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L’ADN gyrase, qui est une topoisomere de type il de structure tétramerigue
(2 sous-unités A + 2 sous-unités B), catalyse un certain nombre de réactions vitales
pour la biologie bactérienne, notamment en réalisant le surenroulement négatif de
I’ ADN chromosomique. Grace a ce processus, le chromosome d’E.coli (par exemple),
qui est un double brin d’ADN circulaire de 1300 pm de longueur, peut trouver place
dans la cellule de cette bactérie (I.: 2 um) apres spiralisation (en 65 domaines) et
surenroulement (chaque domaine €tant lui méme soumis a 406 supertours négatifs de
144 paires de bases).

Compte-tenu du role essentiel et de I’universalité de cette enzyme, on congoit que la
recherche d’inhibiteurs de I’ADN gyrase soit particulierement active. Les pistes
explorées depuis deux décennies (dérivés coumariniques, intercalants,.....) ont toutes
mis en évidence le remarquable intérét des quinolones polycycliques associant toujours
un cycle 1,4-dihydropyridine-3-carboxylique (A) a4 un noyau aromatique (B)
éventuellement ortho ou ortho et péri condensé avec un cycle (C). Des travaux récents
ayant démontré que le cycle (A) pouvait, a lui seul, étre porteur d’une puissante activité
antibactérienne, nous avons eu pour objectif de rechercher des archétypes originaux en
synthétisant des isologues polysubstitués du monocycle (A) des quinolones ainsi que
leurs analogues “ouverts” polyfonctionnels qui procédent tous deux d’une construction
progressive et logique au départ de ’enchainement 3-aminoprop-2-¢noique.

Toutes ces molé€cules (cf. synoptique p.51) ont été congues afin d’optimiser une
activité antibactérienne, potentiellement inscrite dans leurs structures notamment dans :

-la géométrie moléculaire (distances interatomiques, angles de valence,...
mesurés a I’aide du logiciel de modé€lisation moléculaire Alchemy II) qui est
superposable a celle du modele oxacine.

-la présence d’enchainements pharmacophores antibactériens (structure: ester

B-cétonique, eneaminones; noyau dihydropyridone-3-carboxylique;.....).

Afin de présenter les résultats de cette recherche, nous avons tres classiquement
divisé notre mémoire en deux parties :

La premiere partie présente 1’état de I’art, tant dans le domaine chimique que
biologique, ce qui nous permet d’argumenter les objectifs pharmacochimiques, le choix
des méthodologies utilisées pour chacune des § séries étudi€es et de discuter les
résultats biologiques.

La seconde partie de ce travail décrit ies protocoles opératoires et précise les

caractéristiques physico-chimiques, spectrales et biologiques des composés synthétisés.
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[ 1.1-ADN GYRASE |

1.1.1-Rappels sur la structure de I'ADN

L'ADN (Acide désoxyribonucléique) est constitué de deux chaines enroulées en
une double hélice. Chacune d'entre-elles est formée d'une snite d'unités phosphate-
(P)-sucre (5: désoxyribose) auxquelies sont attachées des bases puniques (Adénine,
Guanine) ou pyrimidiques (Thymine, Cytosine).Chaque base d'un brin d'ADN est
liée avec une base de l'autre brin par l'intermédiaire de liaisons par hydrogene,
selon l'appariement suivant: Adénine(A)-Thymine(T); Guanine(G)-Cytosine(C). La
figure I précise la géométrie et la constitution de la double hélice d'ADN tandis que
la figure 2 présente la structure des bases puriques et pyrimidiques.

Figure 1: Structure de la double hélice d'ADN. D'apres Watson et Crick (124)
A: Adénine, C: Cytosine, G: Guanine, T: Thymine
P: Phosphate, S: Sucre(D€soxyrivose)
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Figure 2 : Structures chimiques des bases puriques et pyrimidiques constitutives de
I'ADN. Ces bases sont liées a 1'atome de carbone-1' du désoxyribose qui, par son
sommet-5', est fixé au groupement phosphate .

1.1.2-Spécificité de I'ADN bactérien

Le chromosome bactérien est unique, circulaire et formé d'une double hélice
d’ADN d'une longueur considérable par rapport 2 la taille de la bactérie.

Chez E.Coli , par exemple,ce chromosome mesure 1300 pwm de long alors que les
dimensions de ce bacille n'excedent pas 2 pm. Par conséquent, le chromosome ne
peut tenir dans la cellule bactérienne qu'en subissant :

-d'une part, une spiralisation, a raison de 65 spirales ou domaines
(longueur:20 um) rattachés au noyau d'ARN (107).

-d'autre part, un surenroulement : chague spirale est foimée d'environ 400
supertours négatfs c'est-a-dire en sens opposé a celui de la spirale. Ce
surenrouiement négaiif est réalisé par 'ADN gyrase (108), comme le

schématise la figure 3.



2)Cellule avec son chromosome.

b)Rapport de raille cellule-chromoseme.

¢) Structure en domaines.

Surenroulement -3 8NA redy d) Structure compacte surenroulée.

Figure 3: Structures reldchée et surenroui€e du chromosome de £. coli.
D'aprés Smith (108)

1.1.3-Définition, role et classification des topoisomerases

L'ADN peut exister sous diverses formes (74) : simple brin ou double brin,
linéaire ou circulaire(figure 4). Dans ce dernier cas, il peut adopter deux configurations
topologiquement différentes: reldchée et surenroulée (18). En effet, I'enroulement
d'un brin autour de l'autre crée de séveres contraintes de torsion qui exigent la coupure
de l'un au moins de ces deux brins. Donc, toute tension imposée doit étre compensée
par un vrillage de I'axe de la double hélice appelé surenroulement (74).

De nombreux événements cellulaires (réplication, transcription,...), en modifiant la
topologie de I'ADN au sein de la cellule procaryote ou eucaryote, créent des
contraintes topologiques qui sont supprimées par une famille d'enzymes connue sous

le nom générique de topoisomerases (87,117,123).
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Figure 4: Les diverses conformations de 'ADN double brin, D'apres Moreau (75).

Ces topoisomerases sont traditionnellement classées en:
-Topoisomerases I: qui introduisent une coupure temporaire sur un des deux

brins d'ADN.
-Topoisomerases 1I: qui introduisent une coupure temporaire sur les deux brins

d'ADN.La figure 5 schématise ces propri€i€s de coupure.

ADN relaché

- N\
o / i oo
Topoisomerase I - / % A \ Topoisomerase 11
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v/ / \/
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P/

ADN surenroulé

Figure 5. Effer des topoisomerases de type I ou d
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Le principal role des topoisomerases est d'introeduire (exemple: ADN gyrase) ou au
contraire d'enlever (exemple: topoisomerase I procaryote et eucaryote et topoisomerase

IT eucaryote) des supertours sur le double brin d'ADN (figure 5).

i.1.3.1-Les topoisomerases eucaryotes

1.1.3.11-Topoisomerases 1
Les topoisomerases I caractérisées par un poids moléculaire situé entre 90 a 135
kDa. sont, en solution, présentes sous forme monomérique. Le mécanisme du passage
du simple brin d'ADN est le suivant:

-Fixation de I'ADN: I'enzyme se lie a son substrat (acide nucléique) de
maniere non covalente.

-Coupure de '’ADN: tandis que 'enzyme crée une coupure temporaire
sur le simple brin, une liaison covalente est crée de fagon
concomitante entre I'enzyme et ' ADN coupé.

-Passage du simple brin d’ADN.

Relégation: I'enzyme resoude I'ADN coupé au dépens de la liaison

protéine-acide nucléique (87).

1.1.3.12-Topoisomeérases Il
Les topoisomerases I, caractérisées par un poids moléculaire situé entre 160 et 180
kDa., sont présentes, en solution, sous forme d'un homodimere. Compte-tenu de ses
caractéristiques physico-chimiques (rayon de Stokes: 64-78 A; coefficient de
sédimentation : 9,2-11 S), on peut déduire que cette enzyme présente une structure
tridimensionnel allongée plutdt que globulaire. La réaction catalysée par ces

topoisomerases peut €tre analysée en 4 €tapes successives (figure 6):

1-Fixation de I'ADN: le substrat se fixe sur 'enzyme de fagon non covalente.

2-Coupure de I'ADN: I'enzyme crée une coupure temporaire et une liaison
covalente sur les deux brins du segment d'ADN. Cette réaction nécessite la
présence de cations divalents.

3-Passage du double brin d'ADN: 1l s'effectue lors de la fixation de I'ATP.

TD

Al . i 1 » {TATD. 1t
4-Réligation et hydrolyse de 'ATP: ]

ATP est hydrolysé en ADP et pyiophosphaie

inorganique (131).
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Figure 6: Activité de la topoisomerase Il D'aprés Smuth et Lewin (109)

Les topoisomerases II sont capables de reldcher 6 a 7 molécules d'ADN
surenroulées par minute en opérant, si les conditions optimales sont rassemblées, de
maniere processive (1'étape limitante de la réaction étant la dissociation du complexe
ADN relaché-ADN).

1.1.3.2-Les topoisomeérases procaryotes

i.1.3.21i-Topoisomerases |
La topoisomerase I de E.coli possede un poids moiléculaire de 110 kDa et se
présente, en solution, sous forme monomérique.(29). Sa principale activité
enzymatique consiste a reidcher 'ADN surenrouié par €élimination successive de
supertours négatifs, selon une procédure en S étapes (29,117,123):
1-Fixation de 'ADN: 1'enzyme provoque une rupture topologique locale
mettant a nu un simple brin d'ADN.
2-Coupure de 'ADN: 1a coupure s'effectue sur simple brin d'ADN par
l'enzyme avec formation d'une liaison covalente phosphotyrosine avec
l'extrémité 5'-P de I'ADN.
3-Interaction avec I'ADN: 'enzyme interagit de fagon non covalente avec
l'extrémité 3'-P du brin coupé et également avec le brin complémentaire.
4-Passage du simple brin d’ADN.
5-Régénération de I'enzyme: un supertour négatif a ét€ €liminé.
Cette réaction ne nécessite pas la présence d'ATP mais, par contre, requiert la

présence de magnésium.

1.1.3.22-Topoisomerases II (ADN gyrase)
Compte-tenu de 1'impertance de cette enzyme dans le contexte de ce travail, nous

souhaitons lui consacrer une €tude plus approfondie.



1.1.4-L'ADN gyrase

1.1.4.1-Struciture

L'ADN gyrase, identifiée en 1976 par Gellert et coll. (41, 42), présente la
caractéristique d'étre la seule topoisomerase capable d'introduire des supertours
négatifs dans ' ADN circulaire (74). Elle est formée de deux sous-unit€s protéiques A
et B, engendrées respectiveinent par les genes gyrA et gyrB (116), mais l'enzyme
active est le t€tramere A2B2, Mr ; 373560.(88)

-Sous-unités A: le gene gyrA de E.coli a ét€ cloné par Swanberg et Wang (118) et
correspond 4 une protéine de 875 amino-acides (Mr=96887). Les sous-unités A de
I'’ADN gyrase sont responsables, a la fois du cisaillement temporaire de chacun des
brins d'’ADN du chromosome bactérien et du rescellement des segments rompus: elles
constituent le site de l'activité coupure-resoudure de l'enzyme.(116).

-Sous-unités B: le géne gyrB de E.coli a été cloné par Adachi et coll.(1) et
correspond a une protéine de 804 amino-acides (Mr=89893). Les sous-unités B sont
responsables du surenroulement négatif de ' ADN double brin aprés que ceux-ci aient
€té coupés par les sous-unités A. Les sous-unités B sont les sites de l'activité
ATPasique.

Le tableau I ci-aprés résume les propriétés physiques des sous-unit€s protéiques A
et B de la gyrase de E.coli .

Tableau I: Propriétés de 'ADN gyrase de E.coli. D'apres Reece et Maxwell (96)

Protéine A Protéine B
Geéne : gyr A(2625 pb, nalA) gyr B(2412 pb, cou)
Mr : 96887(875 amino-acides) 89893(804 amino-acides)
Roéle : coupure-resoudure de I'ADN fonction ATPasique
Site d'action cible des quinolones (Acide cible des coumarines
des inhibiteurs: nalidixique, (Coumermycine A1,
: Ciprofloxacine,...) Novobiocine,...)

1.1.4.2-Interaction ADN-ADN gyrase

La premiére étape de la réaction de surenroulement est la formation d'un complexe
entre 115 3 140 paires de bases de 'ADN et le tétramiere ApB2 de Venzyme (figure 7).
-Le schéma 7a montre clairement l'enveloppement de ' ADN (boucle sombre) par
les sous-unités A (A/partie supérieure de la boucle) et B (B/partie inférieure de la
boucle) de la gyrase. Les letres N et C précisent les positions des extrémités aminées

(IN) et carboxyhiques {C) des prot€ines respectives A et B constitutives du tétramere.
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-Le schéma 7b présente une coupe ransversale du complexe ADN-ADN gyrase.

- 175 A

Sitede la division de 'ADN

175 A

Schéma 7a

175 A

Figure 7.Structure du complexe ADN gyrase-ADN. D'aprés Reece et Maxwell (96)
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L'interaction de la gyrase (dont le mécanisme d'action est précisé ultérieurement,
(cf.§ 1.1.4.3-p. 15) avec 'ADN obéit a une séquence de 5 réactions schématisées
dans la figure 8.

- b
a
Vrillage positif ~ Vrillage négatif
ADN circulare relaché ! .
(ALK =0) | Coupure des 2 brins
i de I'ADN
\{
/l/ |
| @ A
T A
U A
| o 7 |
Surenrculement négatif de ' ADN //.,//’ & Passage du d\oublc > ATP
(A LK=-2) Ya ,§’ brin d'ADN a travers
A Va4 la coupure precedente l
] /,//' O K
ADN gyrase | y: é$ ‘lr
s
! 7 2 ADP+2 Pj
Resoudure
© , % LK réduit de 2
&/f{/i ‘

Figure 8§ : Mécanisme du surenroulement négatif de I'ADN par 'ADN gyrase. D'apies

g
\
Reece et Maxwell (96)
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Au terme de ceite séquence, on obtient ' ADN surenroulé négativement, caractérisé
par un degré d'enchainement LK ("Linking number”): ALK=-2, qu'il convient
d'expliciter brievement ci-apres :

Un ADN circulare double brin peut présenter différentes structures spatiales définies par une
caractéristique topologique : LK ou "Linking number”. Le degré d'enchainement "LK" représente le
nombre de fois ol un brin d'ADN passe an-dessis de Uauire . Le ierme LK peut alors se définir comme
ia somme de la torsion de I'nélice Tw ("Twist”) et du vrillage Wr ("Writh") c'est-a-dire comme la
déformation de I'axe de I'hélice dans l'espace:

LEK=Tw+Wr

Une séquence d'ADN circulaire complétement reldché ne possede pas de vrillage
(Wr=0) et fait un tour d'hélice complet toutes les 10,5 pb. Le degré d'enchalnement de
cet anneau (figure 8/ état a) est défini par LK.

LEKg=N/10,5
(N: nombre de paires de bases de 1'anneau d'ADN).

Dans ces conditions, la configuration de I'ADN finalement obtenu (érat f) présente
un surenroulement négatif dont le degré d'enchainement (LK) est diminué de 2 unités
par cycle catalytique, conformément au caractere topofsomérase de type 11 de 'ADN

gyrase (les topoisomerases de type I modifient LK de 1 unité par cycle catalytique). Le

(€N
o))

surenroulement négatif, identifié par un degré d'enchainement LK<LK( , permet
d'obtenir un gain d'énergie libre notable par rapport aux états de reldchement (LK() ou

de surenroulement positif (LK>LK(Q).

Par ailleurs, 1a coupure (état ¢) et la resoudure (érat e) des brins est pris en charge
par la sous-unité A tandis que I'hydrolyse de 'ATP, qui fournit 1'énergie nécessaire au
processus de surenroulement, est assurée par la sous-unit€é B qui porte le site de
fixation de I'ATP.

En effet, l'action de la gyrase conduisant au surenroulement négatif de I'ADN
correspond a l'introduction d'une double coupure (éras ¢), par formation d'une liaison
phosphate entre I'hydroxyle de la tyrosine-122 de la sous-unité A et l'atome de
phosphore en 5' de 'ADN (115).

L'étape suivante concerne le passage du double brin dans l'ouverture produite

(figure 8/ état d) et 1a reformation des liaisons phosphodiesters (étar ).

Nous rapportons, dans la figure 9, le modele de Morrison et coll.(77) qui
schématise ces différentes étapes du mode d'action de I'ADN gyrase et situe le site
d'impact de divers inhibiteurs de cette enzyme qu'ils soient de structure quinolone

{Acide nalidixique, Péfloxacine,....) ou non (Novobiocine, Coumermycine,...).
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Figure 9 : Mode d'action de la gyrase . D'aprés Morrison et coll. (77)
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La figure 9 rend compte des étapes impliquées dans un cycle de fonctionnement
de I’ADN gyrase :

-Fixation de I'ADN sur l'enzyme et surenroulement positif.

-Fixation de ' ATP induisant un changement de conformation et
permettant la coupure des deux brins de 'ADN.

-Passage d'une portion d’ADN dans la coupure.

-Hydrolyse de I'ATP permettant le retour 4 la conformation primitive et la
refermeture de 'ADN.

-Une autre ouverture-refermeture libére le brin d'ADN impliquant
I'hydrolyse d'une nouvelle molécule d'ATP.(75)

1.1.4.3-Mécanisme d'action de I'ADN gyrase

L'ADN gyrase réalise le surenroulement négatif de 'ADN en permettant 4 un
double brin d'ADN de passer au travers d'une coupure temporaire effectuée sur le
double brin par 'enzyme (figure 10a).
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Figure 10a: Mécanisme d'action de ' ADN gyrase bactérienne (tétramere A2B7)
réalisant le surenroulement négatif de 'ADN . D'apres Smith et coll. (109)
A: sous-unit€ A du tétramere.
B: sous-unité B du tétramere.
rc: RNA core.

La figure 10b précise le role de chaque sous-unité (A et B) dans le fonctionnement
de 'enzyme active (A2B2).

N e ™ ™ SN

. - . AN
-Contact A-A fermé et B-B ouvert (figure 10b-état a): \'\/ oS
oA \ B,
Fixation de I'ADN et coupure du double brin - .
par ouverture A-A(état c-d). a b

-Contact A-A ouvert et B-B fermé(état b):
Facilite le passage du segment d'ADN par la
coupure(érat e).

-Retour a l'étar initial:

Permet la religation des brins(érat f).

Figure 10b : Modele de fonctionnement de I'ADN gyrase.D'apres Kirchhausen et
coll.(61)

Apres avoir rappelé le role déterminant de I'ADN gyrase dans le processus vital
des bactéries, on congoit aisément que la recherche d’inhibiteurs de cette enzyme

constitue,depuis 30 ans,une piste criginale d’accés a de nouveaux antibiotiques.
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[1.2-INHIBITEURS DE L'ADN GYRASE |

1.2.1-Inhibiteurs de type quinolone
1.2.1.1-Généralités: Les 2 générations de quinolones

Avec l'Acide nalidixique nait, en 1962, la famille des quinolones (65) dont ce
premier représentant révele une remarquable activité antibiotique sur les bactéries a
Gram-négatif. L'introduction en thérapeutique de cet antibiomimétique, sous le nom
de Negram® pour le traitement des infections urinaires basses, traduit cette spécificité
du spectre antibactérien (25).

Les recherches ulitérieures ont eu pour objectif :

-d'une part, d'exalter le pouvoir antibactérien (la CMI a I'€gard des entérobactéries
est abaissée en moyenne de 100 a 250 fois, notamment pour les deux plus récents
dérivés introduits en thérapeutique: Ofloxacine et Ciprofloxacine) et d'en élargir le
spectre d'action aux germes a Gram-positif, a certaines bactéries a développement
intracellulaire.....

-d'autre part, d'améliorer les caractéristiques pharmacocinétiques (biodisponibilité,
distribution tissulaire.......) conférant aux quinolones récentes un profil systémique.

L'étendue du spectre antimicrobien et la nature fluorée ou non du squelette permet
de diviser chronologiquement les quinolones en deux générations, (Tableau II) sous
la dénomination commune internationale ( acide en préfixe pour les quinolones de
jére génération, et oxacine en suffixe pour celles de 2€M€ génération ), nous avons
fait figurer la dénomination de marque frangaise et ’année de “mise sur le marché”
thérapeutique (A.M.M).
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Tableau II: Classification des quinolones.

fere Génération : Quinolones aciives sur les germes 4 Gram-négatif

é\/u\/cooﬂ
iy

Acide nalidixique ' Acide piromidique
Négram®1965 Purim®1981
COOH
I
| I
O N N7 N
Et
Acide oxolinique Cinoxacin
Urotrate®1974
5 -
OOH

N
L,
(TN
N B
H Acide pipémidique
Pipram®1975

Rosoxacine Flumequine
Eracine®1983 Apurone®1978
2éme génération:
Quinolones actives sur les germes 3 Gram-négatif, 2 Gram-positif, et les mycobacteriacées
O 0

Norfloxacine Me Péfloxacine
Noroxine®1986 0 Peflacine®1985 o
O

‘ COOH F COOH

i
i H” FAAN
Ofloxacine Enoxacine Ciprofloxacine
Oflocet®1987 Ciflox®1988
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L'analyse de ce tableau appelle les commentaires suivants:

iére génération:

Elle rassemble les molécules non fluorées (seule, la Flumequine ou Apurone® fait
exception a cette regle), actives sur les germes a Gram-négatif incluant ou non le
bacille pvocyanique (Pseudomonas aeruginosa). Trés schématiquement, 1l est
possible de distinguer suivant la décennie d'introduction en thérapeutique deux sous-
groupes:

¢ 1965-1975: Acide nalidixique et analogues, actifs sur les germes a Gram-
négatif, sauf Pseudomonas aeruginosa.

¢ 1975-1985: Acide pipémidique et analogues, actifs sur les germes a Gram-
négatif y compris Pseudomonas aeruginosa. Cette derniere activité €tant toutefois
insuffisante (CMI:4-16 mg/l) pour étre utilisable efficacement en thérapeutique.

Le spectre aniibactérien étroit de ces dérivés (CMI/ entérobactéries : 4-128 mg/1)
positionne clairement cette 1ere génération dans l'arsenal thérapeutique des infections
uro-génitales. Soulignons cependant le cas particulier de la Rosoxacine (Eracine®
réservé a 'usage hospitalier) particulierement active sur Neisseria gonorrhae (CMI:

0,5 mg/l) et, de ce fait, utilisée dans le traitement minute de 1'uretrite gonococcique.

s PN PR S AU S
LCIMe generavion.

Connues depuis 1985, les fluoroquinolones se caractérisent, a la fois par une
activité bactéricide plus rapide et plus puissante et par un spectre antibactérien
considérablement €largi affectant :

¢ Les germes a2 Gram-négatif, (CMI de 'ordre de 1 mg/1) incluant des bacilles:
entérobactéries méme devenues résistantes a l'acide nalidixique, Haemophilus,
Pseudomonas, Acinetobacter et des Cocci : Neisseria.

¢ Les germes & Gram-positif, notamment Staphylococcus aureus et epidermis 'y
compris ceux résistants a la Méthicilline et a la Gentamicine alors que les
streptocoques A et B, les entérocoques et les anaérobies stricts sont inconstamment
sensibles a leur action.

¢ Les germes a développement intracellulaire et d'émergence récente (Legionella,
Chlamydia, Ureoplasma, Mycoplasma) les bacilles acido-alcoolo résistants :

Mycobacterium tuberculosis et Mycobacterium leprae.
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Ces nouvelles quinolones bénéficient de plus (102) :

-d'une bonne absorption digestive autorisant une antibiothérapie par voie orale, ce
qui est particulierement nouveau et intéressant dans le champ d'utilisation de
de ces anti-infecticux.

-d'une exceptionnelle distribution tissulaire qui permet le traitement d'infections
pulmonaires, O.R.L., cutanées, osseuses, eic... Le Tableau [ précise le

niveau de diffusion ussulaire de I'Ofloxacine pour laguelle:

Concentration tissulaire > Conceniration s€rique > CMI des germes pathogenes

Tableau III: Rapport (R) de concentration tissulaire/ concentration sérique en
Ofloxacine (Oflocet®)

Organe Rein Parenchyme Sphere Peau Prostate Os
-cible pulmonaire O.R.L.
R 4,6 4 2,5 2,4 2 1,5

Compte-tenu de leur intérét en clinique, les quinolones font l'objet de nombreux
travaux ainsi qu'en témoigne le rableau IV qui précise quelques noms de groupes

pharmaceutiques participant a cette recherche.

Tableau IV: Orientation des recherches actuelles

Formule Numéro de code Laboratoire

iri inoléine*
Q
F COOH

A-56620 Abbott

COOH

AM-1091 Kyerin Pharm.co

F ~ E ‘

A
NHZ—-@)\T/ N PD-127390

a A

LN




Suite du tableau IV: Orientation des recherches actuelles

Formule Numéro de code

Laboratoire

Feo _COOH

CI-934

Y-25024

PD-117,596

PD-117,596,2

A-57132

Warner-Lambert
Parke-Davis

Y oshitormi

Warner-Lambert

Warner-Lambert

Abbott
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Suite du tableau I'V: Onentation des recherches actuelles

Formule Numéro de code Laboratoire

E OOH

P i COOH

g .

'S lJ A-60969 Abbot
NHZ—O N N

O
F COOH
/ 3
N f‘ | AT-3765 Dainippon
_1\&14:1»13«@‘I N [z
Cl ’
oyl Nz inolizine*
O
Fu /U\ /COOH
T o y
: J S-25932 Riker

(*) Ces dénominatons usuelles ne prennent en compte ni I'hydrogénation partielle
du cycle, ni ses substitutions.

Cette intense activité de recherche permettra dans les cing prochaines années de
mettre sur le marché plusieurs difluoroquinolones (figure 11) dont les dénominations
communes internationales sont connues et la phase de développement pratiquement

arrivée a son terme.
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QO
- | ! COOH
"y
N
E ch2CH2F
. F
Loméfioxacine Témafloxacine Fléroxacine

O

7

NN N
F
Me O
F

Tosufloxacine Sparfloxacine WIN 57273

BMY 33315 AM 1091

Figure 11: Polyhalogénoquinolones en développement
Une étude des relations " Structure chimique-Activité biologique" permet, selon le

nombre de cycles engagés dans la structure "quinolone", de distinguer les dérivés

polycycliques et les composés monocycliques.

1.2.1.11-Quinolones polycycliques

Le noyau commun a toutes les quinolones est du type 4-oxo-1,4-dihydropyridine-

3-carboxylique, condensé ou non avec un ou deux cycles hexa-atomiques.
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1.2.1.111-Quinolones bicycliques

I.a grande majorité des quinolones infroduiies en thérapeutique est de iype
bicyclique et résulte de l'ortho-condensation du motif (A) précédemment défini avec
un noyau (B) aromatique : benzénique (a), pyridinique (b) ou pyrimidique (c).

(a) quinolone (Norfloxacine, Péfloxacine,........ )
(b) 8-azaguinolone (Acide nalidixique, Enoxacine, Tosufloxacine,........ )

(c) 6,8-diazaquinolone (Acide pipémidique,....... )

Cetie famille de quinolones est généralement substituée en position 6 par un atome
de fluor et sur I'atome de carbone 7 par un hétérocycle azoté penta- ou hexa-

atomiqgue.

1.2.1.112-Quinolones tricycliques

La construction d'un troisieme cycle a été réalisée :

-soit par formation d'un pont 6,7-dioxométhylene: ce sont des composés
relativement anciens ( Acide oxolinique, Cinoxacine ), actifs sur les seuls germes a
Gram-négatif.

