ O
W 9 h
N _ NH, 0] NH
(0] -
0 N, CH,CIly/Et;N
1 2

Scheme 1. Synthesis strategy of compound 2.

This attribution has been carried out by the
HSQC (Figurel) NMR spectrum. Which, show

contrast, the proton of the amine showed no
correlation.

correlations between the protons and the neighboring
carbons. As it shows an interaction between amide
proton and the adjacent asymmetric carbon. In

The definite assignment the chemical shifts of
protons and carbons are shown in Table 1.

10Harom i o
— Y 0
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il | |
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F100
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Figure 1. Heteronuclear *H-'3C 2D spectrum of compound 2.
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Figure 2. ORTEP diagram of compound 2.

Table 1. *H (300.13 MHz) and *3C (75.47 MHz) NMR spectral data for compound 2 in CDCls, including results
obtained by homonuclear 2D shift-correlated and heteronuclear 2D shift-correlated HMBC. Chemical shifts (8 in

ppm) and coupling constants (J in Hz).

Position OH

1 3.51 (s)

2 -

I’ 3.78 (s)

2’ -

3 552 (d, J = 8.4 Hz)
4 3.3 (e)

5 4.65 (s)

12 6.75 (d, J = 8.4 Hz)
13 -

6-11 and 14-19

Biology Activity

7.28-7.82 (m)

dc Correlation C-H
52.44 CL-3H!

167.14 -

52.88 Cr-3H!

173.63 -

63.62 C3-1H83 and C3-1H?
61.67 C5-1H°

170.14 -

127.13-137.48

1OCarom'10Harom

Disc Diffusion Method

The synthesized product exposed diversified
antibacterial activity as is shown by the inhibition
zones (12) in Figure 3. The results from the disc
diffusion assay indicated that the tested compound
showed important antibacterial activity against
Gram-positive bacteria (IZ 08) and Gram-negative
bacteria (1Z 08-10).

185

Resazurin microtiter-plate assay

In this study, we used the modified resazurin
microtiter plate assay it is a dye used as an oxidation-
reduction indicator in bacterial cell viability assays
to evaluate the antimicrobial activity of synthesized
products . This method provided the reproducible
and accurate results and allowed direct comparison
of the antibacterial activity of the tested compounds.
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aeruginosa
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staphylococcus DMSO

aureus

salmonelle sp.
M2

Figure 3. Antibacterial activity (inhibition zone (1Z) measured in mm) of compound 2 against pathogenic
bacteria

As can be seen in this Table 2, compound 2
exercised an important inhibitory activity against
Gram-negative bacteria more than Gram-positive
bacteria. Especially, Escherichia coli which have
shown a high sensitivity to this compound, with a
MIC value of 1.25 mg/mL. The compound 2 showed

similar MIC value (2.5 mg/mL) against salmonella
enteric and Pseudomonas aeruginosa, while the
growth inhibition of Bacillus subtilis and
Staphylococcus aureus were achieved at a MIC
value of 5 mg/mL.

Table 2. Antibacterial activity minimum inhibitory concentration (MIC) in mg/mL of compound 2 against

pathogenic bacteria presented.

Compound 2
Escherichia coli CIP 53126 1,25
Staphylococcus aureus CIP 483 5
S. enterica CIP 8039 2,5
B. subtilus CIP 5262 5
P. aeruginosa CIP 82118 2,5

Experimental

Melting point was determined with an
Electrothermal melting point apparatus and was
uncorrected. NMR spectra (*H and 3C) were
recorded on a Bruker AM 300 (operating at 300.13
MHz for 'H, at 75.47 MHz for ‘3C) spectrometer
(City of Innovation, USMBA-Fez, Morocco). NMR
data are listed in ppm and are reported relative to
tetramethylsilane (*H, C); residual solvent peaks
being used as an internal standard. All reactions were
followed by TLC. TLC analyses were carried out on
0.25 mm thick precoated silica gel plates (Merck
Fertigplatten Kieselgel 60Fzs1), and spots were
visualized under UV light or by exposure to
vaporized iodine. Mass spectra were recorded on a
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Chloramphenicol
0,05

0,095

0,05

0.095

0,05

PolarisQ lon Trap GC/MSn Mass Spectrometer
(CNRST-Rabat, Morocco). Ortep of compound 2
was obtained on a Bruker APEXIlI CCD detector
diffractometer (CNRST-Rabat, Morocco). Elemental
analysis was performed with Flash 2000 EA 1112,
Thermo  Fisher  Scientific-Elemental ~ Analyzer
(CNRST-Rabat, Morocco).

To a stirred solution of 2 mmol of methyl 2-

amino-2-phenylacetate and 4 mmol of triethylamine
in 10 mL of dry methylene chloride,
2.6 mmol of N-benzoylated methyl a-azidoglycinate
1 were added. The mixture is stirred at 0°C for
1 hour then at room temperature for 16 hours. The
resulting solution was washed with citric acid (15%),
then with a saturated solution of sodium bicarbonate
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(NaHCOQOs). A single crystal of the title compound is
obtained by recrystallization from the ether.

Methyl(2R)-2-benzamido-2-{[(1R)-2-methoxy-2-oxo-
1-phenylethyl]Jamino}acetate 2: Yield = 86% (white
solid); m.p = 126-128 °C.

1H-NMR (300.13 MHz; CDCls, 84 ppm): 3.3(e, 1H,
NH-CH-Ph); 3.51(s, 3H, -OCHs); 3.78(s, 3H,
-OCHpg); 4.65(s, 1H, NH-CH-Ph); 5.52(d, 1H, N-CH-
N, J = 8.4 Hz); 6.75(d, 1H, NHBz, J = 8.4 Hz); 7.28—
7.82(m, 10Harom).

13C-NMR (75.47 MHz; CDCls;, 8¢ ppm): 52.44
(1C, OCHzs); 52.88 (1C, OCHs3); 61.97 (1C, NH-CH-
Ph); 63.62 (1C, N-CH-N); 127.13-137.48
(10C, Carom); 167.14, 170.14 and 173.63 (3C, CO).
Calcd. for C19H20N>05 (%) C, 64.04; H, 5.66;
N, 7.86; Found (%): C 63.84, H 5.67, N 7.89.

MS ESI m/z (%) = 356.49.

Concerning the disc diffusion method and
resazurin microtiter assay plate testing, the operative
protocol adopted has already been validated in our
previous paper .

Conclusion

In summary, the synthesis of methyl (2R)-2-
benzamido-2-{[(1R)-2-methoxy-2-0x0-1-
phenylethyl]-amino}acetate 2 was performed via N-
alkylation reaction. The spectroscopic and
elemental data are in perfect agreement with the
proposed structure of the obtained product. Indeed,
the antibacterial screening of compound 2 showed
good activity towards all bacterial strains when

compared to standard drug Chloramphenicol.
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