-soit par formation d'un pont "diméthyléne"” ( Fluméquine ) ou d'un groupement
isostere du type 8-oxométhylene ( Ofloxacine ) entre le C-8 du noyau quinol€ique et
le premier atome de carbone du substituant N-éthyle. Cette derniére
pharmacomolécule est chirale et son énantiomere (S) est 10 a 100 fois plus actif que
l'antipode optique (R) (55). Précisons cependant, qu'en regle générale, la
stéréoisomérie optique n'a de signification thérapeutique que lorsque le centre chiral

est situ€ a proximité de l'azote nucléaire du cycle A.

Le tableau V précise la pharmacomodulation du cycle B (remplacement isostérique
du noyau pyridinique (I) par un cycle pyrimidinique(Il) ou benzénique (III) et
I'adjonction du cycle C).
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Tableau V: Cycles B isosteres en série quinolone

COOH

Noyau B: Cycle A:
aromatique Acide 1-éthyl-4-0x0-1 4-dihydro-3-carboxylique
(11D l @ (ID)
|
v
i Q O
: COOH: COCH
~ H N#
B LAl Bl
iMe NT N Yy NN
| h
Rosoxacine Acide nalidixique
Eracine® q Negram®

O~z OOH v DCUND®
<OC \B | ;‘;J pipérazine  Acide pipémidigque Pipram ®

tetrahydropyrrole Acide piromidique Purim®

Acide oxolinique
Urotrate®

R R’ DCI/ND® Y Z DCI/ND®
Et H Norfloxacine Noroxine ® H CH, Flumequine Apurone®
Et Me Péfloxacine Péflacine® 1-Méthyl- .

pipérazine 0 Ofloxacine Oflocet®

cPr H Ciprofloxacine Ciflox®
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1.2.1.12-Quinoclones monocycliques

Compte-tenu de la présence, dans ces composé€s, du noyau 4-oxo-1,4-
dihydropyridine-3-carboxyligue, motif squelettal caractéristique des quinolones bi- et
tricycliques et par analogie avec la dénomination de monobactame donnée aux
analogues monocycliques des B-lactamines (Penicillines et Céphalosporines), nous
proposons dans la suite de ce mémoire, de désigner sous le nom générique de
“monoquinolone”, les dérivés de structure acide 4-pyridone-3-carboxylique.

Cette nouvelle orientation a récemment été développée par Narita et coll. (38, 80-
83) qui ont montré les intéressantes potentialités antibactéricnnes des composés A a
K présentés dans la figure 12.
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Figure 12 : Stracture de quelques “monoquinolones’ synthétisées par

Narita et coll. (80-83)
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1.2.1.2-Activité antibactérienne des quinolones

1.2-1-21-Spectre antibactérien
Les rableaux VI a VIII rassemblent les concentrations minimales inhibitrices
(CMI) déterminées in vitro de quelques quinolones a I'égard de divers germes a
Gram-négatif et Gram-positif.
En ce qui concerne les quinolones polycycliques, nous en indiquons, dans le

tableau VI, le pouvolr antibactérien a I'égard de souches variées:

Tableau VI: Activité in vitro (CMIX mg/l) de quelques quinolones polycycliques
(13,75,90.,91,129)

Acide Acide Acide Cin- Péfi- Ofl- Norfl- | Ciprofl-

nalidixiquejoxalinique jpipémidique] oxacine | oxacine | oxacine | oxacine | oxacine
ESIC_/'le'"ichia 2-8 24 4-16 24 0.1 0.1 0.06 0.05
coli
Profeus 6-25 0.25 0.5-1 4 0.2 0,1 0.5 -
vuloaris
Serratia 12200 | 0,25 8 4-16 0,2-1 04-6 0.25 0.25
marcescens
Citrobacter 4-3 0.5 - 24 0,1-2 | 0,1 0.4 0.12
spp.
Kiebsiella | 6500 | 0.5 2 4 0.2-2 0.2 025 | 013

neumoniae

Fnterobacter 4 0.5 4 4-8 0,1-1 1.2 0.25 0.06
GETOZENES
Pseidomonasl  »00 2372 4-16 128 1-2 0,8-3 1.5 1
laeruginosa '
Staphylococ | 50 300 2 1624 | 64-128 0,5 0.4 0.8 0.06
CUS aUrens
Streptococcuy 9o 32 100 128 0.5 0,8-1,5 1-2 1

‘aecalis

Il est possible de dégager les points suivants :

-Parmi les quinolones de 1eére génération, I'Acide nalidixique apparait comme
I'agent antibactérien le moins actif a I'égard des germes a Gram-négatif habituels
(E.coli,...) et d'une inactivité totale a I'€gard du bacille pyocyanique. Comme tous les
dérivés de cette génération, cet archétype des quinolones est inactif a I'égard des
souches bactériennes & Gram-positif (S.aureus, S faecalis). Les analogues de l'acide
nalidixique (Acides oxolinique et pipémidique) présentent un spectre superposable a
celui du modele, en bénéficiant toutefois d'une puissance antibiotique en moyenne 10
fois supérieure a celle du premier terme.

-Les quinoiones de 2éme généraiion, dont la Dénomination Commuone
Internationale (D.C.1L) est caractérisée par le suffixe “oxacine”, sont globalement 20 a
50 fois plus actives que les dérivés de lere génération a I'égard des germes a Gram-

négatif (12).Elles se caractérisent aussi par un spectre étendu a 1'égard des bactéries a
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Gram-positif, aux germes intracellulaires (Legionella, Mycoplasma,...), aux bacilles

acido-alcoolo-résistants (Mycobacterium.).

Les “monoquinolones” manifestent une activité antimicrobienne intermédiaire entre
celle des quinolones polycycliques de 1ere et de 2eme génération ainsi qu'll apparait
dans le tableau VII (1a structure des composés A-K est précisée dans la figure 12 -

p.27).

Tableau VIL: Activité in vitro (CMI mg/l) de quelques “monoquinolones”.(80)

A B C E E (€4 H 1 J K

1 1078 1625 13,13 10.2 078 10,78 <0,0510,2 1.56 0,2
2 10,78 112.5 }3.13 }0.1 3.13 10,39 (<0,05]0,1 1,56 0.2
3 J1.,56 13.13 }3.13 1039 11,56 {078 0,2 0,78 1,56 0,2
4 10,78 1156 1156 10.2 0,78 1039 1<0,0510,2 0.78 0.1
5 13,13 J3.13 125 1078 6,25 {156 1039 3,13 {3.13 0,39
6 10,1 039 1039 1<0.05 {02 0,2 <0,0510,1 0.39 <0.05
7 1156 1156 1625 1078 13,13 1078 10.39 J0.78 3,13 0.1
8 1625 12,5 1125 11,56 |25 3,13 1156 1625 {6.25 0,78
9 1125 |25 25 3,13 125 625 1156 1625 {25 1,56
10 0.2 039 10.78 0.2 1,56 1<0,5 10,1 0.2 0,78 <0,05
i1 1343 j1.56 13,13 0,78 13,13 10,78 10,39 (0,78 }3.13 0.2
12 1625 {313 125 1156 {125 {3.13 1039 {313 [6.25 0.39
13 J12.5 |25 125 11.56 {25 313 0,78 13.13 |25 0,78
14 150 25 50 625 1380 12,5 1625 1125 >100 16,25
15 150 125 125 3.13 125 12,5 11,56 (125 |25 3,13
16 13,13 16.25 130 1,56 1125 13,13 1625 {125 1>100 #1.56
17 |>100 |25 25 3.13 150 25 3,13 125 >100 {12.5
18 1313 {625 (125 078 ]125 J156 1039 {3.13 1625 0.39
19 10,78 {625 {1.56 E0,0S 3.13 1078 102 0,39 11.56 0.78

1- S.awreus FDAZ09P 10- P.vulgaris GN3027

2- S.aureus F-137 11- P.vuigaris GN76

3- E.coli NIHJ JC-2 12- P.morganii T-216

4- E.coli TK-111 13- P.mirabilis T-111

5- E.coli TK-3 14- P.aeruginosa IFO3445

6 E.coli GN5482 15- P.aeruginosa S-68

7- K.pneumoniae Y-50 16- P.aeruginosa GN918

8- K.pneumoniae Y-41 17- P.aeruginosa GN3379

9- K pneumoniae Y-4 18- E.cloacae ID977

19- A.antitratus A-6

Il convient de noter que les composés E.H et K font exception a cette régle en se
situant au niveau des fluoroquinolones les plus performantes.

Le tableau VIII permet de comparer, sur une méme batterie de germes, le niveau
d'activité de l'acide 1-éthyl-4-ox0-6-p.N,N-diméthylaminophénylpyridine-3-
carboxvligque (composé D) avec I'Acide nalidixique par rapport auquel il n'apporte

aucun avantage notable.
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Tableau VII : Activit€ in vitro du produit P / Acide nalidixique.(44)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
D 63 1>100¢ 25 | 50 50 25 1 25 25 1 28 50 50
Acide nalidixique § 6,3 1210011251 63 1125163 1 311 63 1 3,1 ,>1001 100
1- Escherichia coli ATCC25922 6- Proteus vulgaris NCTC8313
2- Escherichia coli UB1005 7- Providencia rettgeri 969
3- Klebsiella pneumoniae ATCC27736 8- Morganella morganii 6137
4- Enterobacter cloacae ATCCI13047 9- Serratia marcescens 803-15
5- Proteus mirabilis2117 10- Pseudomonas aeruginosa BA

11- Staphylococcus aureus ATCC25923

1.2.1.22-Relations "structure-activité"

¢ Les relations structure-activité des quinolones polycycliques qui ont €té
initialement proposées par Albrecht (4) puis développées par Dreyfuss (35), sont
fondées sur la présence d'un :

-cycle A, indispensable pour la manifestation de l'activité anumicrobienne.
-cycle B, de nature aromatique, ortho ou ortho et péricondens€ avec le noyau A.

L'analyse fonctionnelle de cet archétype permet de préciser les points suivants:

Azote-1 : l'activité antibactérienne maximale est obtenue chez les quinolones N-
substituées par un groupement éthyle dont la longueur (0,42 nm) et la taille, selon le
programme QSAR Stérimol, étaient idéaux.

La découverte de quinolones particulicrement actives comme la Difloxacine,
porteuse d'un substituant phényle (donneur d'électrons m), a démontré que des
facteurs électroniques pouvaient, en plus du concept de l'encombrement stérique,
influencer l'activité biologique. Le noyau cyclopropyle, qui est le groupement le
moins encombrant et le plus électron-donneur, est présent dans la Ciprofloxacine: ce
compos¢ est 'agent antibactérien le plus puissamment actif sur Pseudomonas et
Enterobacter (cf. Tableau VI-p.28)

Carbone-2 : l'activité des quinolones substituées en C-2 par un groupement
quelcongue est considérablement amoindrie. Tout remplacement de l'atome
d'hydrogene li€ au C-2 par un autre groupement diminue 1'activité antibactérienne, a
l'exception du KB-5246 (Kanebo) qui présente un cycle thiazole entre les positions-1
et -2.

Carbone-3 : l'activité maximale est obtenue par un groupement acide carboxylique.
Toute fonctionnalisation de ce groupement en dérivés de type ester (COOR'), amide
(CONHR"), nitrile (CN) ou son remplacement par un groupement amino (NH?2),
nitro (NO?) annule cette activité. Il en est de méme du remplacement de cette fonction
carboxyle par des groupements d'acidit¢ comparable 5-méthyltétrazolyle (présent
dans de nombreuses céphalosporines : Cefatetan, Cefmémoxine,....... ), sulfonique

(présent dans 1'Aztreonam) ou phosphonique (Phosphomycine)
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Carbone-4 : présence d'une fonction cétonique dont les doublets électroniques
libres de l'atome d'oxygéne autorisent la formation de liaison hydrogene avec I'ADN.
Ce groupement carbonyl€ doit, en fait, etre considéré dans son environnement régio-
spécifique " acide B-cétonique”, ce qui explique sa mise en cause dans la formation de
complexes 2.1 ou 1.1 "quinolone-ion métallique divalent” [théorie physico-chimique
du mécanisme d'action des quinolones de Crumplin et coll. (23), développée
notamment dans notre laboraioire (98)]. Des lors, on comprend que toute
maodification du groupement 4-0xo engendre une perte d'activité antimicrobienne.

Carbone-5 : la présence, en cette position, d'un atome d'hydrogéne crée une
activité antibactérienne maximale. La substitution de cet atome par un groupement
halogéné ou alcoylé€ est, par conséquent, a éviter.

Carbone-6 : un atome de fluor, fixé au carbone nucléaire 6, accroit
considérablement l'activité antibactérienne des quinolones de 1ére génération et
constitue la spécificité des quinolones de 2éme génération, appelées pour cette raison
"fluoroquinolones” (56,130). La substitution par un atome de chlore est également
favorable a une activité antibactérienne, mais & un degré moindre.

Carbone-7 : les quinolones, substituées en 7 par des restes de faible taille ou de
nature aliphatique (H, Cl, Me, NHMe ou NHCH2CH?NH?), manifestent une

s

activité antibactérienne faible ou modérée. Par contre, des substituants

nnnnnnnnnnn e S BT

hétérocycliques azotés du type pipérazin-1-yl (Norfloxacine, Ciprofloxacine, BMY
33315,.....), 4-méthylpipérazin-1-yl (Péfloxacine, Ofloxacine, ...... ), pyrrolidin-1-yl
(Acide piromidique), 3-aminopyrrolidin-1-yl (BMY 40868) et 1-pyridyl (Rosoxacine)
créent un exceptionnel niveau d'activité (cf. Tableau VI-p. 28). La présence de ce
deuxi¢me pole azoté confere a ces pharmacomolécules un caractére amphotere
"basique", ce qui explique l'existence de 2 constantes d'acidité [ex : Ciprofloxacine:
pKa1=6.0 (carboxyle) et pKas = 8.8 (piperazinyl)], leur commercialisation sous
forme de sel (chlorhydrate de Ciprofloxacine: Ciflox®) et I'abandon du préfixe
"acide" pour leur dénomination (qui utilise le segment clef "oxacine” en suffixe).(19)

Carbone-8 : Ce sommet n'est généralement pas substitué¢ dans les quinolones
bicycliques actuellement commercialisées alors que certaines molécules en
développement portent, a ce niveau, un atome de fluor ou de chlore qui améliore tres
nettement leur absorption orale sans diminuer trop notablement leur activité
bactéricide.

Dans les quinolones tricycliques, ce sommet participe a la constitution du
“troisieme” cycle de nature pipéridinyle (Apurone®) ou perhydro-1,4-oxazinyle
(Ofloxacine®), qui confere a ces deux quinolones, une remarquable activité

antibactérienne.
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¢ Les quinoiones monocychques font i'objet de ravaux de recherche depuis irop
peu de temps et les molécules synthétisées sont en nombre trop limit€ pour que puisse
étre dégagée unc relation "Structure-activite” présentant une fiabilité suffisanie. Dans
ce contexte, nous souhaitons néanmoins apporter quelques orientations sur les

pharmacomodulations favorables :

Azote-1 : 'activité antibactérienne maximale est obtenue pour un substituant
phényl mono- ou disubstitué par F, Cl, Me, OH, OSO3H, .......... Contrairement
aux oxacines traditionnelles, le groupement éthyle (produit D; figure 12) diminue
l'activité antibactérienne et situe ces composés au niveau de l'acide nalidixique
(Tableau VII-p. 30) (44).

Carbone-2 : absence de substitution comme pour les quinolones polycycliques.
Toute substitution de ce sommet altere l'activité antibactérienne.

Carbone-3 : présence indispensable d'un groupement acide carboxylique.

Carbone-4 : présence d'une fonction cétone.

Carbone-35 : cette position ne doit pas étre substituée, en effet, sa
fonctionnalisation par un reste alcoyle diminue 1'activité antibactérienne. Le produit de

oy b . .
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aucune activité antibactérienne.(cf.§ résultats biologiques p. 215).

Carbone-6 : les “monoquinolones” porteuses de substituants de faible taille (Me),
ou de caractere allylique [-CH=CH-C(=CHSCHCH-),..(33,34)] ou énamine
[-CH=CH-NMe), -CH=CH-NH (2,4-Ci2 Ph) (cf. partie expérimentale)}, n'ont
qu'une activité antibactérienne faible ou modérée. Par contre, lorsque le substituant
est du type [-CH=CH-Me(B)], ou [-CH=CH-Ph(C)], on observe une amélioration
sensible de l'activité antibactérienne (cf. Tableau VII - p. 29).

Les substituants les plus favorables sont de type aromatique et électron-donneur
[phényl(K), 4-Me2N Ph (E, L, I....), naphtyl (}D)........ |, ils créent une activité
antibactérienne comparable voire supérieure a celle des fluoroguinolones. Par contre,
les substituants cycloalcoyles: cyclohexyle (produit A), cyclopentyle () engendrent
une activité€ antibactérienne modérée, (cf. Tableau VII - p. 29).

L'hydrogénation de la double liaison C-5 - C-6 conduit 2 des dérivés le plus

T 66

souvent moins actifs que les "authentiques” “monoquinolones”.
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1.2.1.3-Mécanisme d'action des quinolones

i.2.1.31-Effets des quinolones sur Ia cellule bactérienne

1.2.1.311-Effets sur la morphologie bactérienne
Les deux principaux évenements morphologiques induits par les quinolones sont
la filamentation cellulaire et la formation de vacuoles (31,37) . Un synoptique de

l'effet des quinolones sur la cellule bactérienne est présenté dans la figure 13 (30).

Division cellulaire
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|
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Figure 13: Etats morphologiques induits par les 4-quinolones. D'apres Diver (30)

Les changements morphologiques observés dépendent essentiellement de la
concentration en quinolones (31). Par exemple, aux concentrations de Ciprofloxacine
ci-apres indiquées :

¢ 0,006 mg/l : on observe une filamentation importante.

42 mg/1 : on note un allongement des cellules de 5 fois leur taille sans
filamentation.

# 128 mg/l : il n'y a pas d'élongation matis les cellules prennent une forme

ovoide et €largie.
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1.2.1.312- Effet bactéricide des quinolones
L'effet baciéricide des quinolones, appréci€ par le pourcentage de populations
survivantes apres 3 heures d'incubation en présence de ces antibiotiques, est de type
biphasique. Cette réponse biphasique peut €tre illustrée (figurel/4) par une courbe

d'allure parabolique dont ie minimum (B) correspond 2 la concentration minimale

bactéricide (CMB).
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Figure 14: Réponse biphasique de E.coli a différentes concentrations en
quinolone . D'aprés Smith (109)

Dans la_premiére phase (A-B), l'effet bactéricide des composés augmente
progressivement jusqu'a atteindre la CMB. La CMB est 100 a 1000 fois plus faible
pour la Ciprofloxacine, la Norfloxacine et I'Ofloxacine que pour I'Acide nalidixique.
De méme, pour ces fluoroquinolones, le pourcentage de survivants au point (B)
d'inflexion (CMB) est diminué€ d'un facteur 10 par rapport & la quinolone de lére
génération.

Cette phase correspond 2 l'inhibition progressive de la synthese de I'ADN par les
quinolones.

Dans la deuxiéme phase (B-C), la bactéricidie diminue pour atteindre un palier (D)
correspondant a 1'effet bactériostatique. L'action bactériostatique a lieu aussi bien sur
des bactéries en phase de croissance que sur des bactéries quiescentes et la
conceniration minimale baciéricide esi proche de la CMI. Ces effets dépendent non
seulement de la nature de la quinolone mais aussi de la concentration. Ainsi, I'Acide
nalidixique et I'Acide oxolinmique, aux concenirations inférieures a 100 mg/l, sont

bactéricides. A des concentrations supérieures, leur effet n'est plus que
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progressivement bactériostatique pour certaines especes bactériennes ce qui
proviendrait d'une inhibition des syntheses d’ARN et de protéines.(71).
L'activité bactéricide des quinolones est un processus actif. En effet, I'inhibition
de la synthése d'ARN par la Rifampicine et celle des protéines par le

Chloramphénicol antagonise leur action bactéricide (figure 15)

(23,40,101,108,128).
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Figure 15: Effet de I'inhibition de la synthése d'ARN sur l'effet bactéricide des
quinolones chez E.coli. D'aprés Smith (109)

{e)Culture de contrdle.
(+)Culture en présence de Rifampicine a la concentration 160 mg/l.

Ces différentes courbes (figure 15) montrent que I'addition de Rifampicine ne fait
que ralentir 1'effet bactéricide de 'Ofloxacine et de la Ciprofloxacine (figure 15¢),
alors qu'il est totalement antagonis€ avec les anciennes quinolones (Acide
nalidixique,..(figure 15a et 15b)).
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Les quinolones posséderaient deux mécanismes d'action bactéricide:

-i'un, commun a toutes les quinolones, qui peut &ire aboli par 1'addition de
Rifampicine.

-l'autre, propre aux nouvelles quinolones {Ciprofioxacine, Ofloxacine,......), qu
est résistant a I'action de la Rifampicine.

L'existence d'un tel mécanisme addinionnel supposerait que la Ciprofloxacine et
I'Ofloxacine soient plus rapidement bactéricides. Ces deux composés, a la
concentration minimale bactéricide (CMB), annihilent 90% d'un inoculum bactérien

en 19 min. alors que le temps moyen est de 59 mun. pour les autres quinolones.(51).

1.2.1.313-Effet des quinolones sur le métabolisme de
I'ADN, de I'ARN et des protéines (9,107)

Les quinolones inhibent la synthese de I'ADN selon un processus dose-dépendant
limité par un palier atteint pour des concentrations variables selon 'oxacine mise en
oeuvre.

La figure 16 waduit l'effet de la concentration en Norfloxacine sur la capacité de
synthese d'’ADN de la souche PAQO/303 de P.aeruginosa, appréciée par le taux
d'incorporation d'adénine triti€e.

70~

% Inhibition

2 4 6 8 1012 141618 20 22

Concentration (mg/l) en Norfloxacine

Figure 16; Effet inhibiteur dose-dépendant de la Norfloxacine sur 1a synthese
d'ADN, par P.aeruginosa. D'aprés Benbrook et coll (9),
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Chez P.aeruginosa, un rétablissement de la synthese d'ADN peut étre observé si
on utilise des concentrations en quinolone comprises entre la CMI et la CMB. Ceci
nécessiie une synthese protéique continue. On peut donc évoquer un phénomene
d'induction par les quinolones qui, dans le cas de P.aeruginosa, n'est pas le systéme
de réparation de I'ADN associé a la fonction SOS de la bactérie. La syntheése de
I'ARN et des protéines est, quant a elle, inhibée aux fortes concentrations en
quinolone. Dans le cas des protéines (23), il a ét€ montré que les quinolones agiraient
de maniere plut6t s€lective en inhibant la synthése ou le transport de protéines

spécifiques: sous-unité B de l'entérotoxine et 3 lactamase.

1.2.1.314-Induction de la réponse SOS
Pour expliquer la différence entre les concentrations minimum inhibitrices (CMI)
ou bactéricides (CMB) et la concentration inhibant 50% de l'activité de la gyrase
(CI50), il faut faire appel a I'induction du systeme SOS qui est responsable de la
bactéricidie. L'effet le plus important provoqué par les quinolones est la rapide

inhibition de la syntheése d'ADN qui se produit méme a faibles concentrations.
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Tout de suite apres cette inhibition, apparait une synthese d'ADN RecA LexA-
dépendante qui persiste plusieurs heures (39). Cetie synthese réparatrice est 'une des
manifestations de l'expression d'un grand nombre de genes SOS dont la répression

est levée par un signal provenant de l'apparition de ésions sur I'ADN.

La figure 17 (p.37) schématise ie foncticnnement du systéme SOS (66,122,128):

En temps normal (A), les génes du systeme SOS sont réprimés par la protéine
LexA. La 1ésion de I'ADN produit un ou plusieurs signaux qui activent la proté€ine
RecA (B,0). Celle-ci devient alors capable de couper LexA qui perd sa qualité de
répresseur. Les génes SOS peuvent alors s'exprimer. Ces geénes sont nombreux et ont
de multiples fonctions dont, notamment, celle d'inhiber la division cellulaire (ce qui
produit la filamentation), d'accroitre la mutagenése, d'augmenter la capacité de
réparation, d'airéter la respiration etc. et ceci peut conduire a la mort cellulaire.

Quand le signal diminue, RecA cesse d'étre activée, LexA n'est donc plus
coupée et, comme elle est constamment synthétisée, elle peut a nouveau réprimer les
genes SOS (D). La régulation de ce systeme est extrémement complexe et fait
intervenir plus d'une dizaine de genes. .

Le traitement par une quinolone produit des complexes ternaires gyrase-ADN-
drogue qui provoquent des coupures double brins. A ce moment, la protéine RecBC,
qui a plusieurs activités dont celle de dédoubler 'ADN, fait apparaitre des zones
simple brin qui sont un signal de déclenchement du systeme SOS (18).

Ceci explique pourquoi, lorsque les doses élevées de quinolone inhibent la
synthese protéique, 1'effet bactéricide décroit. On comprend aussi pourquoi l'action
des quinolones est réversible: si on enleve la drogue, la réparation s'effectue, le signal
disparait, le systeme SOS s'arréte et la division cellulaire peut reprendre.(74)

1.2.1.315-Action sur les plasmides

Plusieurs €quipes de chercheurs (50,125,126) ont montré que les quinolones
peuvent éliminer les plasmides bactériens si les conditions suivantes sont réunies :

-Les cellules en croissance cellulaire ne perdent pas réellement leurs plasmides,
mais ce sont les cellules filles qui ne regoivent pas I'ADN plasmidique nouvellement
synthétisé.

-Les plasmides sont €liminés a des concentrations en quinclone proches des CMILL

L'élimination plasmidique n'est jamais totale (125).
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1.2.1.32-Activité des quinolones sur les topoisomerases
autres que la gyrase

1.2.1.321-Topoisomerases 1 procaryotes
Tabary et coll. (119) ont moniré que les quinolones inhibaient la topoisomerase I
de E.coli. Les concentrations inhibitrices sont environ 10 fois supérieures a celles
nécessaires pour inhiber la gyrase baci€rienne.
1.2.1.322-Topoisomerases I eucaryotes
Des concentrations élevées en quinolones inhibent I'activité de cette enzyme
(119,123).
1.2.1.323-Topoisomerases II eucaryotes
Les effets des quinolones sur la topoisomerase 11 de thymus de veau ont €té
étudiés par Hussy et coll. (54) et les résultats de ces travaux sont résumés dans le
tableau IX.

Tableau IX: Inhibition par les quinolones des topoisomerases II de différentes
origines {IC50=concentration inhibant 50% de l'activité enzymatique) (51)

IC50 (mg/l)

Quinolone Thymus de veau Cellules Hela Drosophile
Ciprotloxacine 150 - -
Ofloxacine 1300 - -
Norfloxacine 300 - -
Acide nalidixique 1000 500 600

Les concentrations inhibant I'activité de la topoisomerase II sont élevées sauf dans
le cas de la Ciprofloxacine. Pour ce composé, on se situe cependant a des
concentrations assez proches des concentrations que l'on atteint en clinique,

notamment dans les urines.

i.2.2-Autres inhibiteurs de I'ADN gyrase

De nombreux antimicrobiens de structure coumarinique ont été isolés de la culture
de divers Strepromyces. Ainsi, ont ét€ successivement identifiées la Novobiocine
(48, 49) puis la Coumermycine (11, §9) et enfin la Chlorobiocine (84). Toutes ces
molécules inhibent la respiration bactérienne ainsi que la synthése d'ADN, d'ARN et
celle des protéines bactériennes.(100). Leurs structures, qui sont précisées dans la
figure 18 ci-apres, font apparaitre 3 fragments : A: acide p.hvdroxvbénzoigue
substitué (cf. hypothese de recherche § 2.4.11-p.76) isostere du P.A.B.A. (cf.§
2.1.1-p.52); B: noyau coumarinique et : noviose O-esterifié (carbamoyl dans la

Novobiocine).
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Figure 18 : Structure de divers dérivés coumariniques inhibiteurs de 'ADN

gyrase.

On sait que la Novobiocine inhibe in vitro le surenroulement activé par 'ADN
gyrase (43) mais le mode d'inhibition de la gyrase par les coumarines n'est pas
encore clairement €tabli.(96).

Soulignons enfin qu'il existe d'autres inhibiteurs de I'ADN gyrase, de structure
non cournarinique, comme 1'Amsacrine [4-(9-aminoacridinyl)méthylsulfonamido-m-
anisol] (96) (cf. figure 19 -p. 41).

1.2.3-Autres inhibiteurs des topoisomerases

La figure 19 présente quelques molécules inhibitrices des topoisomeérases
eucaryotes. Ces composés n'ont aucune parenté structurale avec les quinolones. A
I'exception de la Camptothécine et de I'Etoposide, toutes ces molécules polycycligues

possedent des propri€iés intercaiantes. (92, 99)
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Figure 19 : Structures chimiques de drogues inhibitrices des topoisomerases eucaryotes

1.2.3.1-Inhibiteurs de Ia topoisomérase I eucaryote

La Camptothécine, alcaloide cytotoxique est un bon inhibiteur de la topoisomerase

I. Elle introduit une coupure sur le double brin d'ADN, l'enzyme restant fixée de

facon covalente a I'ADN (82). Elle ne provoque pas de changement de spécificité de

fixation pour l'enzyme (16), et semble agir en se fixant a I'intérieur du complexe

ADN-enzyme.(47).

1.2.3.2-Inhibiteurs de la topoisomerase II eucaryote

La topoisomerase eucaryote est la cible intracellulaire de nombreuses molécules

antitumorales telles que les anthracyclines (Doxorubicine), les acridines (m-AMSA),

les ellipticines, les actinomycines (Actinomycine D) et les épipodophyllotoxines

(Etoposide).(36.53,99)
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Ces molécules agissent sur 1'étape coupure-resoudure de la topoisomerase I en

“trappant” un complexe intermédiaire abortif enzyme-ADN appelé complexe
dénaturable "cleavable complex™.(53)

Un modele de mécanisme d'action de ces composés est présent€ dans la figure 20 :

les molécules induiraient en grande quantité le complexe dénaturable ADN-enzyme.
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Figure 20: Mécanisme d'action des drogues antitumorales spécifiques de la
topoisomerase II eucaryote . D'aprés Hsiang et coll. (83)

La fixation de l'enzyme sur ' ADN génere deux types de complexes:
-l'un est un complexe non dénaturable (B).
-l'autre est un complexe dénaturable (C) et (C'), qui sont en équilibre.
Les inhibiteurs déplacent 1'équilibre vers (C) et (C') qui deviennent
majoritaires.
L'action d'un détergent (Dodécylsulfate de sodium:SDS) produit une coupure

simple brin (D) ou double brin (D"), I'enzyme restant liée de fagon covalente aux
extrémités 5'-P de I'ADN coupé.



1.3-MECANISME D'INHIBITION DE L'ADN

Le mécanisme moléculaire par lequel les quinolones inhibent l'activité de
surenroulement de I'ADN par la gyrase n'est pas encore totalement élucid€ et a fait
I'objet de nombreuses controverses (89, 103).

Shen et Pernet (104) suggerent que la drogue se lie directement a ' ADN. Dans le
méme temps Moreau (75) puis Le Goffic (64) par des études en RMN du 19F, ont
montré que la Péfloxacine présentait respectivement peu d'affinité pour I'ADN, une
certaine affinité pour la gyrase mais par contre une tres bonne affinité pour le

complexe ADN-ADNgyrase.
Tres récemment, Shen et coll.(105) ont complété ces résultats et montré que:

1-La fixation des quinolones sur 'ADN double brin (ADNdb) natif est
faible et non coopérative. L'appariement des brins semble empécher la
fixation.

2-Les quinolones présentent une meilleure affinit€ pour 'ADN simple
brin. La fixation est non coopérative et non spécifique.

3-Les quinolones se fixent de fagon spécifique et coopérative sur 'ADN
surenroulé colE1 ou les complexes ADN-ADNgyrase.

4-La gyrase favorise la fixation des quinolones sur les formes relichées de
I"ADN.

Ces mémes auteurs (106) ont proposé un modele d'inhibition de la gyrase par les
quinolones (figure 21). Les molécules se fixeraient, dans un site induit par

I'ADNgyrase sur 'ADN, de maniere coopérative.



Figure 21: Modele de fixation coopérative des quinolones ( = )sur 'ADN lors de
l'inhibition de I'ADN gyrase. D'aprés Shen et coll.(106)

La principale caraciéristique de ce modele réside dans le fait que la gyrase, liée par
la tyrosine 122 de sa sous-unit€ A, induit un site de fixation des quinolones sur
I'ADN relaché (le substrat) en présence d'ATP. La gyrase commencerait par couper
les deux brins d'ADN avec un décalage de 4 paires de bases. Les deux brins d’ADN
coupés avec des extrémités non cohésives doivent s'écarter afin de permettre le
passage du segment d'ADN.

Cette "porte” ainsi formée durant cette étape intermédiaire semble €tre le site de
fixation idé€al. La fixation des molécules bloque les brins sur place et empéche la
régénération de l'enzyme.

La coopérativité et la haute affinité sont dues aux fortes interactions entre les
molécules de quinolone, ainsi que cela apparait dans lafigure 22 qui,
malheureusement, ne prend pas en compte l'influence des substitutions aux sommets

6 et7 (F et N) et ne met pas en évidence I'enzyme.
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Figure 22: Association des quinolones (Norfloxacine) dans la "poche" simple brin
d'ADN. D'apres Shen et coll.(106)

Les quinolones interagissent de deux manieres différentes:

-Superposition de deux noyaux quinoloniques voisins et formation de
liaisons par hydrogene entre I'ADN et les atomes d'oxygene des
carbonyles cétoniques et carboxyliques. Ces groupements sont
disposés en opposition afin d'éviter les répulsions de charges.

-Formation d'interactions hydrophobes entre les deux groupes de
quinolones voisins par l'intermédiaire des substituants N-éthyle.

Le phénomene de coopérativité pourrait s'expliquer par une premiere fixation due
aux liaisons hydrogeéne formées, la deuxieme fixation étant renforcée par les
interactions hydrophobes.

La premicre fixation pourrait produire un changement conformationnel local sur le
site récepteur de I'ADN jusqu'a saturation par d'autres molécules.

D'autre part, Rau et coll.(95) ont montré que la Norfloxacine stabilisait le
complexe ADN-gyrase dans une conformation compatible avec une orientation
particuliere des brins d'ADN. Ces résultats semblent en accord avec le modele

proposé.
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1.4-MECANISME DE RESISTANCE |

1.4.1-Généralités

La résistance bactérienne aux quinolones est due a des modifications des genes
chromosomiqgues (23,51,7%9).Les plasmides porteurs des génes de résistance aux
quinolones n'ont pas encore été identifiés. De plus les gquinoiones antagonisent le
transfert plasmidique et €liminent les plasmides.

La fréquence d'apparition de résistances spontanées aux fluoroquinolones est de
l'ordre de 1077 2 10710 lorsqu'elles sont sélectionnées a 4 fois la CMI (51). Dans la
plupart des cas, la CMI vis-a-vis de souches résistantes est de 2 a 8 fois supérieure a
celle de 1a souche parentale. De hauts niveaux de résistance peuvent méme tre atteints
lorsque plusieurs mutations s'accumulent dans une méme cellule.

Deux mécanismes de résistance aux quinolones ont €t€ mis en €vidence:

eune résistance qui confére une sensibilité accrue des germes aux
quinolones mais pas aux antibiotiques sans parenté structurale. Ce type de
résistance est li€ a des mutations sur les génes gyrA et gyrB.

«une résistance pléiotrope aux quinolones et a d'autres familles
d'antibiotiques. Ces mutations sont associées a une diminution de la

perméabilité cellnlaire aux antibiotiques.
1.4.2-Résistance liée aux mutations de la gyrase

Une mutation chromosomique sur un des deux genes de la gyrase codant pour la
sous-unité A (gyrA) ou la sous-unité B (gyrB) peut conférer une résistance aux
quinolones (78).

1.4.2.1-Mutations sur le gene gyrA
Un exemple de mutation de gyrA, qui affecte la cible des quinolones (résistance

immédiatement tres €levée), est présent€ dans le tableau X.

Tableau X: Sensibilité de mutants spontanés gyrA aux quinolones chez E.coli KL-16.
D'apres Yoshida et coll.(132)

Souche  Mutation CMI (mg/l)
QyTA
Ac. Ac, Norfl- En- Ofl- Ciprofl-

nalidixigue pipémidiqgue  oxacine oxacine oxacine oxacine
KL-16  Wild 3,13 1.56 0.05 0.1 0.05 0,0125
N-51 nal-51 400 25 0.78 1.56 078 0.39
P-18 ppa-18 400 23 0.78 1.56 0.78 0.39
P-10 ppa-10 25 6.25 0.2 0.39 0.2 0,05

N-89 nal-89 12.5 3,13 0.1 0.2 0.1 0.05
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La mutation se situe dans une région vicinale a la Tyrosine-122 et pourrait ainsi

empécher la fixation de la quinolone sur le complexe ADN-ADNgyrase.(132)
1.4.2.2-Mutations sur le géne gyrB

Deux mutations ponctuelles de gyrB conférant une résistance aux quinolones, ont
été situées sur les nucléotides 1276 et 1339 de la séquence codante gyrB (132). Le
résultat de ces mutations est un changement dans les acides aminés 426 et 447.
D'autres mutations sur gyrB ont €€ rapporiées (68).Les mutations gyrB entrainent
une imperméabilité mais la résistance est d'un niveau moins élevé que pour les
mutations gyrA et, de plus, n'intéressent que certaines quinolones.

Outre les deux types de mutation gyrA et gyrB, il convient de noter 1a mise en
évidence de deux autres mutations nalC et nalD dont les effets sont présentés dans le
tableau XI.

Tableau XI : Accroissement de la résistance aux 4-quinolones en
fonction des mutations. D'aprés Smith (107)

Mutants bactériens
Rapport entre la CMI du mutant résistant et la
CMI de 1a souche sensible KL 16

nalA nalB nalC nalD
Ciprofloxacine 7,5 1 0,2 2,5
Ofloxacine 5 i 0,1 3
Norfloxacine 5 1 0,12 2
Acide oxolinique 15 1 7.5 4
Rosoxacine 20 2 25 4
Fluméquine 19 2,5 2,5 2
Acide pipémidique 10 1 0,2 4
Cinoxacine 10 2.5 3 2
Acide nahdixique 25 2,5 17 7
Acide piromidique 53 10 10

1.4.3-Résistance liée au passage transmembranaire

Comme I'ADN gyrase est localisée dans le cytoplasme de la cellule bactérienne, les
quinolones doivent franchir la membrane cellulaire pour exercer leur activité
antibactérienne. La membrane de £.coli est relativement imperméable aux molécules
hydrophobes (85). Les nouvelles quinolones, caractérisées par la présence en
position 7 d'une pipérazine (ou plus généralement d'un cycle azoté), sont
moyennement hydrophiles et, de ce fait, pénetrent plus rapidement dans la bactérie
que 1'Acide nalidixique (cf. objectifs pharmacochimiques de Sg p.102).(17)

Les nouvelles quinolones pénétrent daus la bactérie par l'intermédiaire des porines
OmpF et OmpC qui sont des protéines de la membrane externe permettant le passage

de petites substances hydrophiles (8). Les quinolones se comporteraient comme des
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agents chélatants vis-a-vis de la membrane externe en se fixant notamment sur les

lipopolysaccharides.(17,30).

La figure 23 résume l'interaction des quinoclones avec la membrane de E.coli

Liaison des quinolones aux L.P.S. " | pg.

~

p— .
v IVR BN Porine
: VAN S Sl sl i o
Da%save wasmembranaire . 5 (U0 5 L 2 Tlo (6R) T
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Penplasme " " e - ™
S S
. R M)W AR
Membrane cytoplasmique '}W} I }}a “”‘; ” S\ (({!;!f ] W\} ‘\\%\,} Bicouche phospholipidique
\ N
g -
o " e Transport actif .

Figure 23: Modele décrivant la membrane des cellules Gram-négatives et les modes
possibles de pénétration ceiiunlaire des quinolones. D'aprés Diver (31)
(L.P.S. : Lipopolysaccharide)

Il a été montré que seuls les mutants déficients en OmpF acquiérent une résistance
faible a la Norfloxacine (2 a 4 fois la CMI).(26)

L’inhibition de I’ADN gyrase par les quinolones constitue un des axes de recherche
le plus prometteur de la chimiothérapie antibactérienne. Les molécules introduites en
thérapeutique et celles en cours de développement bénéficient certes de qualités
remarquables (spectre large inégal€é, biodisponibilité exceptionnelle méme par voie
orale,...) mais aussi d’effets indésirables (5-20 %) de type centraux, osseux,..., de
perte d’activité par résistance (S.aureus,....), de contre-indications absolues chez
I"enfant de moins de 15 ans, la femme enceinte et celie qui ailaite. Des lors, 11 nous est
apparu intéressant, d’envisager comment, par pharmacomodulation du squelette
quinolone (ouverture de cycle.....),il était possible, par création de nouveaux

“composés de 1€te”, d’atténuer ces insuffisances.



2-ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES
SUR LA CHIMIE DES ACIDES
1, 4-DIHYDROPYRIDONE-3-CARBOXYLIQUES
ET DE LEURS ANALOGUES "OUVERTS"
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Notre travail a consisté a synthétiser des molécules chimiquement originales,
apparentées au profil des "monoquinolones” et répondant a la structure générale (8.G)
indiquée dans la figure 24. Celle-ci présente également les schémas de rétrosynthese
des archétypes S1-S§ synthétisés dans ce travail.

Toutefois, il convient de préciser, que certains d'entre eux (S1-S3) n'ont pu
étre obtenus (ce que nous tenterons d'expliquer, en avangant quelques hypotheses), et
seuls leurs précurseurs LII pour S1(S3) et IILIV pour S2 seront décrits dans ce

mémoire.

Dans chacune des parties de ce chapitre nous développerons les aspects suivants:
-Objectifs pharmacochimiques.
-Stratégie de synthese:
-Principales voies d'acces a la structure 9.
-Choix de la (ou des) méthode(s) retenue(s).
-Plan de synthese.

-Composés obtenus.

Pour quelques séries de composés, nous proposons un schéma de
fragmentométrie de masse.
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2.1-SYNTHESE DES 3-N-ALCOYL(CYCLOALCOYL,ARYL)
AMINOBUT-2-ENOATES D'ETHYLE la.f
ET DES 3-N-CYCLOALCOYL(ARALCOYL,ARYL)
AMINOBUT-2-ENENITRILES 1la-d

2.1.1-Objectifs pharmacochimiques

L'obtention des esters I et des nitriles I répond 4 un double objectif :
-Le premier est d'ordre chimique puisque, d'une part, ces 2 types de dénvés
fonctionnels constituent logiquement les précurseurs immédiats d'acces aux
molécules Sy (cf. figure 24 -p. Slet schéma 2 -p. 55) et que, d'autre part,
ils constituent également un des réactants de synthese de l'archétype S3

conformément au schéma 1.
NH

R NC R" R
: — ]

/H

Me EtO H  Mé
I (R: COOEn —
I @R:CN)

Schéma 1 : Participation des dérivés fonctionnels I et IT & la synthese de 83 et S3'
(R":R":CN,COOE?¢) .D'apres Kuthan (63)

-

Ce schéma de synthése, procédant d'une adaptation de la réaction de Kuthan (63)
a la synthése des acides 4-imino-1,4-dihydropyridine-3-carboxyliques S3 [R': CN;
R" : COOH] qui sont les isosteres (NH isostere de O) et homologues dicarboxyliques
des “monoquinolones” S5, devait nous permettre d'obtenir les composés bicycliques
S3' porteurs d'une bonne potentialité antibactérienne (présence des pdles
pharmacophores des Oxacines: structure acide f-cétonique sous forme d'imine et

fonction énamine).

-Le second obijectif poursuivi avec l'cbtention de I et If, est a visée
thérapeutique. En effet, la swucture S{, dont ils sont les précurseurs,
rappele a l'évidence, (figure 25) le profil "ouvert" (3-aminoprop-Z-enoique)
des quinelones et, 3 un degré moindre, celui de l'acide p-aminobenzoique

{subswrar du schéma biosynthétique des nucléoprotéines bactériennes).



P

Quinoclone
Acide p.aminobenzoique
- I / (P.AB.A)
Figure 25: Parenté structurale de l'archétype S1 avec la structure des quinolones et du
P.A.B.A.

L'analogie de géométrie moléculaire (cf*.notes de bas de pages 53 et 54) de S

(configuration E) et de l'archétype quinolone présentée dans la figure 26, permet

" Calcul des dimensions moléculaires de $1-Sg, aprés minimisation d'énergie
a) Modélisation moléculaire
Les structures S$1-Sg sont construites, en utilisant la banque de données ALCHEMY II (Tripos Associates).
L'enchainement acide 3-aminoprop-2-énoique (motif commun a S1-§Sg) est par exemple réalisé avec les
atomes sulvants:

0O, Co: carbon sp2 (les substituants Me de $3, 83, S5-8g sont construits avec C3:

carbone sp3 et le cycle B des quinolones, avec CAR: carbone aromatique.)

/C?.% 0O7: oxygéne spz.

IC2 0, 073: oxygene sp3.
C NPL3: azote trigonal plan.
e
NPL,

b) Minimisation d'énergie

Le programme informatique ALCHEMY II, calcule les différentes composantes énergétiques (Energie de
liaison, d'angle, ..../cf. formule ci-aprés) pour atteindre le premier minimum du puits dénergie,
correspondant & un état trés proche de la conformation moléculaire la plus stable et par conséquent la plus
probablement adoptée par $1-8g et le modele quinolone, C'est sur ces conformations que nous avons
mesuré les dimensions meléculaires de $1-8g, dont I'énergie totale est calcuwlée comme suit:

l EX cal/mol=Eliaison*Eanele tEorsiontEvdw+tEgap ;

Eljaison

Cette énergie d'élongation de liaison (bond streiching) est fonction de:
di= longueur (A°) de la i2me liaison.

di= longueur {A°) & 'équilibre de cette liaison

Kdi=z constante d'élongation (Kcal/moI.A"z},



d'espérer pour ces nouveaux composés une activité et un mécanisme d'action
antibactérien par inhibition de ' ADN gyrase.

Quinolone

Figure 26: Analogie de géométrie moléculaire de $1 avec la structure quinolone

Eliaison= 3 (dl-di <

Eangle

Cette énergie de déformation des angles de liaisons est fonction de:
6;= Angle constitué par 2 liaisons vicinales (°).

6;= Angle (°) a l'équilibre.

K;= Constante de défermation d'angle (Kcal/mol.°2).

Eangie=

Etorsion
Cette énergie de torsion est fonction de:
wi= Angle de torsion (°).
K= Constante de torsion d'angle (Kcal/mol.°2).
peri= période.
sign (x)=-1 (x<0)

1 (x=20)

N torsion K !
Etorsion= =" (1+sign (perj).cos( perj .wj))

H
1
p—

Evdw

Cette énergie de Van der Waals est fonction de:
Eijz Constante de Van der Waals (Kcal/mol.).
ajj= 13j/ Ri+R;).

rjj= Distance entre les atomes iet] (A°).
Rj=Rayon de Van der Waals du i&me atomes,

N atomes 1.02.0
Evaw= 2 (X Eij [553¢)
1=1 j>i a.f a. -

1]

Enﬂn

Y . 'es -
Cette énergie de déformation hors du plan (out of plane bending)est fonction de:
K= Constante de déformation hors du plan pour I'atome du type (Kcal/mol.).

0

N oop 1{_1
Eoop= Z 5
=1 2d;

1
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Par contre, les distances interatomiques des "sommets” carbonés et azotés
pharmacophores de S3 et du P.A.B.A (figure 27) sont assez dissemblables, mais il
est vrai que les analogues sulfamoyiés (Bactnm®, Baciekod®,...) isosi¢res de cet
acide, sont de remarquables antibactériens (groupe K.E.S,....), par un mécanisme

(inhibition de l'acide folique) fondamentalement différent de celui des quinolones.

A o

R R P.AB.A

Figure 27: Analogie de géométrie moléculaire de S{ avec la structure du P.A.B.A.

2.1.2-Stratégie de synthese

2.1.2.1-Principales voies d'acces a la structure Si
Le squelette S} peut étre obtenu au départ, soit de 3-N-subst.aminobut-2-
enoates d'éthyle I, soit de 3-N-subst.aminobut-2-enenitriles Il comme le montre le

schéma 2.

0
CN CN
| RNH, | | — | H
He, (27) He H
Me Ii‘l Me N Me

' Me | Me
g [11 R 1
NH,OH -NH,
(713) Q (97)
Et
"ﬁ%\
0 Me

Schéma 2: Obtention des esters éthyligues I et nitriles II de l'acide 3-alcoyl(aryl)amino
but-2-énoigue S1i.
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Les dérivés I peuvent €tre obtenus principalement au départ :

-De Tl'acétylacétate d'éthyle [2], selon la méthode de Reynolds et coll.(97),
par action d'une amine primaire, a reflux. D'autres conditions opératoires
(12 h.a température ambiante, présence de quantités catalytiques de

chlorhydrate d'amine correspondant, diode...) ont €galement €t¢ décrites .

-Du 3-aminobut-2-&noate d'éthyle.[1], formé par amination a chaud des
dérivés [2](73) qu'il suffit de monosubstituer a l'ordre d'une amine

primaire .

Par contre, les nitriles II sont obtenus directement, selon Dedina et coll.(27) a
partir du 3-aminocrotononiirile par simple substitution nucléophile du C sp2, (porteur
du groupement NH? partant) au moyen d'une amine primaire (2 la fois réactif et

solvant), maintenue a reflux.

2.1.2.2-Choix des méthodes retenues
Nous avons utilis€ la méthode de Reynolds et Hauser (97), pour synthétiser les
produits [5-f en raison de sa facilité de mise en oeuvre et des excellents rendements
qu'elle donne et celle de Dedina et coll.(27) pour obtenir les produits Ilg-d. Les
¢tudes mathématiques et spectroscopiques approfondies (effet NOE: Nuclear
Overhauser Effects) sur ce genre de molécules prouvent que les produits 11

(R:Et,n.Pr.,Bz) obtenus sont exclusivement des isomeres géométriques de type E.

Pour obtenir les acides correspondants S, nous avons essayé sans succes
plusieurs méthodes d'hydrolyse, notamment:
-par action d'une solution d'’hydroxyde de sodium ou de potassium, & des
concentrations vari€es (10%,20%,30%,50%) et dans des conditions
opératoires treés différentes (a reflux, durant 12 h.a 96 h.).

-par acidolyse au moyen d'un large exces d'acide acétique, en milieu
chlorhydrique concentré, a reflux durant plusieurs heures (transfert du
groupement éthoxy de I5-f sur AcOH, avec formation de AcOE?).



Selon les conditions Opératoires mises €n oeuvre, nous observons:
-501t une absence de réaction de transformation des esters I et des nitriles If en
acides attendus.
-soit la dégradation (schéma 3) de I'imine correspondant a { et I en amine
primaire et composés 3-cétonique ayant subi (X: COOEt) partiellement ou non

le "dédoublement” basique ou acide (shéma 4).

X
!
Ho e R-NH,+
Pf (H' ou HO") O Me
R R
Enamine Imine
AN J

I(X: COOEy II (X:CN)
Schéma 3 : Mécanisme de dégradation de I et Il en milieu basique ou acide.

-En milieu basique (Ex: Hydroxyde de potassium)

CH3-CO§-cI?H-C0§oc2H5 +2KOH —— CH;-COOK + R'-CH,-COOK + C,HsOH
PR

-En milieu acide

- C,H;0H
CHy-CO-CH-CO-OC,Hs + Hy0  ——— CHy-CO-CH-COOH

R’ R

CH3=CO- CHZ—R'+ COz

Schéma 4 : Dédoublement des esters §-cétoniques (acétylacétate d'éthyle; R’:H)
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2.1.3-Plan de synthese

Les produits Ig-f sont obtenus a partir de l'acétylacétate d'éthyle et de deux
équivalents d'une amine primaire, au sein du benzene, a reflux et en présence de
quantités catalytiques d'acide acétique. La quantité d'eau, recueillie dans le séparateur
de Dean et Stark (azéotrope avec le benzeéne), est un indicateur du déroulement de la
réaction. Nous avois €liminé les solvants, puis purifi€ les produits obtenus par simple
rectification sous pression réduite. '

Les produits [I5-d sont obtenus en adaptant la méthode de Dedina et coll. (27). Le
3-aminocrotononitrile est mis en suspension dans un large exces de l'amine
correspondante puis ce mélange réactionnel est porté a reflux jusqu'a arrét du
dégagement gazeux de NH3 obtenu apres un chauffage de 2 h.. Les produits finaux
précipitent par simple refroidissement: ils sont ensuite essorés, lavés a 1'éther de
pétrole et enfin recristallisés dans 1'éthanol a 95°. Les rendements obtenus varient de
90% pour les substituants alicycliques, (traduisant la forte nucléophilie des
cycloalcoylamines) a environ 50% pour les substituants aromatiques, en raison de la
faible disponibilité du doublet de 1'azote (mobilisé par la mésomérie) des arylamines.

Le schéma 5 précise le mécanisme réactionnel des méthodes retenues.

Synthese de I:

Et00C

EtOOC
Et00C Benzéne/AcOH glacial
’ ‘NHR Dean et Stark . .
A H
~
Me 0 Me HO

OH Me II‘I
1@ R
Synthese de II: la-f
NC NC
Sans solvant
|, R - |
H A H
~ ~
Me II\I "NH; Me IT
H R
Ha-d

Schéma 5 : Plan de synthese des dérivés I et 1



2.1.4-Composés obtenus

Nous avens obtenu 6 esters I et 4 nitriles I, répondant aux structures précisées
dans les rableaux XIT et XIII.

I OF
H‘T Me
R I
Tableau X1I
N° R Rdt% Méthode de Caracteristiques
synthese physico-chimiques
Ia H 94 cf.p.112 cf.p.112
Iv Et 77 " cf.p.113
Ic n.Bu 99 " )
Id c.Pr 99 " cf.p.114
Ie c.Hex 82 " "
Ir 4FPh 88 " cfp.115
CN
|
HIT Me
R I
Tableau XIII
N° R Rdt% Méthode de Caractéristiques
synthese physico-chimiques
1P c.Pr 98 cf.p.116 cf.p.116
1ip c.Hex 89 " cf.p.117
1ic Bz 70 " !
1d 4-F Ph 53 " cf.p.118
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2.2-SYNTHESE DES N-ALCOYL(CYCLOALCOYL,ARALCOYL,
ARYL)AMINOMETHYLENECYANOACETATES D'ETHYLE [lla.p
ET DES N-ALCOYL(CYCLOALCOYL,ARALCOYL,
ARYL)AMINOMETHYLENEMALONONITRILES IVa.e

2.2.1-Objectifs pharmacochimiques

L'intérét de synthétiser (schéma 6) les esters I (X: COOQELY) et nitriles IV (X:
CN), respectivement homologues f3-cyanés des énamines I et IT , procéde de leur rdle
de précurseurs des dérivés N-substitués des acides:
¢ 2-N-subst.aminométhylénepropane-1,3-diciques : S2
¢ 1-N-subst.dicarboxyliques : S3" (produit d’hydrolyse de la cétimine
a-cyanée S3 envisagée précédemment / cf. p. 52)

O OH
X CN S
H H
\T \T ﬁ?H CI)H
) R NC | K
I (X: COOE) ; ‘ o
IV (X:CN) OH o o
/ Me N
X |
R g
CH;COCH,COOEt
puis cyclis.et hydrolyse N

(2) lll

Schéma 6 : Filiation des aminométhylenecyanoacétates d'éthyle III et malononitriles
IV aux analogues ouverts $2 des "monoquinolones” S3*.

Les structures S2, S3 et S3" présentent une géométrie moléculaire, apres
minimisation, tout a fait superposable a celle des quinolones (figure 28), notamment,
en ce qui concerne les distances interatomiques, impliquant le carbonyle C4=0 (ou

cétimine) créé dans ces structures.
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Distance 52 S3 S3n Quineclones
interatomigque
Ni-C3 2,367 2,340 2.309 2355 A
N}-Cy 3,526 3.526 3,528 3561 A
N1-C4 2775 2.643 2,628 2732 A
C4-Cy' 2,425 2381 2387 2361 A

Nous avons visualisé, ci-aprés, les structures $2, 83, et 83" et le modele

quinolone dans leur conformation correspondant au minimum énergétique.

Gl o

| Energie (Kcal/mol.) | { Energie (Kcal/mol.) |
E.totale: 9.2 E.totale; 28.2
Eliaison: 0.9; Eanglei 46 Eliaison: 3,5: Eangle: 1.6
Etorsion: 0.5; Egop: 0.0; Eydw: 3.3 Etorsion: 18.1: Egop: 0.0; Evdw: 4.9

tyde o 24T
H u
O/
>
; ' ﬁ\;‘
Mee 247 e X
Rk S
R'
| Energie (Kcal/mol.) | { Energie (Kcal/mol.) }
E. totale: 8.8 E.totale: 4.0
Eliaison: 1.1; Ean(%lei 1,8 Eliaison: 0.5 Eanglei 1.4
Etorsion: 0.0 Eoop: 0.0; Evdw: 5,8 Etorsion: 0,0; Eoop: 0.0; Evdw: 2,1

Figure 28: Géométrie moléculaire de S2, S3 et S3"

De telles analogies structurales de S2, S3 et S3 avec l'archétype quinolone,

permettent d'espérer, pour ces nouveaux dérivés, une potentialité antibactérienne.
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2.2.2-Stratégie de syntheése des précurseurs de S2

La stratégie de synthése pour accéder a 82 et §3" au départ de III ou IV, bien
qu'apparamment aisée, n'a pu étre menée a bien.

L'obtention des dérivés S (schéma 7) procede dune réaction d'hydrolyse
affectant, soit la fonction ester de Il soit la fonction nitrile de IV. Quelques soient
les conditions opératoires mises en oeuvres (pH, température, temps réactionnel),
nous n'avons pu obtenir les diacides-1,3 (S2) dont, bien entendu, nous connaissions

le caractere générique d'instabilité (décarboxylation avec formation du monoacide

correspondant).
O 0
X CN
i Hydrolyse HO l OH
H\I!\I H—p
]
!
R R
HI (X:COQOEy
IV X CN) ’

Schéma 7: Obtention de 872

-Le schéma de synthése des composés peut Etre dérivé de la réaction d'Agul (2),
appliquée aux réactants I et IV (schéma §).

EtO0C X CN E00C X CN
o [6))
o
EAN
Me OH II\I Me II\I
R R
I (X: COOE) 1
IV X:CN)y
X: COOEt, CN
Y 0
EtOOC CN HOOC OOH
G)
Cyclis. ! I H l i
B amaanan
Me T Me 1}\1
R R
3 R
(5
Y. O, NH A
Q 3 3
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La méthode consiste a condenser III ou IV avec un ester B-cétonique
(Acétylacétate d'éthyle sous forme énoligue) pour obtenir l'ester a-éihylénique -
cyané ou ¢thyloxycarbonylé 1. La cyclisation intramoléculaire thermique de ce dernier
conduit respectivement avec X : COOEt par élimination, (-EtOH) au dérivé céio (Y O)
ou avec X : CN par addition de Mickaé€l, au dérivé cétimine (Y : NH) de la 1,4~
dihydropyridine 2. L'hydrolyse acide de 2 conduit au diacide S3" attendu.

Nous avons essay€, en vain, de mettre en oeuvre le protocole précédent (2) au
départ de [1la-g et de [Va-e. En effet :

-d'une part, la faible réactivité¢ des poles amines secondaires (R: n.Bu, c¢.Pr,
c.Hex,.....) de Il et IV, favorise 1'équilibre tautomérique avec la forme imine
générant un mélange d'isomeres géométriques £ et £.(schéma 9).

H
= CN

H
X CN X z

I

NS T () F AN
|

CN X

N
* ()
R R

Il oulVv isomere £ isomere Z

Schéma 9: Tautomeérie enamine-imine des dérivés Il et IV.

-d'autre part les conditions opératoires drastiques de la cyclisation intramoléculaire
de 1 en 2, nécessitent un chauffage a 200-230 °C, durant 3-4 h., au sein du Dowtherm
ou encore une température moins élevée 90-100 °C, durant 1-2 h. en présence de
catalyseurs (Acide polyphosphorique: P205/H3PO4, ou ses esters; chlorure de
phosphoryle: POCI3,...) (86). Nous avons précédemment indiqué que de telles
conditions sont susceptibles d'engendrer une décomposition des intermédiaires 2

formés.

Compte-tenu des difficultés rencontrées, nous développerons ci-apres uniquement

la chimie (voies d'acces, composés obtenus) des produits III et I'V.
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2.2.3-Synthese des esters III et nitriles IV

2.2.3.1-Principales voies d'acces
Les composés III et IV peuvent &ire obtenus respectivement au départ du
cyanoacetate d'éthyle et du dinitrile malonique, vig les intermédiaires éthoxy et

aminométhyléniques (schéma 10).

X CN
cN  CH(OEf)

AN —

(24) A
EtQ
(93)
?h X CN
X CN + N B '
H\N/ (93) H\I;\I
! !

I (X: COOEy)
V IV (X:CN)

DMF
N dimé thylacctal \'//

B .
Me
AN
N

|

Me

Schéma 10: Principales voies d'acces aux esters I et nitriles IV.

2.2.3.2-Choix des méthodes retenues.

Nous avons choisi d'effectuer la syntheése des N-alcoyl(cycloalcoyl,aralcoyl, aryl)
aminomeéthyleénecyanoacétates d'éthyle.lla-g. et des N-alcoyl(cycloalcoyl, aralcoyl,
aryl)aminométhylénemalononitriles IVg.e.en utilisant la méthode de Price et
coll.(93). Deux raisons ont dicté notre choix :

-d'une part, la disponibilité commerciale de produits éthoxyméthyléniques :
2-cyano-3-éthoxyacrylate d'éthyle qui donne mnaissance a III
et éthoxyméthylenemalonate de diéthyle qui donne naissance a IV.

-d'autre part, les bons rendements que cette méthode nous a donnés (50-99 %
pour les 7 dérivés I et 40-70 % pour les 7 dénvés IV).

Le mécanisme réactionnel de cette étape est figuré dans le schéma 11.



X:CN.COOEt X:CN 111

X:CO0E: 1LY
Schéma 11: Mécanisme de 1a réaction donnani naissance a Il et IV,

2.2.4-Composés obtenus

Nous avons obtenu les produits I et IV ci-apres (Tableau X1V et XV),

R
Tableau X1V
N° R Rdt% Méthode de Caractéristiques
synthése physico-chimiques

JIIEY n.Bu 99 cf.p.118 ct.p.119
Iilp c.Pr 50 ! )

JUI PR c.Hex 72 ! cf.p.120

g Bz 61 ! cf.p.121

e 4-F Ph 78 " "

IIIf 2-Me,4-HOPh 63 " "

.I.llg 1-Napht. 76 ) cf.p.123

NC CN
HT
R 1V
Tableau XV
N° R Rdt% Meéthode de Caractéristiques
. synthése physico-chimiques

1V, n.Bu 53 cf.p.123 ct.p.124
IVp c.Hex 64 " !
Ve Bz 68 ! cf.p.125
IVa 4-F Ph 40 ) )

Ve 3-Me Ph 57 cfn 126
Eheramai,
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2.3-SYNTHESE DE :
5-N-CYCLOHEXYLAMINO-2,4-DICYANOHEXA -
2,4-DIENCATE D'ETHYLE ]a,ib

7-N,N-DIMETHY LAMINO-5-N-CYCLOHEXYLAMINQO-
2,4-DICYANOHEPTA-2,4,6-TRIENOATE D'ETHYLE 2

I-N-CYCLOHEXYL-6-N,N-DIMETHYLAMINOVINYL-
2-0X0-1,2-DIHYDROPYRIDINE-3,5-DICARBONITRILE 3

I1-N-CYCLOHEXYL-2-0X0-5-HYDROXY-1,2-DIHYDRO-
1,6-NAPHTYRIDINE-3-CARBONITRILE 4

ACIDE I1-N-CYCLOHEXYL-2-OX0-5-HYDROXY -
1,2-DIHYDRO-1,6-NAPHTYRIDINE-3-CARBOXYLIQUE S
5-AMINO-2,4-DICYANOHEXA-2,4-DIENOATE D'ETHYLE ¢

2-AMINQ-5-CYANO-6-METHYLPYRIDINE-3-CARBOXYLATE
D'ETHYLE 7

2.3.1-Objectifs pharmacochimiques

L'obtention des dérivés 1 a 7 procede d'une déviation réactionnelle du mécanisme
décrit en 1976 par Kuthan et coll.(62,63) pour obtenir, apres hydrolyse de l'ester
intermédiairement formé, la 1,4-dihydropyridine S2 (schéma 12)

NH
R R"
(62, 63} ‘ !
Xy
NC NC COOEt R
| e
/H
M N
° 1]2 E0 H R: ¢.Hex (Ib) 1as
R:H
II =06 . 1

Schéma 12: Produits (1-7) réellement formés par la réaction de Kuthan

Comme nous I’avons précisé antérieurement (cf. p.52), l'intérét pharmacochimique
de la structure S3 réside dans sa position d'intermédiaire clé des méthodes d'obtention
de S3', 83 et 83 (figure 29), homologues des “monoquinoclones” S5, avec

lesquelles ils présentent une analogie géomémque =t structurale.
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Figure 29: Produits de condensation $3' ou d'hydrolyse S3" et S3'* envisagés a
partir de 83

7 ;l

Cette similitude de S3 et de ses dérivés immédiats (S3'-S3"*) avec l'archétype

quinolone (mono ou polycyclique) laissait présager, pour ces composés, une
potentialité d'inhibition de 'ADN gyrase.

2.3.2-Stratégie de synthese de S3

2.3.2.1-Obtention du 5-N-cyclohexylamino-2,4-dicyanohexa-2,4-
diénoate d’éthyle § au lieu de la dihydropyridimine S3 attendue
La méthode de Kuthan et coll.(62,63), que nous avons mise €n OCUVIE,
consiste a condenser durant 4 h. le 2-éthoxyméthylenecyanoacétate d'éthyle (EMCAE)
avec un 3-N-alcoyl(cycloalcoyl,aryl) aminobut-2-¢nenitrile (II), au sein du benzene a
reflux, additionné de quelques gouttes d'acide acétique. Dans ces conditions, ces

auteurs affirment avoir obtenu les esters de l'acide S3 rapportés dans le tableau XVI.

Tableau XVI: Esters de l'acide S3 (RZ:H) obtenus par Kuthan et coll.(62,63)

NH 2
NC COOR
Me T
Rl
N° Rl RZ F°C Rdt% RMN IH(ppm)
C=CH(s) NH(m)
a c.Hex Me 191-192 31 7.89 6,90
b c.Hex Et 163-165 51 7.90 6.80
c Bz Me ND ND 8,04 §,84
d . Bz Et ND ND ND ND
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Nous avons scrupuleusement suivi ce mode opératoire et obtenu, au départ du 2-
N-cyclohexylarminobut-2-¢nenitrile (Ip), un dénvé aliphatique 1y (schéma 13) et non

le cycle 1,4-dihydropyridinique attendu.
EiOOC CN
\r/ H
EMCAE ! ek oN
//\/J 4
EtO \ N I

1COOEt
Benzéne/AcOH

l

4 h./Rfix
H~ Me
H (2Z,4E)
b la

Schéma 13: Dérivé 1a réellement formé par la réaction de Kuthan

Les spectres RMN de 14, (effectués par Heckendorn des laboratoires Ciba-Geigy
AG que nous remercions trés vivement), montrent sans ambiguité que la structure
assignée par Kuthan au produit N° b, présenté dans le tableau XVI, ne correspond pas
a la réalité.

En effet, dans le spectre RMN 1H (500 MHz/CDCI3) de 1g, nous observons un
doublet a 6,65-6,75 ppm (j=8 Hz) qui se transforme en un singulet (6,70 ppm) quand
on irradie a 3,6 ppm. Ceci est en faveur d'une structure acyclique dans laquelle le
groupement -NH est couplé avec l'atome d'hydrogene fixé sur le carbone nucléaire
adjacent au noyau cyclohexanique. D'autre part, le spectre RMN 13¢ (cpC13)
confirme que 1l est effectivement porteur de deux groupements nitrile.(cf. partie

expérimentale / p.126).

Des travaux, récemment publiés par Cocco et coll.(21,22), sont en faveur de cette
proposition. Le schéma 14 qui rapporte cette recherche, montre que le produit 1 a subi

l'arrachement de 1'atome d'hydrogéne géminé au groupement X et que le produit 2

résultant donne naissance, par cyclisation intramoléculaire, aux pyridines
fonctionnalisées 3, 4, S et 6.



EiOOC CN
X H X '
I EMCAE l H
EtOH
H H
1 2
X COOEt
3
Solvant
2 >
A o
Y N NH,
3
X COOH X CN X CN
E &) AN AN N
2 {0 N
: . o]
s
Y N NH, Y I'\I o NH, N o
X:COOEt,CN 4 5 ¥ 6 /Lr

Y:OEt.NH,.n.BuNH.......

Schéma 14: Obtention de I'intermédiaire acyclique 2 dans le plan de synthese des
pyridines fonctionnalisées 3-6 .(21,22)

L'isomere géométrique 1p a été obtenu par simple reflux de 1 avec la 1-(2,2-
diéthoxyéthyl)pipéridine au sein du DMF. Nous indiquons dans le rableau XVII les
caractéristiques physico-chimiques différentielles des produits C1gH21N30O).
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Tableau XVII: Comparaison des propriétés des produits C16H21N307 obtenus par
Kuthan (62,63) et nous-mémes.

Kuthan 1, 1p
Etat - CTIStaux roses poudre jaune
F°(C) 163-165 179 115
205(100%);133(34%),3  205(100%),133(60,7%);41(43%);
SM 5(28%);160(23%);159  55(30%);160(18,5);79(18,5%);
(abond.rel. %) (15%);132(15%); 67(18,5%);105(14,6%);177(11,5%);117(
Mr:287 54(13%);82(12%); 7%);281(5,4%);
281(3%) 90(5,4%);272(3%):258(3%)

En conclusion, il apparait évident que le produit décrit par Kuthan ne correspond
pas a la structure cyclique S3 (sous forme d'ester éthylique).

Apres avoir ainsi confirmé la structure de 1a, nous nous sommes attachés a définir
sa stéréochimie. Le 5-N-cyclohexylamino-2,4-dicyanohexa-2,4-diénoate d'éthylel
peut , en effet, adopter quatre configurations selon la disposition relative des
substituants éthyléniques (figure 30).

H NG COOE!
|
NC 2~ CN j/ CN
3

JCOOEL | /lJ\ .
I Jg

(2Z,4Z)

EtOOC CN

EtO0C CN |

y " CN
f, ] T
H\N Me H~ N

(2F 4E) (2E,4Z)
Figure 30: Les stéréo-1someres du 5-N-cyclohexylammo-2,4-
dicyanohexa-2,4-diénoate d'éthyle.
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Le RMN (1H et 13C) ne permet pas d’assigner d’emblée une configuration au
compos¢ 1 obtenu, nous proposons, pour ce dernier, la configuration (2Z,4F) pour
les raisons suivantes :

¢ les configurations cis : (2Z2.4F; 2E 4F) sont thérmodinamiquement
favoris€es car clles présentent des interactions électroniques et stériques entre les
groupemenis COOEt1)/CN4) ou CN(2)/CN4) moins fortes que dans les stéréo-
isomeres trans (22,472, 2EAZ).

¢ le choix parmi les 2 configurations précédentes de la structure (27,4F)
attribué a 15 procede, tout d’abord, de la stabilité de cette configuration apportée par
une liaison hydrogene entre 1’amine et I'ester voisin. D’autre part, la cyclisation
intramoléculaire de 1y en o-pyridone 3 (cf. schéma 15,p.72) est sans conteste en

faveur de cette proposition.

(Quant au stéréo-isomere 1p, nous proposons en premiere analyse de lui assigner

la configuration (2Z,42) résultant d’une rotation autour de la liaison C3-C4.

2.3.2.2-Valorisation de 1 : Syntheése de [’acide 1-N-cyclo-
hexyl-2-0x0-5-hydroxy-1,2-dihydro-1,6-
naphtyridine-3-carboxylique S

Ce composé 3 (figure 31) est I’isomere en série 2-pyridone des qui

198 % t5t LaR 1 4

structure 1,6-naphtyridine, dont Strehlke (114) a mis en évidence l'intéressante
activité antimicrobienne (CMI: 6,3 mg/l / E.coli, P.vulgaris, K pneumoniae).
Rappelons que la série 1,8-naphtyridine a donné a la thérapeutique 1’acide nalidixique
B (Negram®), chef de file des quinolones.

~COOH

Pyrido{3.4 e]pyridin-2-one Pyrido[3.2 e]pyridin-2-one Pyrido[3.2 e]pyridin-2-one

Figure 31 : Analogie structurale de § avec les quinolones de structure naphtyridine.

Ce composé est obtenu selon le plan de synthése préseni€ dans le schéma 15 ci-
apres.




| b

FEOT TN N || e o N vE
|
~N

—®  COOEt l
Me H\IIV Me

i, 1, (22 ,4E) 4

' ICI) (;)H ~
N~ N N N, “Xnu
DMF_ |° ;k/ AOH_ é ! e T J\ A
DME_ | | ! e
A O%\N /\N/Me /HBr N /\T/ (///\N/

4

Schéma 15 : Plan de synthese de ’acide 1-N-cyclohexyl-2-oxo-5-hydroxy-1,2-
dihydro-1,6-naphtyridine-3-carboxylique §, au départ de 14.
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2.3.2.21-Synthese de 7-N,N-diméthylamino-5-N-cyclohexylamino-
2,4-dicyanohepta-2,4,6-trienoate d'éthyle 2

La réactivité du groupement méthyle de Iz est mise a profit pour une condensation
avec la 1,1-diméthoxytriméhylamine au sein du DMF a reflux. Le produit
diméthylaminovinylique Z est obtenu avec un rendement de 62%. Les spectres de
RMN 1H, de 13C, d'IR et I'analyse ¢lémentaire sont en faveur de la structure
avancée.

2.3.2.22-Synthese de I-N-cyclohexyl-6-N,N-diméthylaminovinyl-2-

oxo-1,2-dihydropyridine-3,5-dicarbonitrile 3

Le simple chauffage 4 reflux d'une suspension du produit 2, dans le DMF pendant
1 h., engendre la cyclisation intramoléculaire qui conduit au produit 3 avec un
rendement de 49%. La formation de ce cycle pyridin-2-one ne peut se concevoir qu’au
départ d’une configuration (2Z, 4E) du produit de départ 13 ce qui confirme notre
interprétation précédente.

2.3.2.23-Synthese de I-N-cyclohexyl-2-0x0-5-hydroxy-1,2-dihydro-

1,6-naphtyridine-3-carbonitrile 4

En mettant en oeuvre la méthode de cyclisation des enamines de Baldwin et
coll.(67°,68”), par chauffage a 60°C de J avec un mélange d’acide acétique et d'acide
bromhydrique, nous avons obtenu le produit bicyclique 4, avec un rendement de

TFQOL,
1770,

2.3.2.24-Synthese de [’'acide I-N-cyclohexyl-2-0x0-5-hydroxy-1,2-
dihydro-1,6-naphtyridine-3-carboxylique 5

L’hydrolyse du nitrile 4, par reflux au sein d’une solution d'hydroxyde de

potassium puis acidification a pH:7 a l'aide d'acide chlorhydrique, fournit I’acide §

correspondant avec un rendement de 77% .

2.3.2.3-Synthese d’amalogues non substitués de 1 :
Obtention de 5-amino-2,4-dicyanohexa-2,4-diénoate d’éthyle 3
Obtention de 2-amino-5-cyano-6-méthylpyridine-3-carboxylate
d'éthyle 71

La condensation du 3-aminocrotononitrile avec 'EMCAE dans des conditions
opératoires voisines de celles qui nous ont permis d'obtenir 15, devait nous permettre
d'accéder a l'analogue non substitué de ce dernier (schéma 16). L'absence de
substituant (c.Hex.) sur le pdle aminé et le protocole utilisé conduisent au stéréo-
isomere § (2E,4E). Pour justifier la structure inattendue de ce dérivé, nous avons
réalisé€ sa cyclisation intramoléculaire en 2-aminonicotinate d'éthyle 7. La présence
d'un singulet (6: 8,25 ppm) et le déplacement chimique de NH?2 (&: 7,95 ppm)

confirment la structure pyridinique proposée.
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EMCAE
4h. a reflx/ Benzeéne
Protocole de Kuthan
(62,63) L (2Z 4E)

H
E0OC_ o PO~ CN
/U\ EMCAE R | l
22 h. 2 50°C/ Ethanol ~ C 20 min. 2 reflx
H~—y Protocole Cocco (Hl NN OMe / DMSO / N Me
| Y e Ny D ) \J
6 (2E,4E) (R: H) n
H CN : E100C ' CN
EMCAE + Et;N ~
l 72 h. & 25°C/ Ethanol absolu I
H\T Me N, ONT M
" H
Z

Schéma 16: Obtention de 1'isomere § (2E,4E) de 1 avec R: H, qui par cyclisation
intramoléculaire conduit au dihydronicotinate d’éthyle 7.

Ce plan de synthese du 2-amino-5-cyano-6-méthylpyridine-3-carboxylate d'éthyle
7 présente les 2 voies d'acces que nous avons mises en oeuvre pour obtenir 7 dont les

rendements sont respectivement de 30% (via l'intermédiaire 6) et de 8% directement au
départ de I (R:H).
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2.3.3-Composés obtenus

Nous avons rassemblé dans le tableau XVIII, les principales données
(formules/schémas 15-p.72 et 16-p.74) des produits 1-7 obtenus.

Tableau X VI

N°© Formule Rdt% Méthode de Caracteristiques
synthése physico-chimiques
1a ct.p.72 63 ct.p.126 ct.p.127
1b cf.p.129 57 cf.p.128 cf.p.129
2 cf.p.72 62 cf.p.129 cf.p.130
3 cf.p.72 49 cf.p.131 cf.p.132
4 cf.p.72 79 cf.p.134 cf.p.134
3 cf.p.72 77 cf.p.135 cf.p.135
[ cf.p.72 56 cf.p.136 cf.p.136
7 cf.p.72 30 cf.p.137 cf.p.137

2.4-SYNTHESE DES :
N,N-DIMETHYLAMINOMETHYLENEACYLACETATES
D'ETHYLE §,9,10

N-CYCLOALCOYL(ARALCOYL,ARYL)AMINOMETHYLE-
NEACYLACETATES D'ETHYLE Yg.v

ET DES ACIDES N-(4-FLUOROPHENYL) AMINOMETHYL-
ENEACYLACETIQUES 1letl12

2.4.1-Objectif pharmacochimique.

Les acides 11,12 et les esters § - 12 et Va.v répondent (ou dérivent de) a la

structure générale S4 (figure 32) dont 'intérét pharmacochimique est double.

|
Z ' OH Z: Me, Ph, 4-O7N Ph
R: ¢.Pr, c.Hex, Bz, 4-F Ph, 4-1.Bu Ph,
H-
1?1 2-0H 4-Me Ph, .....
R

Figure 32 : Structure S4
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En effet, 1a potentialité antibiotique de la structure S4 est inscrite dans le squelette
aminométhyleneacylacétique notamment par la présence :
-de l'enchainement fonctionnel f-dicarbonylé, vecteur d'une
activité antibactérienne.

-du profil "quinolone ouverte" (open-drug).

2.4.11-Enchainement fonctionnel [B-dicarbonylé : ester ou acide
-cétonique '

L activité antibactérienne de composés bifonctionnels de ce type (esters
acétylacétiques) a été€ démontrée dans notre laboratoire (11%) a I'égard des germes a
Gram-négatif (S.aureus,.....), des bacilles acido-alcoolo résistants (B.a.a.r:
M .tuberculosis, souches H37Rv et B.C.G.....) et de certaines de leurs hydrazidones
(112) utilisées en thérapeutique. Le fondement de cette recherche est la création d'un
pouvolr antagoniste (inhibition de la respiration bactérienne) par modification
structurale du motif "salicylique” qui augmente considérablement la consommation
d'oxygene des B.a.a.r (figure 33).

®coon 0?OOR'
o 9CH 0O
CH:&O H/C \f
1B B
\KCH u? CH
R
Forme oxo de l'acide salicylique (R: H) Esters acétylacétiques R": C5 (5
du P.A.S® (R: NH2),.... isomeres); C6 (17 isomeéres); ....

Figure 33 : Analogie structurale: agoniste (effet salicylique);
antagoniste (ester 3-cétonique)

2.4.12-Profil "quinolone ocuverte"

L'analogie de géométrie moléculaire des quinolones, avec la structure qui est
acceptable lorsque le substituant Z est du type CH3 (S41), devient moins bonne
lorsque Z est un cycle benzénique (S42 et S43). En effet, la distance interatomique
(d) entre I'atome d'azote et 1'atome de carbone vicinal (commun aux cycles A et B en
série quinolone) est assez dissemblable: dquinolone = 1,353 A; ds4q2 = 2,412 A;
dS43 = 2,670 A. La figure 34 précise la géométrie de ces analogues ouverts de
“monogquinolones” (dS5 = 1,307 A).
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| Energie (Kcal/mol.) | | Energie (Kcal/mol.) | | Energie (Kcal/mol.) |
E.totale: 7.6 E.totale: 16.6 E.totale: 10.6
Eliaison: 0.6; Eangle: 3,7 Eliaison: 3.1; Eangle: 3,5  Eliaison: 0,6; Eangle: 3,1
Etorsion:0.0; Eoop: 0,0;  Etorsion: 4.8; Eoop: 0.0;  Etorsion: 4.4; Eoop: 0,1;
Evdwl 3,3 Evdwi 5,2 Evdwi 2.5

{ _Energie (Kcal/mol.) | {__Energie (Kcal/mol.) |
E.totale: 4.0 E.totale: 5.2
Eliaison: 0,5; Eangle: 1.4 Eliaison: 0,5; Eangle: 0,8
Etorsion: 0,0; Eoop: O,g; Evdw: 2,1 Etorsion: 0,0; Eoop: 0,0; Evdw: 3,8

Figure 34: La géométrie des analogues ouverts de “monoquinolones”
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2.4.2-Stratégie de symthese

2.4.2.1-Principales voies d'acces a la structure S4
La structure acide a-&énamino-f-cétonique S4 peut étre construite par deux voies de

synthese { A et B ) présentées dans le schéma 17.

X:HF
Y:NH,,NHR,SR.Ph,..

CH(OEY),

Schéma 17: Voies d'accés a la structure générale S4

Les ¢&naminones 2, résultant de l'action (voie A) du diméthylformamide
diméthylacétal (DMF diméthylacétal) sur un acylacétate d'éthyle 1, constituent, depuis
les travaux de Breaux (14) et de Menozzi (69) en 1987, les produits intermédiaires de
la syntheése en une ou deux étapes d'hété€rocycles azot€s hexa- ou penta-atomiques
particulierement intéressants. En effet, l'intermédiaire 2 (Z: Ph, 4-F Ph), condensé
avec une amidine HP)N(NH)C:Y, au sein de 1'éthanol a reflux (14), fournit les
pyrimidines 3 alors que traité par la phénylhydrazine (69). il condnit aux pyrazole-4-
carboxylates d'alcoyle (Me, Et) -1,5-disubstitués 4. La mise a profit du caractere
nucléofuge (7,120) du groupement N,N-diméthylamino de 2 nous permet d'accéder

aux esters N-monosubstitués V dont 'hydrolyse donne naissance aux acides
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Signalons que les esters V peuvent également étre obtenus (voie B) par substitution
nucléophile du Csp? du dérivé éthoxyméthyienique 5, Iui méme formé par
condensation de l'acylacétate d'éthyle 1 avec le triéthoxyméthane, au sein de
J'anhydride acétique a reflux (20).

2.4.2.2-Choix des méthodes retenues ef plan de synthese

Nous avons choisi de réaliser la synthese des N,N-
diméthylaminométhylencacylacéates d'éthyle 2 (schéma 18) en mettant en oeuvre les
méthodes de Menozzi (69) et de Breaux (14), compte-tenu des excellents rendements
qu'elles fournissent . Ainsi, les énaminones §, 9, 1{ sont obtenues en opposant
I'acylacétate d'éthyle correspondant (Z: Me, Ph, 4-O2N Ph) 2 un exces de 1,1-
diméthoxytriméthylamine au sein du benzene. Les produits obtenus avec un
rendement voisin de 90 % sont présentés dans le tableau XIX .(p. 80)

O 0 0 0 O 0
Benzeéne RNH,
OEt OEt 2 OFt
Z ) A Z J A JEtOH abs. Z i
i 2 V
Me Z:Me 3 A

MeORy, . M SN ‘) Z:Ph 9 H~n

MeO™ T Y Me I 7:4-0,N Ph 10 |

H Me RNH?_ R

/" Z:MePh4-O,N Ph

NaOH
0 0 A

Z:Me R:4-FPh 11
Z:4-O,NPh R4-FPh 12

Schéma 18: Plan de synthése des produits §, 9, 10, 11, 12 et Vg.v

Les N-cycloalcoyl(aralcoyl,aryl)aminométhyleneacylacétates d'éthyle Vg.y ont été
obtenus en adaptant la méthode de Balogh et coll.(7), proposée par ces auteurs pour la
synthese de 1,6-naphtyridine. C'est ainsi, qu'en chauffant & reflux durant 15 h. au
sein de 'alcool absolu les dérivés diméthylaming 8.9 et 10 avec une amine primaire,
nous obtenons les produits ¥a.v attendus avec des rendements variant entre :

| o 52 et 85% pour Z : Me (Tableau XX -p. 80)
¢ 40 et 97% pour Z : Ph (Tableau XXI -p. 80)

TR L DQOT R A -~
W 0L FOT0 })UL—U b Y YA

Lo T Z2e N A A2 T2 0 SN T AN
i (Tubledw XXIT -p. 815
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Les acides N-(4-fluorophényl)aminométhyléneacylacétique 11 et 12 (Tableau
XXIIT) sont obtenus par saponification des esters Y (N-4-fluorophénylaminométhy-
leneacétylacétate d'éthyle) et Vy (N-4-fluorophénylaminométhyléne-4-nitrobenzoyl-
acétate d'éthyle) correspondants. Par contre, nous avons raité de la méme maniére les
autres esters mais, malheureusement, sans obtenir les acides correspondants qui sont

instables et non isolables, ce qui est habituel avec les acides B-cétonigues.

2.4.3-Composés obtenus

Nous avons rassemblé dans les rableaux XIX a XXIII les dérivés synthétisés.

0 O
Z I OEt
N
Me I
Me M
Tableau XIX
N° Z Rdt% Méthode de Caractéristiques
synthese physico-chimiques
8 Me 9% cf.p.133 ct.p.138
9 Ph 92 ) .
10 4-02N Ph 82 " cf.p.139
0 O
Z , OEt
)
R Y
Tableau XX
N° R Z Rdt% Meéthode de Caracteristiques
_ synthese physico-chimiques
Va c.Pr Me 76 ct.p.140 cf.p.140
Y c.Hex Me 85 ! cf.p.141
Y Bz Me 80 " !
Vd 4-F Ph Me 63 ! cf.p.142
A% 4-t.Bu Ph Me 52 ! cf.p.143
Vf 2-HO4-MePh  Me 80 "
Vg 2-Me4-HOPh Me 73 ! cf.p.144

Vh 1-Napht. Me 74 " cf.p.145
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Tableau XXI
N° R Z Rdi% Methode de Caracteristiques
synthese physico-chimiques
Vi c.Pr Ph 89 cf.p.140 cf.p.146
Yj c.Hex Ph 91 " "
Vk Bz Ph 97 ) cf.p.147
i 4-F Ph Ph 40 " cf.p.148
Ym 4-t.Bu Ph Ph S0 ! )
Y¥n 2-HO4-MePh  Ph 66 ; cf.p.149
Tableau XXII
N°© R Z Rdt% Meéthode de Caractéristigues
synthese physico-chimiques
Yo c.Pr 4-NQO7 Ph 93 cf.p.140 cf.p.150
Vp c.Hex 4-NO7 Ph 93 " "
A\ Bz 4-NO7 Ph 90 " cf.p.151
Yr 4-F Ph 4-NOp Ph 98 ! cf.p.152
Vs 4-tBu Ph 4-NO7 Ph 79 " "
V¢ 2-HO4-Me Ph 4-NO7 Ph 95 ! cf.p.153
Yu 2-Me4-HOPh 4-NOy Ph 92 " cf.p.154
Yv 1-Napht. 4-NO7 Ph 75 ! cf.p.155
O O
Z I OH
)
R 11,12
Tableau XXIII
N° R Z Rdt% Methode de Caractéristiques
synthése physico-chimiques
11 4-F Ph Me 9 cf.p.155 cf.p.156
12 4-F Ph 4-O7N Ph 97 " "
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2.5-SYNTHESE DE :
3-N,N-DIMETHYLAMINOMETHYLENE-4-0X0-6-METHYL-
2-PYRONE 13

3-N-ALCOYL(CYCLOALCOYL,ARYL)AMINOMETHYLENE-
4-0X0-6-METHYL-2-PYRONES 14 - 40

ACIDES 1-ALCOYL(CYCLOALCOYL,ARYL)-4-0X0-6-
METHYL-1,4-DIHYDROPYRIDINE-3-CARBOXYLIQUES.
Via.s (struct.Sg)

2.5.1-Objectifs pharmacochimiques

Par leur structure cyclique, les dérivés S5 constituent une étape-cl€ de notre objectif
de recherche. A cet effet, rappelons brievement les classiques relations “structure -
activit€”, régissant la pharmacochimie des quinolones: ortho ou ortho et péri-
condensation.

-d’un cycle [A]: acide 1,4-dihydro-4-oxonicotinique (non pharmacomodulable, si
I’on accepte la substitution de 1’atome d’azote nuciéaire et la fonctionnalisation du
carboxyle, sous forme de sel d’ammonium avec le pole 2-aminothiazolyle d’une
céphalosporine de 3eme génération) (15).

-avec un cycle aromatique [B]: benzénique (ou ses isosteres pyridiniques ou
pyrimidiques) substitué en positions 6 par un atome de fluor et en 7 par un pole aminé.
Toutes les oxacines introduites en thérapeutique depuis 1965 (Acide nalidixique)
(Ciprofloxacine cf. Tableau I p.18) et celles en cours de développement (rassemblées
dans le rableau IV p. 20-22) sont fondées sur cette architecture polycyclique. Il était

donc intéressant :

-Sur le plan conceptuel, de s’assurer ou non qu’une structure monocyclique
pouvait présenter un intérét pharmaco-clinique et, ainsi, ouvrir le cas échéant, une
nouvelle voie de recherche en antibiothérapie comme le sont les monobactames par
rapport aux P-lactamines (penicillines et céphalosporines). En terme de géométrie
moléculaire, la structure S5 présente les deux caractéristiques suivantes:

- d’une part, une similitude structurale (distances interatomiques, angles de
valence, conformation) avec les quinolones ainsi qu’il apparait dans la figure 35 ci-

apres.



Figure 35: Géométrie moléculaire comparée des “monoquinolones” et des quinolones
polycycliques.

-d’autre part, un “ensemble” de 3 groupements fonctionnels (oxoquinonigue,
carboxyle, énamine) liés entre eux au sein d’un systeme sur lequel ont été calculés
dans notre laboratoire (67), les effets a courte (répulsion, dispersion) et longue
distance (polarisation) du ou des cycles [B et C] associés.

-Sur le plan chimique, il apparaissait intéressant de développer la chimie et
d’optimiser un plan de synthése du squelette 1,4-dihydro-4-oxopyridine-3-
carboxylique S5. En effet, la création de ce cycle [A] ne peut faire appel aux méthodes
habituelles de synthese des quinoiones, lesquelles élaborent ce noyau au départ d’une
arylamine (cycie B) dont les sommets en ortho permettent la formation du cycle A, par

cyclisation intramoléculaire avec le carbonyle voisin, conduisant 2 un mélange
d’isomeres 1 et 2. (schéma 19).

4\0Et OEt 0 OH
X X X
o’ (EtO)HC=C(COOEL), [ O 0 ~ 0
5 | e D] —— [ JIa]
NS X A .
R' NH, R I‘\I R' | .
Ou R R

'

R KOE{ OFt R’ 0 OH
(L\G 0 v O
X3 I I mm»X\B | A '
\/\N N

| | 2

R R

Schéma 19: Création du noyau A des quinolones selon Gould et Jacob (45).

-Sur le plan de activité antibactérienne, les travaux de Narita (80 - 83),

dans cette série. autorisent incontestablement certains espoirs (cf. Tableau VII p. 29)
en raison des CMI particulierement basses a ’égard des germes 3 Gram-positif
(S.aureus spp. /| CMI (mg/1): 6,05-0,7), d’une toxicité moindre que les quinolones

polycycliques, notamment au niveau du systeme nerveux cérébral, ce qui devrait se
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Schéma 20: Voies d’accés  la structure S5
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2.5.2-Stratégie de symthese

2.5.2.1-Principales voies d'acces a la structure S5
Nous avons rassemblé dans le schéma 20 quelques-unes des méthodes de synthese

du squeletie 4-pyndone.

2.5.2.11-Voie A : Synthese de Narita (80 - 83)
En 1983, Narita et coll. ont proposé une méthode de synthése (schéma 21) en 10

étapes au départ de 'acétylacétate de méthyle 1.

OH
//JVCOOMe
Me ~
1
©
OR? (i)R2 OR?
/L\/COOMC NB.S. //L\/COOMe P Ph, /J\/COOMe
Me N . ~ ——t ~
. BrCH, CH, .
2 3 | 4 Br
OR? PPhy o
ﬁ /)VCOOMe COOMe
AN
<N I ) HO" b
! H,
8 oo /J| 5 | 6
!
® " o
- O 0
M
OME 0OMe OOMe
diméthylacétal ‘ 1 RNH, : .
> g po T
R! N @ 1
: R N
~
Me/ 7 H \R 8
\. Me S
COOMe
D
s 43 -
A | Chloranil | ‘
— 6 | 2 i
- 1 - 1
g R N R N
, |
R R
9 10 11

Schéma 21: Plan de synthése du squelette S5 selon Narita (80 - 83)
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Le groupement méthyle en o de 1’éther d’énol 2 est activé par bromation (€tape 2)
et donne naissance a 3. Ce dérivé bromométhylé€, wraité par la tmphénylphosphine,
conduit au sel de phosphonium 4 qui, condensé avec un aldéhyde selon une réaction
de Wittig (étape 4), suivie d’une déprotection (étape 3), fournit le B-cétoester-y-
éthylénique 6. Celui-ci, traité par le DMF diméthylacétal, fournit intermédiairement
I’énamine 7; son dérivé N-substitué 8, par la thermocyclisation a 140°C dans le DMF
(étape 8)donne naissance au tétrahydro-4-oxonicotinate de méthyle 9 (purifié par
chromatographie sur colonne de gel de silice). Pour créer la double liaison entre Cs et
Ceg (étape 9), Nartta et coll. proposent, comime agent de déshydrogénation, la 2,3-
dichloro-5,6-dicyano-p-benzoquinone (DDQ) dans le benzéne & 80°C ou Ia 2,3.4,5-
tétrachloro-p-benzoquinone (Chloranil) dans le dioxanne a 80°C. L’étape finale de
cette synthése consiste a hydrolyser ’ester 10 en acide correspondant 11.

Cette voie de synthese est intéressante pour obtenir toute une variété d’acides 4-
pyridone-3-carboxyliques diversement substitués en position 6. Malheureusement, elle

articulierement longue (10 étapes), ce qui explique les mauvais rendements (3% a
26%) qu’elle fournit.

2.5.2.12-Voie B: Synthese de Agui (2) et de Kametani (58)

Ces deux auteurs ont proposé séparément, vers 1975, des méthodes voisines pour
obtenir 4 (schéma 22). Ces plans de synthése sont, en ce qui concerne les étapes 3 a

6, a rapprocher du schéma de Gould et Jacob souvent mis a profit pour obtenir les

quinolones.
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R2
EtQO COOEt 2
\ ! C\\ R COOE!
| | APTS/130°C || ‘ COOE
S~ + ! N m’“@”""‘k’ i
R! )
Nb OFEt R N
EMME H
. ? APTS/ oxylene/ reflux
P
) EtOOC COOEL , &) On
| P,O5/ THF

R S
! * K Ou O_Iy
1! ' 2!

3'
AMME
O_}y
0
Rr? \8/‘ COOEt gt COOE: p? COOH
\W l H Dowtherm Saponif. I I
B e —
. /k\ 250°C .
R 1;\1 R ® R 511\1
H H
RI/K,CO;
3 DMF/3 h./70°C
O
R? COOEt g2 COOH
Saponif,
—
R!

v (89

Schéma 22: Plan de synthése du squelette S5. D'aprés Agui (2) et Kametam (58).

Les étapes 1 et 2 mettent en oeuvre, soit ['éthoxyméthylénemalonate d’éthyle 2

(EMME), soit I’analogue aminé ou aminométhiénemalonate d’éthyle 2°(AMME) pour
obtenir la divinylamine 3. Celle-ci subit une thermocyclisation intramoléculaire (étape
3) en 1,4-dihydro-4-oxonicotinate d’éthyle 4. La saponification de cet ester permet a
Agui d’obtenir les acides (R:H) § correspondants [R1,R2,(Rdi%): Me, COMe, (84);
Me,CO2EL,(90); Me, SO2Me, (86); Me,S0O2-CgH4-p.Me, (66); -(CH2)3-, (84)].
Kametani réalise 1a N-alcoylation (étape 3) de cet ester (iodure d’éthyle / carbonate de
potassium, 3h. a 70°C, au sein du DMF) en 6 (R: Et) dont I’hydrolyse fournit 7,
c’est-a-dire S§ [RI,RZ,(Rdt%): Ph,Me.(81); Ph,Ph,(91); Me,Ph,(65)]. Les acides 5
et 7 sont tous solides (F>200°C) caractérisés par la présence d’un proton éthylenique

P arciconmt on DRANT cnvig Fnmmvme A0 s zirloe et TFT 2 QAT snemgan
apparaissant en RMN, sous forme d’un singulet, entic 8,77 et 9,47 ppm.



88

2.5.2.13-Voie C: Synthese de Mitteibach (72)
Plus récemment, en 1988, Mittelbach a proposé une nouvelie synthése de l'acide
6-méthyl-4(1H)-pynidone-3-carboxylique a partir du 2,4-dihydroxy-6-méthylpyridine-

3-carboxylate d'éthyle 1 (schéma 23).

OH Ci OR’
CO,EL CO,Et CO,Et
POCI4/140°C 7 NaOR/R'OH = ’
tube scellé _f_“_m_,
N 809% N 7‘%’53% \
Me N OH Me N Cl Me N Cl
1 2 3
?R’ B O—H
H,/Pd/KOAc CO,Et % < COH CO,H
20°C/48h. HCl J24h,
O] s 2=
74-81% ~ /J £ 83 N )
Me N ? Me \\1:1 Me I‘\I
4 B 5 H _

Schéma 23: Plan de synthese du squelette S5 selon Mittelbach (72)

La matiere premiere de cette synthese (forme dicétonique de 1) est obtenue par
condensation du malonate d’éthyle avec le 3-aminobut-2-&noate d'éthyle. L’ étape 1
consiste a traiter le diphénol 1 par un exces de chlorure de phosphoryle, a 140°C en
tube scellé, pour obtenir le 2,4-dichloro-6-méthylpyridine-3-carboxylate d'éthyle 2,
avec un rendement de §9%. La 4-hydroxylation du produit 2 est réalisée par le
méthanolate(ou éthanolate) de sodium dans 1’alcool correspondant afin de donner
naissance au 4-alkoxy-2-chloro-6-méthylpyridine-3-carboxylate d’'éthyle 3. La
déchloration de 3, par I’hydrogeéne en présence de palladium, permet d’obtenir 1’ester
4 qui est ensuite hydrolysé en acide 5. Le rendement global de cette synthése en quatre

€tapes est d environ 50%.
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2.5.2.14-Voies D et E : Synthese de Kilbourn (60) et Radi (94)

La vaie de synthese proposée par Kilbourn et Seidel (60) en 1972 (schéma 24),

apparaii plus attractive que les précédentes car plus rapide et pariant de 4-hydroxy-2-
pyrones substituées commerciales (dont la forme cétonique 1 est figurée ci-apres).

Me  Me
0 0 SN
s DMF Tﬁ
R o ~ diméthylacétal R x RNH,
’ /cuommc /J\ /memymeuosmve@)
R /L
i 2 \ 3 z
Voie D) A

Voie E) HCl/MeOHA

RI=RZ=- (CH2)p-) par la 1,1-diméthoxytriméthylamine (DMF dlmethylacctal) au sein
du dioxanne. La 3-diméthylaminovinyl-2-pyrone 2 obtenue est alors traitée par une
amine primaire en suspension dans le méthyicellosolve® (2-méthoxyéthanol), afin de

donner naissance au dérivé N-substitué 3 qui n’est pas isolé. En effet, par chauffage
du mélange réactionnel durant 3 h., il subit (étape 3) un réarrangement moléculaire en

acide dihydropyrid-4-one-3-carboxylique 4. Le tableau XXIV précise la structure des
composés 4a-d obtenus par ces auteurs, ainsi que les rendements de 1’étape 3.

Tableau XXIV: Dérivés S5 (X : CH) obtenus par Kilbourn et Seidel (60)

N° R R1I RZ FoC Rdt%
4a H Me H 267-268 49
4b Me Me H 231-232 75
4c¢ n.Bu Me H 138-139 44
4d Me —(CH2)n— 281-283 60

En 1988, Radl et coll.(94) ont montré que ’on pouvait obtenir les dérivés N-arylé

(voie E) en isolant les intermédiaires 3 correspondants dont la transposition
moléculaire (étape 3) esi réalisée en milieu acide (10% d’acide chlorhydrique au sein
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du méthanol). Les structures 4 obtenues par ces auteurs, ainsi que les rendements de
la derni¢re €tape, dont I’augmentation sensible en partie li€e au caractere électron-

attracteur des substituants (F, Cl,...) du noyau benzénique, sont précisées ci-contre :
X: CH; R1: Me; R2: H; R: H, Ph, 4-Me Ph, 2-MeO Ph, 3,4-Cl2 Ph
X: N; Rl: Me; R2: H; R: H, 4-F Ph, 4-Me Ph, 2-MeO Ph, 3,4-Clp Ph

Bien d'autres méthodes peuvent étre imaginées, comme par exemple :
¢ 1’ introduction directe d’un groupement nitrile (et hydrolyse subséquente
en acide) sur une 4-pyridone non substituée en position 3, comme 1’a

réalisée Hamana (46) sur une quinolone bicyclique, a I’aide du cyanure de

potassium.

¢ la transposition d’une y-pyrone en 4-pyridone, mais, a notre

connaissance, aucune transformation de ce type n’a été réalisée pour

conduire aux dérivés Ss.

2.5.2,.2-Choix des méthodes retenues

Compte-tenu de la simplicit€ (3 €tapes), du caractére général (R quelconque) et du
bon rendement qu’offrent les méthodes de Kilbourn (60) (Voie D), et de Radl
(94)(Voie E), nous les avons modifi€es et adaptées a 1’obtention des acides 1-alcoyl

(cycloalcoyl,aryl)-4-oxo-6-méthyl-1,4-dihydropyridine- 3-carboxyliques VIg-s.

2.5.3-Plan de synthese

DMF diméthylacétal
*/;/Ia\:? C—N - Me
/K/Ib M ~ Me Me Me
O H O ~ N/
Pl
‘ Dioxanne i o
Me o 0 Me 0 0 Me

4-hydroxy-6-méthyl

13
-2-pyrone
(forme cétonique)
0

o B\
0
14-40
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La premiere étape de ce plan de syntheése (schéma 25) consisie a agiter, 2
température ambiante, durant 0,25 min. une suspension, dans le dioxanne, de 1
¢quivalent de 4-hydroxy-6-méthyl-2-pyrone et d’un large exces (1,8 éq.) de 1,1-
diméthoxytriméthylamine (DMF diméthylacétal). La 3-diméthylaminovinylpyrone 13,
obtenue avec un rendement de 73%, est alors additionnée de 1,5 éq. de 'amine en
solution aqueuse (étape 3) avant d’étre maintenue 2 80°C durant 3h. Par acidificaton,
nous avons obtenu les acides VIg-¢.caractérisés par des substituants R a réactivité
aliphatique (Me, c.Pr, c.Hex et CH2Ph).

Par contre, lorsque le substituant R est aromatique (2 et/ou 4-X Ph, avec X: F, Cl,
Me, MeO, HO, t.Bu,...) comme dans les dérivés Vle.s, nous avons di nous
résoudre a passer (€tape 2) par les intermédiaires N-subst.aminovinyliques 14 a 40,
formés a froid au départ de 13 et de I’amine choisie au sein du méthylcellosolve®.
Ces mntermédiaires réactionnels, en solution éthanolique de 1’amine correspondante (12
€q.), sont soumis a un réarrangement thermique (étape 4) acido-catalysé (10% HCI
conc.) .

Nous proposons dans le schéma 26 le mécanisme du réarrangement des 3-
aminovinyl-4-oxo-2-pyrones 14 4 40, en 1,4-dihydro-4-oxopyridine Vlg.s.

H. _R

" :N

ﬂa-s

Schéma 26: Mécanisme de réarrangement d’une 4-0x0-2-pyrone en
acide 4-pyridone-3-carboxylique



2.5.4-Composés obtenus
Nous avons obtenu les intermédiaires 13-40 et les produits finaux Vlig.g

décnits ci-apres: (Tableaux XXV-XXVI)

13

Tableau XXV

N° Rdt% Méthode de Caractéristiques
synthése physico-chimiques
13 73 cf.p.157 ct.p.157
O
R
| | 14-40
H
Me//\\o 0

Tableau XXVI

N° R Rdt% Méthode de Caracteristiques

syntheése physico-chimiques

14 Et 29 cf.p.158 ct.p.158

15 t.Bu 74 " cf.p.159

16 c.Pr 35 " ‘ !

17 c.Hex 27 ) cf.p.160

18 HO 81 " cf.p.161

19 4-F Ph 89 ! "

20 4-MeO Ph 99,6 ! cf.p.162

21 2-Me 4-HOPh 99,5 ! cf.p.163

22 2-HO4-Me Ph 80 " "

23 t.Bu Ph 83 ! cf.p.164

24 4-HO Ph 96 ! cf.p.165

25 4-Me2N Ph 97 " cf.p.166

26 4-H2N Ph 89 ) !

27 4-O7N Ph 40 ! cf.p.167

28 4-Cl Ph 93 ) cf.p.168

29 2,4-F» Ph 75 " "

30 3-HO Ph 52 ! cf.p.169

31 2-F Ph 75 " cf.p.170

32 3-MeO Ph 87 ! !

33 3-Me Ph 33 " cf.p.171

34 3-0pN4-ClPh 15 " cf.p.172

35 2-Me 5-O2N Ph 41 " "

36 2-HCS-CiPh 49 " cf.p.173

37 2-OMe4-OoNPh 87 ) cf.p.174

38 4-HOOCPh 99 " !

39 2,4-Clp Ph 82 cf.p.175
490 [-Napht. 67 ) cf.p.176
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Vi

Tableau XXVII

N° R Rdt% Meéthode de Caractéristiques

synthése physico-chimiques

Yy Me 66 ct.p.176 ct.p.177

YIp c.Pr 27 ) cf.p.178

Yic c.Hex 28 " )

Y4 Bz 39 ! cf.p.179

Vie 4-F Ph 60 cf.p.180 cf.p.180

VIir 4-MeO Ph 54 ! cf.p.181

Vlg 2-Me4-HO Ph 63 ! cf.p.182

YIh 2-HO4-MePh 53 " cf.p.183

A4 H t.Bu Ph 57 ) cf.p.184

Yi; 4-HO Ph 38 " cf.p.185

VIk 4-MeaNPh 48 " ctf.p.186

Y 2,4-Clp Ph 23 " cf.p.187
Vi  4-O2NPh 20 " "

Vin 4-Cl Ph 49 ! cf.p.188

A% P 2,4-F2 Ph 50 " cf.p.189
yi, 3-HO Ph 49 " cf.p.190

Vi 3-MeO Ph 57 " cf.p.191

A% % 2-F Ph 53 " "

YIis 1-Napht. 29 ! cf.p.192

2.5.5-Fragmentométrie de masse des squelettes 14/40 et VI (S5)

Compte-tenu du rdle de précurseur que joue la structure 2-pyrone (14/40) pour le
squelette S5 (dérivés VI), il nous est apparu intéressant de définir, pour ces 2 séries,
la filiation de fragmentation sous impact €lectronique de 70 eV. Les schémas 27 et 28
présentent nos propositions, que confirment les rableaux XXVIII et XXIX des 1ons

caractéristiques obtenus.
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Schéma 27: Proposition d’un schéma général de fragmentation de masse des N-
subst.aminométhyléne-6-méthyl-4-oxo0-3,4-dihydro-2-pyrones A.



X
1% F
20 OMe
24 1tBu
25 NMe,
Fragment N° m/z Abondance relative% Formule brute
is 247 100,0 C13H1oFNO3
20 259 106.0 Ci4H13NO4
A 23 285 36,5 C17H1oNO3
25 272 1000 Ci15H16N203
19 | 232 3.0 C12H7FNO3
20 244 7,7 C13H1oNO4
B 23 270 100,0 C16H16NO3
25 257 1,0 C14H13N203
19 43 20.0 CoH30
20 43 i2.3 C2H30
C 23 43 9.2 C2H30
25 43 14.6 CoH30
19 204 8.5 Ci1H7FNO
20 216 16.9 Ci2HjogNO3
D 23 242 38 C1sH16NO2
25 229 4.6 C13H13N202
19 85 17.7 C4H507
20 85 10,7 C4H507
E 23 85 7.7 C4H5092
25 85 14,6 C4Hs502
19 69 17,7 C3HO)
20 69 6.9 C3HO?
E 23 69 4,6 C3HO?
25 69 8.4 C3HO9
19 162 25,3 CgHs5FNO
20 174 7.7 C1oHgNO?
G 23 200 0,0 C13H4NO
25 187 21.5 C11H11N20
19 53 13.8 C3H30
20 53 9.2 C3H30
H 23 53 3.0 C3H30
25 53 4.5 C3H30

Tableau XXVII: lons caraci€ristiques de la fragmentation de m

asse (70 eV) des 3-

N-subst.aminométhyléne-6-méthyl-4-oxo-3,4-dihydro-2-pyrones 19,20,23 et 25.
(on notera la fragmentation particuliére de 23)

(* les fragmenis affectés de ce signe sont protonés)
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Schéma 28: Proposition d’un schéma général de mentation de masse des acides
1-subst.-6-méthyl-4-0x0-1,4-dihydropyridine-3-carboxyliques VI
(structure S§, R1l: Me, R2: H).

R
VI,
VI,
1 VI;
VI,
VI,

Me
4-F Ph
4-MeO Ph
4-t,Bu Ph
4-MesN Ph
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Fragment N° m/z Abondance relative% Formule bruie
Yi, 168 1,2 CgH1oNO3
Yie 248 2.0 Ci3H11FNO3
A Vig 260 13.7 Ci4H12NO4
Y 286 13,8 C17H20NO3
Vi 272* 389 C1s5H16N203
Via 150 2.6 CgHgNO3
Yie 230 3.0 C13HoFNG3
B Vis 242 3.8 Ci4H17pNO4
YIi; 268 2.3 C17H18NO3
Yk 255 1.0 C1s5H15N203
Via 123 100,0 C7HgNO
Vie 203 100,0 C12H10FNO
C Yir 215 100,0 C13H13NO?
VI 241 1000 Ci6H19NO
Yik 228 100.0 C14H16N20
Via 108 10,7 CgHeNO
Yie 188 51.0 C11H7FNO
D Yif 200 443 C12HioNO2
YIi; 226 351 C15H16NO
Vix 213 343 C13H13N20
YL 82 12.3 C4H4NO
E Y 162 6.0 CgHsFNO
r | Y 53 T 453 ] C3H30
Ve 53 310 C3H30
F Yir 53 370 C3H30
Vi; 53 17,7 C3H30
Yk 53 13,7 C3iH30
YIf 184 32,8 C12H9NO
G YL 184 492 C12HgNG
Yy 134 694 C12HgNG
Yif 154 C11HgN
H YL 154 C11Hg8N
Vix 154 Ci11HgN
— 1 VI 77 CsH3N
I YI; 77 Cs5H3N
Vi 77 CsH3N
Yif 63 C4HN
J A4 63 C4HN
Yix 63 C4HN
| - _ At
Yif 42% CoH5N
K Yi; 41 CoH4N
Vi 42* CoHsN

Tableau XXIX: Ions caractéristiques de la fragmentation de masse (70 eV) des
acides 1=subst:6—@ethy1-4w0xon1A@lhy)dmpynduw«Sacarboxynques Yia e hfik
(% les fragmenis affectés de ce signe sont protonés)



2.6-SYNTHESE DES 71-ALCOYL(ARYL)-4-0X0-6-METHYL-1,4-
DIHYDROPYRIDINE-3-CARBOXYLATES D'ETHYLE Yila-d.
ET D’ETHOXYCARBONYLMETHYLE Vlie

2.6.1-Objectifs pharmacochimiques

La préparation de ces esters avait pour unique but d'améliorer le rendement de la
synthese des acides VIII (cf.2.7) qui est particulierement faibles. Nous avions pensé
qu'en partant d'un ester au lieu d'un acide, 1’obtention des acides 1-subst.-4-0x0-6-
[(2-N,N-diméthylamino)vinyl}-1,4-dihydropyridine-3-carboxyliques VIII serait plus
aisée.

2.6.2-Stratégie de synthese

2.6.2.1-Principales voies d'acces a la structure Sg

Les voies d'obtention de ces esters ne procedent pas des méthodes d'esterification
habituelles néanmoins, il est possible d’obtenir au départ des acides carboxyliques VI,
les esters :

-méthyliques: avec le méthanol en présence de SOCIp (80).

-éthyliques, par action d'éthanol, en présence de quantités catalytiques d’acide
sulfurique concentré (32).

-diméthyléneoxocarbonyl rerz.butyliques, par action de 1-CH2-CH2-OCOC-
(CH3)3 dans la trié¢thylamine (80).

-méthoxyméthyliques, par action de CICH2OMe (80).
-éthoxycarbonylméthyliques, par action de CICH2CO?2Et et du carbonate de
potassium dans le DMF (§7).

-tert.butyliques, par action du tert.butylate de potassium, en présence de 1,1'-
carbonyldiimidazole (CDI), au sein du THF. Il se forme intermédiairement un

imidazolide qui est déprotégé par la base.(28).

Toutes ces méthodologies, mettant en oeuvre des réactifs puissants, démontrent la

difficulté d’obtenir des esters des acides 1,4-dihydro-4-oxonicotinique.
2.6.2.2-Choix des méthodes retenues

Compte-tenu de la faible réactivité des acides dihydropyridoniques, nous avons
adapté ia méthode de Domagala (32) (alcool en milieu sulfurique), notamment par
I’emploi d’un Dean et Stark pour obtenir les esters VI, VIIp. et VIIe. La méthode
de Kadoya et coll.(87) (action des halogénures d'alcoyle dans le DMF en présence de
carbonate de potassium) a €t€ préférée pour préparer les esters Y1iIg et Vile en

utilisant respectivement l'iodure d'€thyle et le chloroacétate d'éthyle.
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2.6.3-Plan de synthése et composés obtenus
L esterification des acides carboxyliques VI, par un alcool, selon Domagala ou un

halogénure d’alcoyle selon Kadoya, permet d’obtenir les composés Vilg.e

rassemblés dans le tableau XXX.

I
-COOH COOR'

R'OH/H" I I
e
ou
XR/DMF  Me N
l
R
Yiig-e
Tableau XXX
N° R R’ Rdt% Methode de  Caractéristiques
synthese  physico-chimiques
Yii,; Me Et 23 cf.p.193 ct.p.194
Vilp 4-FPh Et 27 " :
Vil 4-MeOPh Et 50 cf.p.195
Yiig 3-MeOPh Et 41 cf.p.196 cf.p.197
Vile 4-FPh CHyCO2Et 37 cf.p.197 cf.p.198

2.6.4-Fragmentométrie de masse des esters VII

La difficulté extréme d’obtention des esters VII et les rendements médiocres
observés (Rdt < 50 %, ce qui est tres faible pour des esters d’alcanols primaires) nous
ont incité a nous assurer de la structure des composés synthétisés. Disposant des
données de fragmentométrie de masse des acides générateurs VI (cf. p. 96), il nous
était aisé de vérifier si I'esterification souhaitée n’avait pas engendré de produits
secondaires. Le schéma 29 présente notre proposition de fragmentation des esters VII
sous impact électronique de 70 eV. alors que le tableau XXXI précise les
caractéristiques des ions formés. Ces résultats confirment sans ambiguité les structures

Yila,b,c,e proposées.



100

ey e T F
Q 9 Q
H-2 H .co H C=0 rOl H COOR
\I{ ][ i (E) [ PO N (R
My NT “H Me "N H A Me” N7 H
& N
ai{/ R C,i R R
C7HsNOR C O3RR'
C.HNOR 7HsNO, 7HgNO;
m/z=108+m/z R m/z=135+m/z R m/z=151+m/z R et R’
— o —— s \» — W j

|
c
v -+ bi l —— + S
o . . .
e
H H 0 . H
[ l
I’\I H | Me
R N~ “H H~,
CsHsNOR 1'{

m/z=93+m/z R C,HNOR g

m/z=067+m/z R

m/z=154

-R
-R
—t
Q ) H l
H H —I/

[ I J\_—i ji

N H 0 Me N

C3H3O C H

C5H3NO m/z=53 1":1 /ij7

Schéma 29 : Proposition d’un schéma général de fragmentation de masse des esters
VI des acides 1-subst.-4-0xo0-6-méthyl-1,4-dihydropyridine-3-carboxyliques VI



R R’
VI, Me Et
ViI, 4FPh  Et

Me N H VIE, 4-McOPh Et
R VII, 4-FPh CH,COOE
Fragment N m/z Abondance relative% Formule brute
Yiia 195 4.0 CigH13NO3
Viiy 276* 10,0 Ci15H5FNOs
A Yile 278 3,0 CigH17NOg
Vile 333 11,5 C17H16FNO5
Yiia 150 15.5 CgHgNO?
Yily 230 22.3 C11HgFNG2
B Yl 242 114 C12H12NO3
Yiie 230 100,0 C11HgFNO»
VI, 123* 100,0 C7HgNO
Yiin 203* 100,0 Ci2H11FNO
C Yile 215* 427 C13H14NO7
Yile 203* 97.6 C1o2H11FNO
— = = Ao
Yiis 108 1,5 CgHgNO
yily 188 38.5 C11H7FNO
D Yiie 201* 100,0 C12H11NO?2
Yil. 188 19.2 C11H7FNO
N Vila 04~ 6.0 CsHaNO
VIIn 95* 44.6 CsHsNO
) 93 11.5 CsH3NO
Yil. 95% 34.6 Cs5HsNO
VII, 82 1.1 C4H4NO
Yiip 162 38 CoHs5FNO
F Vi 174 1.0 CjoHgNO
Viie 162 3.2 CoHsFNO
T Vi, 53 — 200 — 1 G330
Vi 533 24.6 C3H30
G Vi 53 26,7 C3H30
Vil 53 19.2 C3H30
Yiin 134 1.0 C11H7NO
H Vi 184 458 C11H7NO
Yile 184 3.5 C11H7NO
T Vilp 156% | 200 “C1IHION
1 VI, 154* 3.0 C11HgN
Yilp 79* 20,0 CsHsN
7 VIl 79* 19.6 CsHsN
Vil 75% 10,7 CsHN

Tableau XXXI: lons caractéristiques de la fragmentation de masse (70 eV.) des esters

Vila b,ce . (* les fragments affectés de ce signe sont protonés)
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2.7-SYNTHESE DES ACIDES 1-ALCOYL(ARYL)-4-0X0-6-[(2-
N,N-DIMETHYLAMINO)VINYL]-1,4-DIHYDROPYRIDINE -
3-CARBOXYLIQUES Ylllg-¢

ET DE L'ACIDE 1-(4-METHOXYPHENYL)-4-0X0-6-[2- N-
(2,4-DICHLOROPHENYLAMINO)VINYL]-1,4-
DIHYDROFYRIDINE-3-CARBOXYLIQUE YIililf.

2.7.1-Objectifs pharmacochimigues

Compte-tenu que les “monoquinolones” VI, substituées en position-6 par un
groupement méthyle ont peu ou pas d'activité antibactérienne (c.f. p.219), il nous est
apparu intéressant de fonctionnaliser ce pole carboné par 1’introduction d’un
groupement aminovinylique : [(R1(R2)N-CH=CH-]. Les acides VIII; . de structure

générale Sg qui en résultent, répondent a un triple objectif

2.7.1.1-Analogie de géométrie moléculaire avec les quinolones de 26M€ génération

Les “nouvelles quinolones”, dont nous avons présenté antérieurement (c.f. p. 19)
i'intérét pharmaco-clinique (spectre large, pharmacocinétique de méme qualit€ quelle
que soit la voie d’administration parentérale ou orale, remarguable distribution dans
des organes parenchymes pulmonaires, os,.... ou les autres antibiotiques ne diffusent
pas, métabolisme par glucurcnoconjugaison....... ), se caractérisent chimiquement par
la présence en position 7 d’un groupement amino inséré dans un hétérocycle. Les
acides VI présentent, avec ces antibactériens, une analogie structurale qui apparait

=

dans la figure 36 ci-apres :z

|__Energie (Kcal/mol.) | |__Energie (Kcal/mol.) |

E.totale: 4.0 E.totale: 5.2
Eliaison: 0,5; Eangle: 1.4 Eliaison: 0,5; Eangle: 1,1
Etorsion: 0,0; Eoop: 0,0; Evdw: 2,1 Etorsion: 0.0; Eoop: 0.0; Evdw: 3,5
Figure 36: Analogie de géométrie moléculaire de S¢ avec les quinolones de 2¢1M¢
génération

2.7.1.2-Renforcement de [’ effet chélatant du pdle carbonvle B-hydroxylé
Robaux (98) ayant montré la formation d’un complexe quaternaire quinolone-base-
métal-tyrosine, il apparaissait intéressant de potentialiser I'effet complexant du péle
carbonyle B-hydroxyle de S5 par la présence d’un groupement électron-donneur,
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s€par€ du carbonyle par un systeme de double-liaisons conjuguées ou d’électron & /
€lectrons hibres de 'atome d’azote.

2.7.1.3-Augmentation de la lipophilie

On sait le role déierminant que joue le caractere lipophile dans la capacité des
pharmacomolécules anti-infectieuses a traverser la paroi bactérienne et a exercer leur
effet & ce niveau. Certes, les quinolones polycycliques ou monocycligues et leurs
analogues ouverts sont potentiellement des inhibiteurs de I’ ADN gyrase et, par suite,
ne requierent pas fondamentalement cette propriété. Nous ferons néanmoins observer
que toutes les oxacines constituant ’arsenal thérapeutique actuel (fluoroquinolones) ou
de demain (difluoroquinolones) se caractérisent par un log P, calculé selon Hansch-

Leo, compris entre 0,80 et 2,55 conformément aux données du tableau XXXII.

? OH
R’ //Ll\\ /U
T
R! R

Tableau XXXII: log P (calculé selon Hansch-Leo) des fluoro- et difluoroquinolones

log P D.C.I. R X R1 RZ

0,80 Ciprotloxacine c.Pr CH -(CH2)2-NH-(CH2)2-
(Bayer)

0,85 Tosufloxacine 2,4-F2 Ph N -(CH2)2-CH(Me)-(CH?2)2-
(Abbott)

0,92 Ofloxacine -CHMe)CH2-0O- C -(CH2)2-N(Me)-(CH?2)2-
{(Diamant)

0,93 Rufloxacine -CH2-CH?2-S- C -(CH2)2-N(Me)}-(CH?2)2-
(Mediolanum)

1,11 Lomefloxacine Et CF -(CH2)2-NH-CH(Me)-(CH?2)2-
(Hokurku Seiyaku)

1,17 Fleroxacine -CH2-CH2-F  CF -(CH2)2-N(Me)-(CH?2)?2-
(Hoffman-La Roch)

1,27 Pefloxacine Et CH -(CH?2)2-N(Me)-(CH?2)2-
(Roger Bellon)

| 1,41  Acide nalidixique Archétype des quinolones de 1€I€ génération ]

2,55 Temafloxacine 2,4-Fp Ph CF  -(CHp)2-NH-CH(Me)-(CH?2)2-

(Abbott)

Les dérivés YIIla.f, dans lesquels la présence d’une chaine aminovinyle apporte

une augmentation peu significative du log P de 40,45 par rapport aux analogues



méthylés VI, présentent des log P (Tableau XXXIII) s’intégrant dans la frange

supérieure de Uintervalle de référence.

R! VIII R

Tableau XXXIII: log P (calcul€ selon Hansch-Leo) des “monoquinolones” Villy-f

log P R R1 RZ VIII
0.46 Me Me Me a
| 1,42 4-MeoN Ph Me Me e |
1,60 4-F Ph Me Me b
2,04 4-MeO Ph Me Me C
3,47 4-MeQ Ph H 2,4-F2 Ph f
4,10 4-t.Bu Ph Me Me d

VI, et I' Acide nalidixique ont la méme lipophilie calculée
2.7.2-Stratégie de synthese

2.7.2.1-Principales voies d'accés a la structure Sg
Déjohn et coll.(28) ont réalis€ la transformation d'un méthyle en a0 de 1’azote

pyridinique en groupement vinylique (R'-CH=CH-, avec R’ : Ph), selon le schéma 30

ci-apres :
~ ~
0 O
COOH cooi‘— COO“*‘
CDI LDA
el ) e |
t.BuOK -30°C
Me H,C 151
\ 3 J
R'CHO AcOH/Ac,O
-20°C

Schéma 30 - Synthese d’analogues du squelette Sg selon Déjohn et coll.(28)
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Cette méthode (6 étapes) n'est pas de réalisation aisée en raison des conditions trés
séveres mises en oeuvre (basse température,....).

L acide 1 est estérifi€ en présence de carbonyldiinndazole (CDI) (cf. P. 98) en ester
tert.butylique 2 qui est transformé en dicarbanion 3, sous 1’action de n.butyllithium.
La condensation de ce dernier, 3 -20°C avec un aldéhyde, fournit 'alcool secondaire 4
dont la déshydratation en milieu acide conduit 4 I'acide 5 attendu [ R" : Me, 2-fury], 2-

pyriayl, 3-thiényl, 3,4.5-miméthoxyphényl].

D'autres méthodes de synthese sont possibies, telles que :

-la méthode de Narita et coll.(80 - 83) qui consiste & condenser directement
l'acide de structure S5 avec un aldéhyde, au sein de I'anhydnde acétique, et que nous
avons essay€ sans succes.

-la méthode de Baldwin (5,6) et de Balogh (7) qui utilise la 1,1-
diméthoxytriméthylamine (DMF diméthylacétal) pour réaliser la transformation
(Me = CH=CH-NMe?) avec de bons rendements. Cet enchalnement énaminique peut
étre fonctionnalisé en -CH=CH-NHAr selon la trés récente méthode (1991) de Vors
(120), par action d’une arylamine primaire en milieu acétique.

Signalons enfin que nous avons expérimenté, sans succes, d'autres acétals comme
le 1-piperidineacétaldehydédiéthylacétal, le phénylacéraldéhydediméthylacétal, le
propionaldéhydediéthylacétal, le dichloroacétaldéhydediéthylacétal et le
chloroacétaldéhydediméthylacétal. Dans tous les cas, nous avons observé une absence
de réactivit€ du groupement méthyle en o de 1’azote du noyau 1,4-dihydro-y-pyridone.

2.7.2.2-Choix des méthodes retenues

Nous avons effectué la synthése des produits ViIIa.e, avec des rendements de
I’ordre de 50 %, en adaptant ila méthode de Baldwin (5,6) et Balogh (7).

Pour obtenir l'acide 1-(4-méthoxyphényl)-4-0x0-6-[2-N-(2,4-dichlorophényl-
amino)-vinyl]-1,4-dihydropyridine-3-carboxylique YIIIf, nous avons fait appel a la
méthode de Vors (120) : celle-ci consiste a porter & reflux, durant 48 h., un mélange
équimoléculaire d’acide VIlI¢ (substitué en 6 par un groupement N,N-

diméthylaminovinyle) et de 2,4-dichloroaniline, au sein du dichlorométhane, en
présence d’une quantité catalytique d'acide acétique glacial. Dans ces conditions le
groupement -NMe) apparait étre un bon groupement partant ce qui donne naissance a
I'acide VIiIf avec un rendement de 29%.

Le spectre 1H RMN (200 MHz) de tous les dérivés VIII montre la présence
constante d’un signal Ha de type (dd) situé entre 6,4 et 7,25 ppm qui est en faveur
d’un mélange de 2 stéréo-isomeres cis et frans les plus thérmodinamiquement stables
(cf.schéma 3.
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2.7.3-plan de synthése et composés obtenus

N/Me o
COOH
|
N N
i i
K R
H
Cis i Trans
\ Me 4
Vi VIIL, ..
Schéma 31: Plan de synthese des produits VIIIa.f
Nous avons rassemblé, dans le tableau XXXIV ci-apres, les acides VIII obtenus :
Tableau XXXiV
N¢ R R' Rdt Meéthode de  Caractéristiques
% synthése physico-chimiques
Vi, Me - 53 cf.p.199 cf.p.199
VIIIp 4-F Ph - 49 ! cf.p.200
VIIIe 4-MeOPh - 33 " cf.p.201
VIIIlg 4-t.BuPh - 58 ! cf.p.202
Ville 4-MepN Ph - 50 " cf.p.203
Villf 4-MeOPh 24-ClpPh 29 cf.p.204 cf.p.204

2.7.4-Fragmentométrie de masse du squelette Sg

Nous avons souhaité compléter nos données analytiques 1H RMN, IR ,
caractérisant le squelette original Sg par un schéma général de fragmentation (schéma
32) et des ions caractéristiques engendrés sous impact €lectronique de 70 eV.(Tableau
XXXV).
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b ; CioH1NoOsR

CoH,N,OR
m/z_-163+m/z R m/z=207+m/z R
N
J -Me,N R
ey A — +
0 ‘ ’
I
l
C3HNOR CoH;{N.OR
m/z=67+m/z R m/z=120+m/z R m/z=163+m/z R
Y { } |
G o) { D
-R
H ——y —t
T
| H H
0 I
C3;H;0 H N H
m/z=53

H
: C;HNO
o120

Schéma 32: Proposition d’un schéma général de fragmentation de masse du
squelette S¢ (R’ : R” : Me)

R
Viil, Me
COCH i1, 4-F Ph
,LL\ VIN, 4-MeO Ph
H vy, 4-tBuPh

VILE, 4-Me,NPn




Fragment o m/z Abondance relative% Formule brute
Yilla 222 29.0 C11H14N703
YIII 302 159 C16H15FN2O3
A Yl 314 15,3 C17H8N204
Vi 341* 38,9 CopHo5N203
Yiile 327 1.0 C1gH21N303
R P Tk
VIII; 178 1000 CioH14N20
Viliy 258 1000 CjisH15FN20
B YIII, 270 100,0 Ci16H18N207
YiILa 296 100,0 C19H24N>O
VIIIL. 286* 1000 C17H24N30
VIII,; 134* 47,0 CgH7NO
VIl 214% 12.1 C13HZFNO
C VIII. 226* 84 Ci14H11NO7
Yiiig 252% 6.1 Ci7H17NO
VI 239* 7.6 C15H16N20
B T Vi 6 1 10.0 CoH[ON2O
yIiIy, 162* 53 CgH1N20
D Yl 163 0.0 CoH1gN20O
Yilig 163 1,9 CoHgN20
VIl 163 1.9 CoH1oN20
Vi, 120 35 C7HeNO
VIIIy, 122% 10.6 T C7HgNO
E YIHI; 122* 3.7 C7HgNO
YIiq 122* 1.0 C7HgNO
Vi, 122* 54 C7HgNO
VIila 94 29,0 CsH4NO
VI, 94 47,1 C5H4NO
F 4 94 30.0 CsHaNO
VIIL4 94 424 CsH4NO
Viile 94 18.3 CsH4NO
VI, 82 29 C4HsNO
YiiI,, 162 53 CgHgFNO
G Yl 174 2,0 Ci10H9NO?
yiig 22 0.0 C13H|sNO
Yl 184* 534 Ci1H9N20
r [ VL 5 | 970 C3H0 |
viiIy, 53 12.1 C3H30
H YIII, 53 9,2 C3H30
YIiLd 33 3.2 C3H30
Yl 53 0.0 C3H30

Tableau XXXV: Ions caractéristiques de la fragmentation de masse (70 eV.) des
acides VIlig.e.(* les fragments affectés de ce signe sont protonés)
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2.8-SYNTHESE DE L'ACIDE 1-(4-METHOXYPHENYL)-4-
OX0-5-BROMO-6-METHYL-1,4-DIHYDROPYRIDINE-3-
CARBOXYLIQUE 41

2.8.1-Objectif pharmacochimique

Ce dénivé bromé en position 5 a €té synthétisé, comme dénveé fonciionnalisé de la

structure V1, en vu d’obtenir ultérieurement des analogues disubstitués du type :

(cfp.52)

2.8.2-Stratégie, plan de synthese et composé obtenu

En absence de toute littérature sur ce sujet, nous avens réalisé la bromation de cette
pyridone par le N-bromosuccinimide. Nous avons opéré en présence d'une quantité
catalytique de peroxyde de benzoyle, au sein du chloroforme ( dans CCly4, le produit

de départ n'était pas soh

de départ n diantle m

d'une ampoule électrique. Cette réaction est de type radicalaire, 1'€clairage et la
présence de peroxyde de benzoyle jouant le role d'initiateurs radicalaires. Le spectre de
masse (cf.p. 206) montre que la fixation de brome a bien eu lieu en C-5 alors que le
spectre de RMN 1y prouve que le proton du C-5, qui était a 6,70 ppm, a disparu et
que celui du C-2 s’est déplacé de 8,25 a 8,48 ppm. Le schéma 33 précise la filiation

Vi= 41.

O
COOH
! l NBS
e
hv
Me N
O]

i

OMe

Vi 1
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PRINCIPAUX APPAREILLAGES UTILISES POUR LA PURIFICATION, ET
LA CARACTERISATION DES PRODUITS SYNTHETISES.

{  SUIVIDES REACTIONS |

¢ Le cours des réactions chimiques est controlé par chromatographie sur couche
mince (CCM) : Support: gel de silice Merk 60 F254 sur feuille plastique. Eluant:
mélanges appropri€s de solvants. Révélation en lumicre ultra violet 3 254 nm a l'aide
d'un appareil Desaga Min UVIS.

& Les proportions de constituants d’un mélange sont appréciées par
chromatographie en phase gazeuse (CPG): Delsi série 30.

{  PURIFICATION DES PRODUITS SYNTHETISES i

¢ Les séparations ont été réalis€es par chromatographie de type "Flash" sur
colonne de gel de silice (Merk gel de silice 60, granulométrie 0,063-0,200).
L.’élution des produits est obtenue par un mélange de solvants de polarité appropriée.

¢ Les proportions de solvants de recristallisation sont exprimées en vol./vol.

¢ Les rectifications (sous préssion réduite ou non) sont réalisées sur colonne de
Cadiot.

~ CARACTERISATION DES PRODUTTS SYNTHETISES

& Les rapports frontaux (Rf) sont déterminés sur gel de silice Merk 60 F254
déposé sur feuille plastique et I’élution réalisée par des solvants appropriés.

¢ Les points de fusion sont déterminés soit a l'aide d'un Banc de Kofler (et ne
sont pas corrigés), soit a 'aide de l'appareil Mettler FP1.

¢ Les spectres infra-rouges sont réalisés sur un appareil Pye Unicam SP 1000,
en film pour les liquides et en dispersion dans le nujol pour les solides.

¢ Les spectres RMN du proton sont effectués sur un appareil Hitachi / Perkin-
Elmer R24 B (60 MHz) et Bruker AC 200 (200 MHz) en solution dans un solvant
deutéré (Aldrich Chimie). Les déplacements chimiques sont exprimés en p.p.m. par
rapport au tétraméthylsilane (T.M.S.).

¢ Les spectres de masse sont obtenus sur un appareil Nermag R10.10 en
introduction directe [ionisation chimique (I.C.) ou impact électronique (I.E.)] au
service commun de spectrométrie de masse de 1’Université de Nancy I, sous la
direction de J. M.ZIEGLER que nous remercions trés vivement pour son amical
concours lors de I'interprétation des spectres.

¢ L’analyse élémentaire des produits finaux a été réalisée par le service central de

microanalyse du C.N.R.S. (Lyon).
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1.1-Obtention des 3-N-alecoyl(cycloaleoyl, aryl)amincbut-
Z-émoates d'éthyle Ig-f

*Méthode de synthese:

Le protocole opératoire €tant identique pour tous les dérivés Ig.f, nous ne
décrirons ici que la méthode d'obtention du 3-aminobut-2-énoate d'éthyle I

Dans un balion équip€ d'un appareil de Dean et Stark surmonté d'un réfrigérant
ascendant, sont introduits successivement 770 mmol ( 100 g ) d'acétylacétate d'éthyle,
100 ml du benzene, 1 ml d'acide acétique glacial et 1540 mmol ( 54g ) d'hydroxyde
d’ammonium (amine primaire pour les isologues Ih.f) puis le mélange réactionnel est
port€ a reflux durant 5 h. Au terme de ce temps de chauffage, il doit étre recueilli
13,8 ml d'eau. Apres retour a température ambiante, le solvant est éliminé sous vide
pour obtenir 93,3 g (Rdt:94%) du produit attendu qui est alors purifié par simple
rectification.

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.

J-aminobut-2-énoate d'éthyle Ia

O
H
| OEt
e
L{—_’T Me
H
CeH11NO2
Mr:129,05
Liquide jaune sombre Eb15(°C):105 Rdt:94%
RMN 1H (60 MHz/CClg):
d (ppm) 1,00-1,35 t 3H OCHoMe
1,80 S 3H Me
3,80-4,00 q 2H OCHyMe
4,30 s 1H C=CH
6,00 s 2H NH»
IR (film):
v (em- D 1640 v C=CH
1720 v C=0(ester)

3400-3500 v NH2
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3-N-éthylaminobut-2-énoate d'éthyle Ib

O
H
l OFEt
H—N Me
CgH15NO2
Mr:157,07
Liquide brun Eb1(°C): 80 Rdt:77%
RMN 1H (60 MHz/CCl4):
8 (ppm) 1,00-1,30 ¢ 6H 2 OCHoMe
1,80 s 3H Me
3,00-3,50 q 2H OCHoMe
390-4,10 g 2H OCHoMe
4,20 s 1H C=CH
8,05-8,10 d 1IH NH
IR (film):
v (em1) 1620 ' v C=CH
1700 v C=0(ester)
3300 v NH

3-N-n.butylaminobut-2-énoate_d'éthyle ¢

O
H
OEt
H=—N Me
C1oH19NO2
Mr: 185,04
Liquide brun Eb1(°C): 110 Rdt=99%
RMN 1H (60 MHz/acétone-dg):
o (ppm) 0,30-1,00 m 12H n.Bu+OCH2Me
1,30 S 3H Me
320-360 q 2H OCH72Me
6,70 s 1H C=CH
8,00-8,05 d 1H NH



PR

e
.4:’;

IR (film):
v (em1) 1600 v C=CH
1700 v C=0{ester)
3300 v NH

3-N-cvclopropvlaminobut-2-énocate d'éthyle Id

0
a i
H
I OEt
CoH15NO2
Mr:169,08
Liquide brun Eb1(°C): 89 Rdt:99%
RMN lH (60 MHz/CCly):
8 (ppm) 0,55-0,85 m 4H c.Pr
1,05-1,50 t 3H OCHyMe
1,90 S 3H Me
2,45-2,60 m 1H c.Pr
3,75-4,15 g 2H OCH>Me
4,40 S 1H C=CH
8,45-8,50 d 1H NH
IR (film):
v (em1) 1620 v C=CH
1700 v C=0(ester)
3300 v NH

3-N-cyclohexylaminobut-2-énoate d'éthvle le

\//U\ OEt

H—NT >

Me

C12H21NO2
Mr 211,11

Liquide brun Eb1(°C): 131 Rdt=82%
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RMN 1H (60 MHz/CCly):

o (ppmy) 0,55-1,05 m 10H c.Hex
1,10-1,25 ¢t 3H OCH>Me
1,95 s 3H Me
2,85-3,00 m 1H c.Hex
3,85-425 q 2H OCH>Me
4.45 S 1H C=CH
6,70-6,75 d 1H NH
IR (film): 4
v {em 1) 1620 v C=CH
1700 v C=0(ester)
3300 v NH
3-N-4-fluorophénylaminobut-2-énoate d'éthyle If
O
H
OEt
|
| Me
Ci2H14FNO2
Mr:223,11
Liquide brun Eb1(°C):143 Rdt:88%
RMN 1H (60 MHz/CClg):
d (ppm) 1,00-1,35 t 3H OCH2Me
1,75 s 3H Me
3,80-4,05 q 2H OCHoMe
4,40 S 1H C=CH
6,80-7,05 d 4H Ph
7,15-7,25 d 1H NH
IR (film):
v (em™D) 830 y CH(cycle benz. 1,4-disubstitué)

1610 v C=CH

1730 v C=0(ester)
3000 vy CH(cycle benz.)
3200 v NH



116
1.2-Qbtentiom des 3IJ-N-cycloslcoyl(aralcoyl,aryl)
aminobut-2-énemitriles Hg-a

*Méthode de synthese:

Le protocole opératoire étant identique pour tous les dérivés [Iz.4, nous ne
décrirons ici que la méthode d'obtention du 3-N-cyclopropylaminobut-2-eénenitrile
lia

Une suspension de 52 mmol ( 4,32 g ) de 3-aminocrotenonitrile, dans 105
mmol (6 g ) de cyclopropylamine est porté a reflux durant 2 h. ( au cours de cetie
réaction il se produit un abondant dégagement gazeux d'ammoniac ). Apres retour du
mélange réactionnel a température ambiante, le nitrile attendu précipite, il est tout
d'abord essor¢ puis lavé a 1'éther de pétrole et enfin recristallisé dans I'éthanol & 95°
qui fournit 6,35 g ( Rdt:98% ) du produit attendu se présentant sous forme d'une
poudre de couleur creme.

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.

3-N-cvclopropylaminobut-2-énenitrile  Ilg

C=N
X

H

H—N
Me
C7H10N?2
Mr:122,08
Poudre créme F(°C):50 Rdt:98%
RMN lH (60 MHz/CDC13):
d (ppm) 0,55-1,05 m 4H c.Pr
2,45 S 3H Me
2,90-3,05 m 1H c.Pr
4,05 s 1H C=CH
5,15-5,20 d 1H NH
IR (nujol):
v (em™1) 1620 v C=CH

2200 v CN
3310 v NH
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3-N-cvclohexylaminobut-2-énenitrile Up

C1o0H16N2
Mr:164,12
Cristaux blancs F(°C):88,9 Rdt:89%
RMN 1H (60 MHz/CDCl3):
S (ppm) 1,00-1,95 m 10H c.Hex
2,15 S 3H Me
3,05-3,10 m 1H c.Hex
3,80 S 1H C=CH
5,00-5,15 d 1H NH
IR (nujol):
v (em™1) 1610 v C=CH
2200 v CN
3300 v NH
3-N-henzviaminobut-2-énenitrile e
H C=N
|
H—N
C11H12N2
Mr:172,13
Cristaux créme F(°C):76,5 Rdt:70%
RMN 1H (60 MHz/CDCl3):
d (ppm) 2,30 s 3H Me
3,65 s 1H C=CH
4,05-410 4 2H CH»
5,05-5,10 d IH NH
7.15 s SH Ph
IR (nujol):
v (cm-1) 1610 v C=CH
2200 v CN

3310 v NH



F
C1oH9FN?
Mr:176,12
Cristaux roses clairs F(°C):106 Rdt:53%
RMN iH (60 MHz/CDCI3):
O (ppm) 2,25 s 3H Me
3,75 S 1H C=CH
5,55 S 1H NH
6,80-7,15 m 4H Ph
IR (nujol):
v (em1) 1610 v C=CH
2210 v CN
3310 v NH

1.3-Obtention des N-alecoyl{ cycloalcoyl, aralcoyl, aryl )
aminométhyldnecyanoacéiates d'éthyle [ly.g

*Méthode de synthese:

Le protocole opératoire €tant identique pour tous les dérivés Illa-g, nous ne
décrirons ici que la méthode d'obtention du N-butylaminométhylénecyanoacétate

d'éthyle Ila

Une solution de 59 mmol ( 10 g ) de 2-cyano-3-€thoxyacrylate d'éthyle dans
100 ml d'acétone additionnée de 59 mmol ( 4,3 g ) de n.butylamine est porté a reflux
durant 22 h. Aprés retour du mélange réactionnel a température ambiante, une partie
du solvant est éliminée sous vide et la liqueur résiduelle est abandonnée une nuit au
refrigérateur. L'ester attendu précipite sous forme de cristaux qui sont €ssorés et
recristallisés dans 'acétone ( ou un autre solvant qui est alors precisé ci-apres ) qui
fournit 11,4 g (Rdt:99% ) de 1115 .

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.
(Structure et caractéristiques de Il : cf. p.119)
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N-n, laminométhylénecyanoacétate d'éthyle Hlg
O
=C
OEt
H—N H
C10H16N202
Mr:196,10
Cristaux incolores F(°C):66,2 Rdt:99%
RMN 1H (60 MHz/CDC13):

O (ppm) 0,45-1,15 m 9H n.Bu
1,25-1,45 t 3H OCH2Me
4,15-4,55 q 2H OCH2Me
6,15 S 1H C=CH
7,90-8,00 d 1IH NH

IR (nujol):

v (em1) 1610 v C=CH
1690 v C=0(ester)

2200 - vVCN
3200 v NH

N-cyvclopropylaminométhylenecvanoacétate d'éthyle  1llp

CoH12N202
Mr:180,09

Cristaux blancs F°C:75,5 Rdt:50%
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RMN LH (60 MHz/CDCI3):

d (ppm) 0,95-1,10 m 4H c.Pr
1,20-1,55 t 3H OCH2Me
2,80-3,05 m iH c.Pr
4,00-4,55 q 2H OCH»>Me
7,00-7,20 d 1H NH
7,90 s 1H C=CH

IR (nujol):

v (cm1) 1630 v C=CH
1700 v C=0(ester)

2200 v CN
3200 v NH

N-cvclohexylaminométhviénecvanoacétate d'éthvie e

=C
| OEt
H;NH H
P
C12H18N202
Mr:222,12
Cristaux blancs F(°C):128 Rdt:72%
RMN IH (60 MHz/CDCI3):
3 (ppm) 0,45-1,35 m  13H c.Hex+OCH2Me
2,85-2.95 m 1H c¢.Hex
335-355 q 2H OCH?Me
7,55-7,65 d 1H NH
8,05 s IH C=CH
IR (Nujol):
v (em- b 1640 v C=CH
1700 v C=O(ester)
2200 v CN

3200 v NH
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N-benzylaminométhvlénecyvancacétate d'éthyle Illd

OEt

l
©

C13H14N202
Mr:230,13

Poudre blanche F(°C):104 Rdt:61%

Solvant de recristallisation: acétone-éther:2-1;

RMN !H (60 MHz/CDCI3):

O (ppm) 1,25-1,35 t 3H OCH2Me
4,15-425 q 2H OCH2Me
4,60 s 2H CH»
7,15-7,25 d 1H NH
7,90 s 1H C=CH

IR (nujol):

v (em ) 1610 v C=CH
1700 v C=0Ofester)
2200 v CN
3300 v NH

N-4-fluorophénviaminométhviénecvanoacétate d'éthvie e

Cristaux blancs F(°C):137 Rdt:78%
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RMN 1H (60 MHz/CDCl3):
d (ppm)

IR (nujol):
v {cm” 1)

e ]
£,

3H OCH2Me
2H GCHoMe
4H Fh
1H C=CH
1H NH

v C=CH

v C=0(ester)

v CN

v NH

N-(2-méthyl-4-hydroxyphényl Jaminométhylénecvanoacétate d'éthyle Iilf

Cristaux beiges

RMN lH (60 MHz/CDCI3):
3 (ppm)

IR (nujol):
v (cm"l)

C13H14N203
Mr:246,33

F(°C):193

1,30-1,45
2,65
3,95-4,30
6,95-7,35
7,55
7,15-7,85

1610
1690
2200
3200
3400

Q-mauﬁmc-o

Rdt:63%
3H OCH>Me
2H Me
2H OCH>Me
4H Ph
iH C=CH
1H NH

v C=CH

v C=0(ester)
v CN

v NH

v OH
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N-g-naphthvlaminométhvlénecvanoacétate d'éthyle _I_I_I_g

i:o

C16H14N202
Mr:266,37
Cristaux blancs F(°C):188 Rdt:76%
RMN 1H (60 MHz/CDCl3):
O (ppmy) 1,25-1,30 t 3H OCH2Me
425-435 q 2H OCH2Me
7,00-8,05 m 8H Napht.+C=CH
11,25-11,35 d 1H NH
IR (nujol):
v (em 1) 1605-1620 v C=CH
1680 v C=0(ester)
2210 v CN
3150 v NH

1.4-Obtention des N-alcoyl(cycloalcoyl, aralcoyl, aryl)
aminométhylénemalononitriles IV¥9-e

*Méthode de synthese:

Le protocole opératoire €tant identique pour tous les dérivés I1Va.e, nous ne
décrirons ici que la méthode d'obtention du N-n.butylaminométhylénemalononitrile
IVa

Une suspension de 40,9 mmol ( 5 g ) d'éthoxyméthylénemalononitrile et de
40,9 mmol ( 3 g ) de n.butylamine dans 50 ml du benzene est portée a reflux durant 1
h (0,5 h. pour I¥¢ ). Apres retour du mélange réactionnel a température ambiante, le
solvant est évaporé€ sous vide, le résidu est repris par de 1’acétone puis additionné de
charbon végétal. La filtration puis I'évaporation de la moitié de solvant donne
naissance a une liqueur résiduelle qui abandonnée une nuit a 5°C, conduit a un
précipité dont l'essorage fournit 3,25 g ( Rdt: 53 %) du produit attendu sous forme de
poudre orange.

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.
(Structure et caractéristiaues de [Vg : cf. p.124)
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N-n.burviaminométhylénemalononitrile IVga

X

H—N" H

KJ
A

CgH11N3
Mr:149,27

N=C Cz=N

Poudre orange F(°C):98

RMN !H (60 MHz/CDCI3):
& (ppm) 0,45-1,15
7,15
8,15-8,25

IR (nujol):
v (em-1) 1615
2210
3200

N-cyciohexylaminométhylénemalononiiriie 1¥p

X

H—N H

N=C C=N

CioH13N3
Mr:175,31

Poudre jaune claire F(°C):177

RMN 1H (60 MHz/CDC13):
5 (ppm)

IR (nujol):
v (cm- D) 1620

m

S

d

Q-mBB

OH
1H
IH

v C=CH
v CN
v NH

10H

1H

A L3

1H

v C=CH
v CN
v NH

Rdi:53%

Rdt:64%

¢.Hex
c.Hex
C=CH
NH
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N-benzylaminométhylenemalononitrile IV¢

NECICEN
|

H—N H
O]
C11H9N3
Mr:183,29
Poudre jaune F(°C):150 Rdt:68%
RMN 1H (60 MHz/CDCI3):
3 (ppm) 0,65-1,20 m 10H CH»
7,15-7,25 m SH Ph
7,55 s 1H C=CH
8,15-825 4 1H NH
IR (nujol):
v (em-1) 1600 v C=CH
2200 v CN
3150 v NH

N-4-fluorophénylaminométhvienemalononitrile IVd

NECIC_:_N
|

H—N H

F
C10H6FN3
Mr:187,12
Cristaux blancs F(°C)>260 Rdt:40%
RMN lH (60 MHz/CDCl3):
d (ppm) 7,05-7,25 m  4H Ph
7,45 s 1H C=CH
3,25-8,30 d 1H NH
IR (nujol):
v (em1) 1605 v C=CH

2216 v CN
3300 v NH
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N-3-méthylphénviaminométhviénemalononitrile Ve

l

RN
@
i §
\V/\\Me
C11H9N3
Mr:183,13
Poudre jaune F(°C):191,3 Rdt:57%
RMN H (60 MHz/CDCl3):
& (ppm) 2,05 s 3H Me
7,15-7,35 m  4H Ph
7.55 5 1H C=CH
3,15-8,20 d 1H NH
IR (nujol):
v em-1) 1600-1680 v C=CH
2150 v CN
3300 v NH

1.5-Obtention du S-Ne-cyclohexylamino-2,4-dicyanohexa-
Z4-di¢monte d'éthyle 1

1.5.1-Obtention du stéréo-isomere (2Z,4B) lLg
*Méthode de synthese:

Un mélange équimoléculaire de 170 mmol ( 28,4 g ) du 3-N-cyclohex-
ylaminobut-2-¢nenitrile IIp et de 172 mmol ( 29,1 g ) de 2-cyano-3-éthoxyacrylate
d'éthyle avec 0,5 ml d'acide acétique en solution dans 60 ml de toluene, est porté a 80-
90°C durant 5 h. Apres retour du mélange réactionnel 2 température ambiante et
¢limination compléte du solvant au rotavapor, la liqueur résiduelle est additionnée de
100 ml du mélange acétone-éther de pérole ( 1-1 ) dans lequel l'ester 14 précipite.

Apres essorage, le produit est recristallisé dans 1'éthanol a 95° pour fournir
31,2 g (Rdt:63% ) de 15 sous forme de cristaux roses.

*Caractéristiques physico-chirniques et spectroscopiques.
{Siructure et caractéristiques de 1g : cf. p. 127)



-

™

~4

S-N-cvclohexvlaming-2 4-dicvanohexa-2 4-di¢noate d'éthvle.  1g

C16H21N302
Mr:287,17
Cristaux roses F(°C):179 Rdt:63%
RMN 1H (500 MHz/CDCl3):
d (ppm) 1,20-1,40 m  5H ax+3H
c.Hex+Me
1,65-:2,0 m  SHeq c.Hex
2,40 s 3H OCH2Me
3,55-3,66 m 1H c.Hex
4,25-430 q 2H OCH>Me
6,65-6,70 d 1H NH
(J=8Hz)
(urradié a 3,6ppm=>s a 6,7)
7,95 s 1H C=CH
IR (nujol):
v (em 1) 1600 v C=CH
1700 v C={ester)
2210 v CN

3300 v NH



RMNI13C (CDC13):

14,30 CH3CH?

14,90 CH3C(6)(large)
24,70 C3-Cs'

33,10 C2-Ce'

55,00 Cr(large)
61,60 OCH»

79,30 Cs

88,80 C3(large)
115,20 NC-Cs(large)
115,30 NC-C3(Jp4=12)
147,10 Ca(large)
165,00 C=0(J4.4=6)
168,60 Ce(large)

1.5.1-Obtention du stéréo-isomere (2Z,4Z) 4

*Méthode de synthese:

Un mélange de 17 mmol (5 g ) de 5-N-cyclohexylamino-2,4-dicyanohexa-2.4-
diénoate d'éthyle 15 et de 20 mmol ( 4,2 g ) de 1-(2,2-di€¢thoxyéthyl)pipéridine, en
solution dans 30 ml de DMF, est chauffé a reflux durant 1 h. Apres retour du mélange
réactionnel a température ambiante, la majorité du solvant est évaporée au rotavapor.
Apres addition de 50 ml d'eau, I'ester attendu est extrait a 1'aide de 3 fois 50 ml de
benzene. Les phases organiques sont réunies, séchées sur sulfate de magnésium et
concentrées sous vide. Le résidu pulvérulent ainsi obtenu est successivement lavé a
l'acétone, l'éther de pétrole et I'éther éthylique et fournit 2,85 g ( Rdt:57% ) du produit
attendu 1p sous forme d'une poudre jaunatre.

*Caraciéristiques pﬂvSu,O ullmlqucs et specu pigues.

5CO
(Structure et caractéristiques de ip : cf. p )



1b
C16H21N302
Mr:287,17
Poudre jaune F(°C):115 Rdt:57%
IR (nujol):
v (em ) 1640 v C=CH
1720 v C=0O(ester)
2210 v CN
3310 v NH
SM(LE):
m/z 2054 133 1 41 55 160 | 79 67 105 1177 1 117 1287 | 90

Abondance relative% | 1001 60,7 1 43 | 30 | 185 ] 18511851 14611151 7 154 |54

m/z 2724 258 1242 1 198 | 1
IAbondance relative% 3 3 3 291 28

1.6-Obtention de 7-N;N-diméthylamino-S-N-cyclohexyls
amine-2,4-dicyanchepta-2,4,6-tridnoate d'éthyle 2

*Méthode de synthese:

Dans un ballon, surmonté d'un réfrigérant ascendant, sont introduits
successivement 34 mmol ( 10 g ) de 13, 50 ml de DMF et 44 mmol ( 5,3 g ) de 1,1-
diméthoxytriméthylamine (DMF diméthylacétal). Ce mélange réactionnel est port€ a
reflux pendant 30 min. Apres retour 4 température ambiante, le solvant est concentré
sous vide. Apres addition de 20 ml d'eau, le produit attendu est extrait a 1'aide de 3
fois 30 ml de toluene. Les phases organiques sont réunies, séchées sur sulfate de
magnésium ¢t concenirées sous vide pour fournir 7,35 g ( Rdt:62% ) du produit
attendu 2 sous forme de cristaux jaunes.

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.
(Structure et caractéristiques de 2 ¢ ¢f. p. 130)




7-N.N-diméthyvlamino-5-N-cvclohexylamino-2 4-dicvanohepta-2 4,0-trienoate

d'éthyle 2

H
NC .~ CN

COOE|
H—N e

C19H26N402
Mr:342,21

Cristaux jaunes F(°C):184 Rdt:62%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )

T, ¢ Athor ., .
Eluant: acétone-éther de pétrole: 1-1

Rf:0,45

RMN !H (500 MHz/CDCI3):

3 (ppm) 1,20-1,40 m SHax+3H c¢.Hex+OCHyMe
1,65-2,00 m SHeq c.Hex
3,00-3,25 m 6H NMer
3,40-3,45 m 1H c.Hex
4,20-4,25 q 2H OCH2Me
4,65-4,70 d 1H N-CH=CH

(J=12Hz)

5,80-5,85 d 1H NH
(J=8Hz)

(irradi€ a 3,45ppm=> s a 5,85)

7,10-7,15 d 1H N-CH=CH

7,85 s 1H C=CH

IR (nujol):
v (em 1) 1600 v C=CH

1710 v C=0(ester)
2200 v CN

1100 v NH

DAV
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RMNI13C (CDCl3):

Numérotage de
spectrometre
RMN

14,55 CH3CH»
24,60 C3-Cs'

25,10 Ca

32,30 C2-Cé

39,45 NCH3

45,80 NCH3

54,30 Cr

60,60 OCH2

75,60 Cs

81,00 C

85,85 N-CH=CH
117,45 NC-C(5)

118,20 NC-C(3)(3J>12)
151.25 Ca(11=156)
156,70 N-CH=CH
166,80 C=0(Jy.4<6)
168,40 Cs

Analyse élémentaire: C19Hp6N4072

C% H% N%
Caic. 66.06 7.6 16,38
Tr, 66,49 7.7 16,16

1.7-Obtention de I-N-cyclohexyl-¢-N,N-diméthyl-
aminovinyl-2-0x0-1,2-dibhydropyridine
«3,5-dicarbonitrile 3

*Méthode de synthése:

Un mélange de 69 mmol ( 20 g ) de 7-N,N-diméthylamino-5-N-
cyclohexylamino-2,4-dicyanohepta-2.4,6-tricnoate d'éthyle 2 et de 88 mmol (10,6 g)
de 1,1-diméthoxy-triméthylamine dans 100 ml de DMF, est porté a reflux pendant 1 h.
Apres retour du mélange réactionnel a température ambiante, le solvant est concenté
sous vide. Aprés addition de 50 ml d'eau, le produit attendu est extrait a l'aide de 3
fois 50 ml de toluéne, Les phases organiques sont reunies, séchées sur sulfate de



19275
boad

magnésium et concentrées sous vide. La recristallisation du résidu obtenu dans
I'éthanol 2 95° fournit 10,10 g ( Rdt:49% ) du produit 3 sous forme de cristaux
violets.

*Caractéristiques physico-chimigues et spectroscopiques.

I-N-cyclohexyl-6-N.N-diméthvlaminovinvl-2-oxo-1.2-dihydiropvridine-3 .5 -
dicarbonitrile 3

C17H20N40
Mr:296,20

Cristaux violets F(°C):171,5 Rdt:49%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther de pétrole: 1-1

R£:0,66
RMN 1H ( 500 MHz/CDCI3 ):

d (ppm) 1,25-2,00 m 10H c.Hex
2,60-2,65 m 1H ¢.Hex
3,00-3,25 m 6H NMe»
4.80-4,95 d 1H N-CH=CH
7,55-7,60 d 1H N-CH=CH

(J=13Hz)
IR (nujol):

v (eml) 1590-1630 v C=CH

1680 v C=0(cétone)

2200 VCN
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RMN13C (CDC13):
25,10 Ca
26,30 C3-Cs
28,60 C2»-Ce
37,55 NCHz(large)
45,50 NCH73(large)
62,90 Cr
85,50 Cs(J=3)
85,85 N-CH=CH
97,55 C3
115,70 NC-C3(J=6,3)
119,20 NC-Cs(J=5)
147,25 Ca(1J=168.5)
152,00 N-CH=CH
160,00 Cs
160,75 C=0
SM(LE):
m/z 214 | 138 | 296 | 42 84 71 55 197 | 183 { 252 81
Abondance relative% 100 199417551714 1418136,71 36,7 130612441 204 ;163
m/z 171 | 159
Abondance relative% 1321 11.2
Analyse €lémentaire:C17HpN40
C% H% N% 0%
Calc. 68.91 6.75 18,91 5.40
Tr: 68.89 6.83 18.83 5.45
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1.8-Obtention de I-N-cyclohexyl-Z-ox0-5-hydroxy-
1,2-dihydreo-1,6-naphtyridine-3-carbemnitrile 4

*Méthode de synthése:

A une suspension de 27 mmol { 8,2 g ) de 1-N-cyclohexyl-6-N,N-
diméthylaminevinyl-2-oxo0-1,2-dihydropyridine-3,5-dicarbonitrile 3, dans 50 mi
d'acide acétique maintenu & 40°C est ajouté, goutte a goutte, en 30 min., un mélange
de 280 ml a parties egales d'acide bromhydrique a 40% et d'acide acétique. Cette
liqueur réactionnelie est chauffée a 50-60°C durant 3 h. Apres retour a température
ambiante, les solvants sont €liminés sous vide, et la liqueur résiduelle est versée dans
100 ml d'une solution saturée de carbonate de potassium maintenue & 0°C. Le précipité
formé est tout d'abord lavé a l'eau puis essoré et enfin seché, ce qui fournit 7,1 g (
Rdt:79% ) d'une poudre beige ( F>260°C ) correspondant a 4.

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.

1-N-cyclohexvi-2-oxo-S-hydroxy-1.2-dihvdro-1.6-naphtyridine-3-carbonitrile 4

N=C
O N

He OH
o’ | NN
~
| H,
/L\\ H,

P
C15H15N302
Mr:269,16
Poudre beige F(°C)>260 RAt:79%
RMN lH (60 MHz/CClg):
O (ppm) 1,00-1,20 m 10H c.Hex
4,25-4770 m 1H c.Hex
6,80-6,95 d 1H Ha
7,30-7,45 d 1H Hb
8,40 8 1H Hc
IR (nujol):
v (em-1) 1630 v C=CH
1680 v C=0(cétone)
2200 v CN
3200 v OH
Analyse élémentaire: C15H15N302
C% H% N%
Calg. 65.59 5.66 14.19
Tr, 66,90 5.57 15.61
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1.9-Obtention de 'acide I-N-cyclohexyl-Z-oxo-S-hydroxy-
1,2-dibydre-1,6-naphiyridine-3-carboxyligue )

*Méthode de synthese:

Une solution de 81 mmol ( 2,2 g ) de 1-N-cyclohexyl-2-0xo0-5-hydroxy-1,2-
dihydro-1,6-naphtyridine-3-carbonitrile 4 dans 10 ml d'eau distillée contenant 2 g
d'hydroxyde de potassium est portée a reflux pendant 15 h. Aprés retour du mélange
réactionnel & température ambiante, le milieu réactionnel est acidifié afin de précipiter
l'acide § qui est d'abord lavé a I'eau puis essoré et enfin séché a l'air, ce qui fournit
1,8 g ( Rdt:77% ) de 1'acide § attendu se présentant sous forme d'une poudre
beige.(F>260°C).

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.

Acide 1-N-cyclohexyi-2-0x0-5-hydroxy-1.2-dihvdro-1.6-naphtyridine-
3-carboxylique 5§

C15H16N203
Mr:288,14
Poudre beige F(°C)>260 Rdt:77%
RMN 1H (60 MHz/CCla):

O (ppm) 1,05-1,25 m 10H c.Hex
3,65-3,80 m 1H c.Hex
7,00-7,05 d 1H Ha
7,30-7,35 d 1H Hb
8,50 S 1H Hc

IR (pastille de KBr):
v cm1) 1620-1650 v C=CH
1690 v C=0(cétone)
1750 v C=0(acide)

2990-3000 v CH(arom.)
3400 v OH
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1.30-Obtention de S-amine-2,4-dicyanohexa-2,4-dié¢noate
d'&thyle &

*Meéthode de synthese:

Un mélange de 60 mmol ( 5,1 g ) de 3-aminocrotononitrile et de 60 mmol
(10,5 g ) de 2-cyano-3-éthoxyacrylate d'éthyle dans 50 ml d'alcool absolu est chauffé
a 50°C pendant 22 h. Par refroidissement, il se forme un précipité qui est essoré et
séché ce qui fournit 7 g ( Rdt:56% ) de produit attendu § sous forme d'une poudre
jaune.

*Caractéristiques physico-chimiques et spectrosCopiques.

S-amino-2 4-dicvgnohexa-2 4-diénoagte d'éthvle 6

EtOOC - CN
o |
H-—IH\I Me
H
C10H11N302
Mr:205,10
Poudre jaune F(°C):220 Rdt:56%
RMN 1H (200 MHz/DMSO-dg):
O (ppm) 1,15-1,40  t 3H OCH>Me
2,30 s 3H Me
4,00-4,35 q 2H OCHoMe
7,90 S 1H C=CH
9,00 s 2H NH?
IR (pastille de KBr):
v (el 1610 v C=CH
1700 v C=0O(ester)
2210 v CN

3300-3400 v NH?
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1.11-Obtention de 2-amine-S-cyano-6-méthylpyridine-
Jecarboxylate d*éthyle 7

*M¢éthode de synthese:
1.11.1-Au départ du 3-aminocrotonitrile

Un mélange équimoléculaire de 207 mmol { 17 g ) de 3-aminocrotononitrile,
200 mmol { 20,2 g ) de wiéihylamine et de 204 mmol ( 34,5 g ) de 2-cyano-3-
¢thoxyacrylate d'éthyle en solution dans 160 ml d'alcool absolu, est agité a
température ambiante durant 72 h. Aprés €limination des solvants, le résidu huileux
obtenu est lavé d'abord a l'acétone puis a 1'éther pour fournir 3,3 g (Rdt:8%) de l'ester
attendu 7.

1.11.2-Au départ du produit 5-amino-2,4-dicyanohexa-
2,4-diénoate d'éthyle ¢

Une suspension de 4,87 mmol ( 1 g ) de S-amino-2,4-dicyanohexa-2,4-di€noate
d'éthyle 6, dans 5 ml du DMSQO, est portée a reflux pendant 20 min. Apres avoir
refroidi le ballon, la liqueur résiduelle est versée dans 50 ml d'eau, le produit attendu
est extrait a l'aide de 3 fois 50 mli d'éther. Les phases organiques sont réunies, séchées
sur sulfate de magnésium et concentrées sous vide pour fournir 0,3 g ( Rdt:30% ) de
produit attendu 7 sous forme de cristaux jaunes.

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.

2-amino-5-cyano-0-méthylpvridine-3-carboxylate d'éthyle 7

Me N NH,

NC

C10H11N302
Mr:205,10

Cristaux jaunes F(°C):180 Rdt:30%

RMN !H (60 MHz/CF3COOD):

o (ppm) 1,15-1.40 t 3H OCH2Me
2,40 s 3H Me
4,00-4,45 q 2H OCH2Me
7,95 s 2H NH2
8,25 S 1H C=CH

IR (pastille de KBr):

v eml) 1600 v C=CH
1700 v C=0(ester)
2200 v CN

3300-3400 v NH?2
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1.12-Obtention des NyN-diméthylaminométhylé¢neacylacés-
tates d'éthyle g-10

*Méthode générale de synthese.

Un mélange de 170 mmol d'acylacétate d'éthyle, et de 290 mmol de 1.1-
dimethoxytriméthylamine dans 200 ml de benzene, est tout d'abord maintenu a
termpérature ambiante pendant 5 h. puis porté a reflux durant 2 h. Aprés
refroidissement, le solvant est €limin€ sous vide et le produit résiduel purifié comme
suit selon son éat

-Liguide §: Distillation sous pression réduite.
-Solide 9,18: Recristallisation dans le mélange de solvants appropriés.

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.

NN-diméthvliaminométhviéneacélacérate d'éthvle 8

o O
. )J\/‘)L\ .
Me—“T)\H
Me
CoH1s5NO3
Mr:185,07
Liquide brun Eb1(°C):190 Rdt:99%.
RMN 1H (200 MHz/CDCl3):
d (ppm) 1,00-1,15 t 3H OCH2Me
2,00 S 3H Me
2,85-2,85 d 6H N-Meo
390-4,05 q 2H OCHoMe
8,10 S 1H C=CH
IR (nujol):
v (cm1) 1600 v C=CH
1640 1 C=0(cétone)

1700 v C=0(ester)
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Ci4H17NO3
Mr:247.13

Cristaux jaunes F(°C):60 Rdt:92%.

Solvant de recnstallisation: hexane-éther: 1-1.

RMN H (200 MHz/CDCI3):

& (ppmy) 0,85-1,00 t 3H OCHoMe
3,05 8 6H NMe?2
3,90-4,0 qg 2H OCHoMe
7,25-7,80 m  6H Ph + C=CH

IR (nujol):

v {cmb 1610 v C=CH
1650 v C=0(cétone)
1700 v C=0(ester)

NN-diméthylgnunométhyléne-4-nitrobenzovlacétate d'éthvie 10

™~ OEt

C14H16N205
Mr:292,11

Cristaux orange F(°C):116 Rdt:82%.
Solvant de recristallisation: acétone-éther-€ther de pétrole: 2-1-1.

CCM:
Support: gel de silice 60 Fas4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1
Rf: 0,33

RMN 1H (200 MHz/CDCI3):
o (ppm) 0,95-1,05 t 3H OCH2Me
2,60-345 m 6H NMeo
395-4,15 q 2H OCH7Me
7.80-8,25 dd  SH Ph + C=CH
IR (nujol):
v cm b 1600 v C=CH
1640 U C=0{cétone)
1700 v C=0(ester)
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1.13-Obtention des N-cycloalcoyl(aralecoyl, aryl)-
aminométhyléneacylacétates d'éthyle Ya-v

*Meéthode de synthese:

A une suspension de 8 mmol de N,N-diméthylaminométhyléneacylacétates
d'éthyle 8, 8 ou 1§, dans 50 mi d'alcool absolu, sont ajoutées 12 mmol de I'amine
( RNH?2 ) puis ce mélange réactionnel est porté 15 h.a reflux. Apres retour du mélange
réactionnel a température ambiante puis élimmation du solvant, la liqueur résiduelle est
additionnée de 50 mi d'éther de pétrole et ce mélange est abandonné une nuit a 4°C. Le
précipité formé est, le cas échéant, purifi€ par un moyen adéquat.

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.

N-cyclopropylaminométhyleneacétylacétate d'éthvle. Ya

0o o0
| |
Me | OEt
H—N H
C10H15NO3
Mr:197,08
Cristaux blancs F(°C):40 Rdt:76%.
RMN lH (60 MHz/CCly):
d (ppm) 0,75-1,05 m 4H c.Pr
1,25-1,55 't 3H OCH2Me
2,40 s 3H Me
2,95-3,10 m 1H c.Pr
4,00-435 q 2H OCH)yMe
7,95-800 d 1H C=CH
10,50-11,00 d  1H NH
IR (nujol):
v (em-b 1610 v C=CH
1650 v C=0(cétone)
1720 v C=0(ester)

3200 v NH
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N-cyclohéxylaminométhvieneacétylacétate d'éthyle. Vhp

OFt

C13H21NO3
Mr:239.11

Cristaux beiges F(°C):30 Rdt:85%.

Purification par chromatographie sur colonne de gel de silice ( €luant :éther-€ther
de pewmole:1-1).

RMN H (200 MHz/CDCl3):

O (ppm) 1,00-1,90 m 13H c¢.Hex+OCH2Me
4,15-420 q 2H OCH2Me
2,40 s 3H Me
3,10-3,25 m IH c.Hex
790-805 d 1H C=CH
11,00-11,10 4 1H NH
IR (nujol):
v (em™ b 1600 v C=CH
1640 v C=0(cétone)
1710 v C=0O(ester)
3150 v NH
N-benzvigminométhyléneacétylacérate d'éthyle. Ve
Me OEt
Ci4H17NO3
Mr:247,13
Cristaux blancs F(°C):90 Rdt:80%.

Solvant de recristallisation: éthanol a 95°.
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RMN 1H (200 MHz/CDCI3):

d (ppm) 1,15-1,20 t 3H OCH2Me
2,55 5 3H Me
4,10-425 g 2H OCHyMe
4,60-4,70 d 2H CH?
7,20-7,45 m  SH Ph
8,00-8,05 d iH C=CH
11,25-11,30 4 1H NH

IR (nujol):

v (e 1) 1600 1 C=CH
1655 v C=0(céione)
1705 v C=0(ester)
3160 v NH

N-4-fluorophénylaminométhyiéneacérviacérate d'éthyle. ¥Vd

Me OFt

F

C13H14FNO3
Mr:251,11

Cristaux blancs F(°C):60 Rdt:63%.
Solvant de recristallisation: éther-éther de pétrole: 1-1.

RMN 1H (60 MHz/CCl4):

d (ppm) 1,1-1,3 t 3H OCHoMe
2,4 s 3H Me
3,9-43 q 2H OCHoMe
6,9-7,1 m 4H Ph
8,1-8,2 d 1H C=CH
11,05-11,15d 1H NH

IR (nujol): .

v (cm™t) 1605 v C=CH
1620-1650 v C=0(cétone)
1715 v C=0(ester)

3100 v NH



Me 4\ Me
Me

C17H23NO3
Mr:289

Poudre creme F(°C):28

OQEt

Rdt:52%.

Purification par chromatographie sur colonne de gel de silice (€luant: éther-éther

de pétroie : 2-8).

RMN 1H (200 MHz/CDCI3):

8 (ppm) 1,25-145 m

2,55 S
425-430 q
7,00-7,45 dd
8,45 5
12,60-12.65 d
IR (nujol):
v (em1) 1600
1650
1705
3000

12H

3H

2H

4H
1H
IH

t.Bu+QCHyMe
Me

OCHyMe

Ph

C=CH

NH

v C=CH

v C=0(cétone)
v C=0(ester)
v NH

C14B17NO4

Mri263,13
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Poudre jaune F(°C):153 Rdt:80%.

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: éther-éther de pétrole: 2-1
Rf:0.28

RMN 1H (200 MHz/CDCl3):

S (ppm) 1,35-1,40 t  3H OCH2Me
-2.15 5 3H Me
2.55 s 3H Me
4,25-435 q 2H OCH2Me
6,50-7,05 m  3H Ph
7,25 s 1H OH
8,55 S 1H C=CH
11,00-11,05 d 1H NH
IR (nujol):

v em b 1600 v C=CH
1640 v C=0(cétone)
1700 v C=0(ester)
3300 v NH
3350 v OH

N-(2-méthyl4-hydroxyphénylaminométhyléneacérylacérate d'éthyle. Vg

Me ™ OFt

C14H17NO4g
Mr:263,15

Poudre brune F(°C): 142 Rdt:73%.
Solvant de recristallisation: acétone-éther-éther de pétrole: 2-1-1.
CCM:

Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )

Eluant:€ther-éther de pétrole: 1-1
Rf:0,37
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RMN 1H (200MHz/DMSO-dg):

8 (ppm) 125135 t 3H OCHMe
2,15 5 3H Me
2,20 S 3H Me
4,15-420 q 2H OCH2Me
6,80-7,25 m  3H Ph
8.45-8,45 d IH C=CH
9,45 s 1H OH”
12,85-12,80 d 1H NH

IR (nujol):

v (em b 1610 v C=CH
1630 v C=0(cétone)
1690 v C=0(ester)
3300 v NH
3400 v OH

N-I-naphtvlaminomérhyleneacérvlacétate d'éthyle. ¥h

O O
Me OFt

|
H—N H

C17H17NO3
Mr:283,18

Cristaux crémie F(°C):96 Rdt:74%.

Solvant de recristallisation: acétone-éther-éther de pétrole: 2-2-1.

RMN 1H (200 MHz/CDCI3):
8 (ppm) 1,30-1,40 ¢ 3H OCH2Me
2.65 S 3H Me
4,20-435 g 2H OCH2Me
7,45-815 m 8H Napht.+C=CH
8,65-8,75 d 1H NH
IR (nujol):
v (cm 1) 1600 v C=CH
1650 v C=0(cétone)
1700 v C=0{ester)

3200 v NH



N ORt

C15H17NO3
Mr:259,16
Cristaux beiges F(°C):58 Rdt:89%.
CCM:
Support: gel de silice 60 Fas54 ( feuille de plastique )
Eluant: €ther-€ther de pétrole: 1-1
Rf:0,21
RMN 1H (200 MHz/CDCl3):
S (ppm) 0,85-1,00 m 7H c¢.Pr+OCH2Me
2,90-3,10 m 1H c.Pr
390-405 g 2H OCH2Me
7,20-745 m S5H Ph
8,25-8,25 d 1H C=CH
10,60-10,65 d 1H NH
IR (nujol):
v (cm- 1) 1600 v C=CH
1640 v C=0(cétone)
1700 v C=0(ester)
3200 v NH
N-cyclohéxylaminomérhylénebenzoylacétare d'éthyle. Vj
C18H23NO3
Mr:301,19
Cristaux créme F(°C):82 Rde:91%.
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RMN 1H (200 MHz/CDC13):

o (ppm) 0,90-1,10 t  3H OCH2Me
1,20-2,05 m 10H c.Hex
3,25-3,30 m 1H c.Hex
395405 q 2H OCHyMe
7,25-7,65 m  5H Ph
8,00-8,15 d 1H C=CH
10,60-10,65 d  1H NH

IR (nujol):

v {em 1) 1610 v C=CH
1645 v C=0(cétone)
1700 v C=0(ester)

3100 v NH
N-benzylaminométhylénebenzoylacétate d'éthyle. Ik
O O
|
OEt
C19H|9NO3
Mr:309.,20
Cristaux blancs F(°C):112 Rdt:97%.

Solvant de recristallisation: éthanol & 95°,

CCM:
Support: gel de silice 60 Fasy ( feuille de plastique )
Eluant: éther-éther de pétrole: 2-1
Rf:0,42

RMN 1H (200 MHz/CDCl3):

& (ppm) 0,90-1,05 t 3H  OCHyMe
3,90-400 g 2H OCH?Me
4,60-465 d 2H CH?
7,20-7,60 m 10H 2Ph
820-825 d 1H  C=CH
10,80-10,85d 1H  NH

IR (nujol):

v (emD) 1605 © C=CH
1630 v C=0(cétone)
1680 v C=0O(ester)

3210 v NH
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N/

C18H16FNO3
Mr:313,19

Cristaux créme F(°C):110 Rdt:40%.
Solvant de recristallisation: éther-€ther de pétrole:2-1.
CCM:

Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )

Eluant: éther-éther de pétrole: 1-1

Rf:0,48
RMN 1H (200 MHz/CDCl3):

o (ppm) 0,90-1,15 t 3H OCHMe
4,00-4,15 g 2H OCHyMe
7,00-7,80 m  9H 2Ph
8,15-820 d 1H C=CH
11,00-11,05 4 1H NH

IR (nujol):

v (em'h 1610 v C=CH
1650 v C=0(cétone)
1710 v C=0O(ester)

3100 v NH

N-4-t.burviphényvlaminométhylénebenzoylacétate d'éthyle. ¥m

™~ Ot
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C22H25N03
Mr:351,24
Poudre jaune F(°C)y:94 Rdi:90%.
RMN 1H (200 MHz/CDCl13):

3 (ppm) 0,80-1,00 ¢ 3H OCH2Me
1,25-1,30 m  9H t.Bu
4,00-4,15 q 2H OCH2Me
7,00-7,85 m  8H 2Ph
820-8,55 d 1H C=CH
10,95-11,05 d 1H NH

IR (nujol):

v (em1) 1610 v C=CH
1630 v C=0(cétone)

1700 v C=0(ester)
3100 v NH

N-(2-hvdroxv-4d-méthviphénylJaminométhyienebenzoviacétate d'éthvle. ¥Vn

™ OFt

OH
©
Me
C19H19NO4
Mr:325,20
Poudre jaune F(°C):198 Rdt:66%.
RMN 1H (200 MHz/DMSO-de):
d (ppm) 1,05-1,15 t 3H OCH2Me

2,25 S 3H Me
4,00-4,10 q 2H OCH)oMe
6,95-7,00 m 2H Ph
7,45-7,85 m  6H 2Ph
8,45-8,85 d IH C=CH
10,65 S 1H 05!
11,05-11,20 d 1H NH

IR (nujol):

v em ) 1610 v C=CH

1630 v C=0(cétone)
1760 v C=0(ester)
3100 v NH

3250 v OH



™~ QFEt

NO,

C15H16N205
Mr:303,16

Cristaux jaunes F(°C):98 Rdt:93%.

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: €ther-éther de pétrole: 2-1
Rf0,4

RMN 1H (200 MHz/CDCI3):
8 (ppm) 0,70-1,05 m 7H c.Pr+OCH2Me
305-3,10 m 1H c.Pr
375-385 q 2H OCH7Me
745760 d  2H Ph
8,20-8,40 m 3H Ph+C=CH
11,05-11,10 d  1H NH

IR (nujol):
v (cm 1) 1600 v C=CH
1640 v C=0(cétone)
1700 v C=0(ester)
3200 v NH

N-cyclohexylaminométhyléne-4-nitrobenzoviacétate d'éthyle. Vp

O
[
@ | OEt
B T TIN

H
~

NO;

Ci8H22N205
Mr:345.19

Poudre blanche F(eC):129 Rdt:93%.
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~

RMN 1H (200 MHz/CDC13):

d (ppm) 0,80-1,05 t 3H OCH2Me
1,20-2,05 m 10H c.Hex
3,45-3,50 m 1H c.Hex
3,90-4,10 g 2H OCH?Me
7,40-7,55 d 2H Ph
8,15-8,20 m 3H Ph +C=CH
10,55-11,00 d 1H NH

IR (nujol):

v (em 1) 1600 v C=CH
1620 v C=0(cétone)

1700 v C=0(ester)
3200 v NH

N-benzylaminométhyléne-4-nitrobenzoylacétate d'éthyle. Vg

OEt

C19H18N205
Mr:366,20

Poudre blanche F(°C):120 Rdt:90%.

CCM:
Support: gel de silice 60 Fpsq4 ( feuille de plastique )
Eluant: éther-¢ther de pétrole: 2-1
Rf:0,42

RMN 1H (200 MHz/CDCI3):

O( ppm) 0,85-1,15 t 3H OCH>Me
395-4,10 g 2H OCH>Me
450-4,60 d 2H CH>
7,35-7,70 m  TH 2Ph
8,20-8,45 m 3H Ph +C=CH
10,55-11,05d 1H NH
IR (nujol):
v (em 1) 1610 v C=CH
1620 v C=0(cétone)
1680 v C=0ester)

3250 v NH



Vr
C18H15FN205
Mr:357,19
Poudre jaune F(°C):120 Rdt:98%.

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: éther-€ther de pétrole: 2-1
R£:0,58

RMN 1H (200MHz/CDCI3):

S (ppm) 0,95-1,10 t 3H OCHoMe
4,00-4,15 q 2H OCH>Me
7,20-7,55 m  SH Ph+NH
7,70-8,30 m  4H Ph
8§,45-860 d 1H C=CH

IR (nujol):

v (em 1) 1610 v C=CH
1640 v C=0(cétone)

1720 v C=0(ester)
3200 v NH

N-4-t.butylphénylaminométhyléne-4-nitrobenzoviacétate d'éthyvle. Vs

™ OEt
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C22H24N205
Mr:396,24

Poudre orange F(°C):94 Rdt:79%.

Solvant de recristallisation: ¢ther-éther de pétrole-acétone: 1-1-2.

RMN 1H (200 MHz/CDCI3):
S (ppm) 0,80-0,90 ¢ 3H OCH2Me
1,05 s 9H . Bu
4,00-4,15 q 2H OCHyMe
7,10-825 m 8H 2Ph
8,40-8,60 d 1H C=CH
11,05-11,10 d  1H NH

IR (nujol):
v cm 1 1610 v C=CH
1650 v C=0(cétone)
1706 v C=0(ester)
3050 v NH

N-(2-hvdroxy-4-méthyiphényl)aminométhyléne-4-nitrobenzovlacétate d'éthyle. Vi

O Q
OEt
rd
NO,
C19H18N206
Mr:369,20
Poudre jaune F(°C):260 Rdt:95%.

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastque )
Eluant: éther-éther de pétrole: 2-1
Rf:0,23

RMN 1H (200 MHz/DMSO-dg):

d (ppm) 0.60-0,80 t 3H OCH2Me
2,05 S 3H Me
3,75-3,80 q 2H OCHoMe
6,50-790 m TH 2Ph
8,50-8,55 d 1H C=CH
10,6 s 1H OH
11,15-11,25 d 1H NH
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IR (nyjol):
v (em-1) 1610 v C=CH
1640 v C=0{(cétone)
1705 v C=0(ester)
3300 v NH
3350 v OH

N-(2-méthyl-4-hydroxyphényllaminométhyléne-4-nitrobenzoviacétate d'éthvle. Yy

’ OEi

C19H18N206
Mr:369,20

Poudre jaune F(°C):192 : Rdt:92%.

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant:éther-éther de pétrole: 2-1
R£:0,31

RMN !H (200 MHz/CDCI3):

d (ppm) 0,90-1,15 t 3H OCHyMe
1,50 S 1H OH
2,40 S 3H Me
400-4,15 q 2H OCHoMe
6,75-8,2 m TH Ph
8,4-8.6 dd 1H C=CH
11,55-11,60 d 1H NH

IR (nujol):

v (cm™1) 1600 v C=CH
1630 v C=0(cétone)
1670 v C=0(ester)
3300 v NH

3400 v OH



Co2H1gN205
Mr:389,24

Poudre jaune F(°C):155
CCM:

Rdt:75%.

aSuppon: gel de silice 60 Fos4 (feuille de plastique )

Eluant: éther-éther de pétrole: 2-1
Rf:0,66

RMN 1H (200 MHz/CDCl3):
S (ppm) 0,95-1,15

4,05-4,10

7,50-8,35

-8

60
55

U n

.6
,6

D 0

IR (nujol):
v (cm™ 1 1600
1620
1710
3250

oo 8o o

3H OCH2Me
2H OCH2Me

11H Napht.
1H C=CH
iH NH

v C=CH

v C=0(cétone)
v C=0(ester)
v NH

1,14-Obtention des acides N-(4-fluorophémyl)
aminométhyléneacylacétiques Jl et 13

*Méthode de synthese:

Une suspension de 2,7 mmol des esters ¥4 ou ¥y, dans 20 ml d'une solution
aqueuse d'hydroxyde de sodium a 5%, est chauffée a reflux durant 21 h. Apres
refroidissement, le mélange réactionnel est neutralisé par addition d'acide
chlorhydrique dilué. Le précipité formé est tout d'abord lavé puis essoré et finalement

recristallisé dans un solvant approprié.

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.

{Structure et caractéristiques de 11 et 12 : cf. p. 156)



Poudre créeme

IR (nujol):

Me ) OH

C11H10FNO3
Mr:247.27

F(°C):68

RMN 1H (200MHz/DMSO-dg):

3,25 S
7,20-7,65 m
8,20 S
8,85-8,95 d
10,25 ]

1605
1660
1750
3200

Solvant de recristallisation: €ther-éther de pétrole: 2-1.

3H
4H
IH
1H
1H

Acide N-(4-fluorophényl)aminomérhviéne-4-nitrobenzoviacétigue 12

Poudre orange

PR SIS | LONIICISU .t RERIE I
it Q& ecrislanisanon: clnani. 4

F

C16H11FN205
Mr:329.33

F(°C)>260

{4l 2 NE0
P

v C=0(cétone)
v C=0(acide)
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RMN 1H (200 MHz/DMSO-dg+CDCI3):

3 (ppm) 6,85-6,90 d 1H C=CH
785-840 m 9H Ph+NH
12,05 s 1H COOH

IR (nujol):

v (cm1) 1600 v C=CH
1640 v C=0(cétone)
1700 v C=0(acide)
3200 v NH

1.18-Obtention de la 3-N,N-diméthylaminométhylénes-
4-ono-G-méthyl-Z-pyrone 13

*Méthode de synthese:

Un mélange de 200 mmol ( 25 g ) de 4-hydroxy-6-méthyl-2-pyrone et d'un
large excés de 370 mmol ( 44 g ) de 1,1-diméthoxytriméthylamine (DMF
diméthylacétal), dans 100 ml de dioxanne, est tout d'abord agité a température
ambiante durant 15 min. puis maintenu 12 h. 2 4°C. Au terme de ce temps réactionnel,
la pyrone attendue précipite, elle est alors essorée puis lavée a l'aide d'éther et enfin
recristallisée dans I'éthanol & 95°, avec un rendement de 73%.

*(aractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.

3-N.N-diméthvlaminométhyléne-4-oxo-6-méthyl-2-pyrone 13

O Hb
Ha Me
N/
| |
Me
Me 0 0
CoH11NO3
Mr:181,27
Cristaux beiges. F(°C):148 Rdt:73%.

CCM:
Support: gel de silice 60 Fysy ( feuille de plastique )
Eluant: éthanol a 95°

Rf:0,4
RMN IH (60 MHz/DMSO-dp):
O (ppm) 1,95 s 3H Me
3,10 8 3H N-Me
3,45 s 3H N-Me
5,50 $ 1H Hjy
8,10 S 1H Hp
IR (nujol):
v em b 1620 1 C=CH
1660 v C=0(cétone)

1690 v C=0(lactone)
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1.16-Obtention des 3I=-N-alcoyl{cycloalcoylaryl)amine-
méthylene-4-ox0-0-méthyl-Z-pyrones 14 240

*Méthode de synthése:

Le protocole opératoire étant identigue pour tous les dérivés 14-48, nous ne
décrirons ici que la méthode d'obtention du 3-N-éthylaminométhylene-4-0x0-6-
méthyl-2-pyrone 4.

A 16,5 mmol ( 3 g ) de 3-N,N-diméthylarminométhyléne-4-oxo-6-méthyi-2-
pyrone ( 13 ) dissouties dans 30 ml de 2-méthoxyéthanol (méthylcellosolve®), sont
ajoutées 26 mmol ( 1,2 g ) d'é¢thylamine. Apres agitation & température ambiante
durant 15 min., le mélange réactionnel est maintenu durant 5 h a 4°C. Le précipité
formé, lavé a l'éther, fournit 0,9 g ( Rdt:29% ) de 3-N-éthylaminométhylene-4-0x0-6-
méthyl-2-pyrone se presentant sous forme de cristaux creme (F:148°C).

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.

3-N-éthylaminométhyléne-4-oxo-6-méthyl-2-pyrone. 14

O Hb
Ha y Et
| ™
AT N H
Me 0 o
CoH10NO3
Mr:195,09
Cristaux créme F(°C):148 Rdt:29%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1

Rf:0,8
RMN !H (60 MHz/DMSO-dp):
S (ppm) 1,05-1,35 t 3H CHoMe
3,15 5 3H Me
3,80-4,05 q 3H CHoMe
5,65 s 1H Hj
8,05 s 1H Hp
9,15 d 1H NH
IR (nujol):
v em™ D) 1600 v C=CH
1630-1680 v C=0(cétone)
1720 v C=0(lactone)

3200 v NH
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3--N-t.burylaminométhyléne-4-oxo-6-méthyl-2-pyrone. 15

O Hb Me

. Jow

I II\I Me
N H

Me O O

C11H15NO3
Mr:209,41

Cristaux orange F(°C):98 Rdt:74%
CCM:

‘Suppon: gel de silice 60 Fpsy4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-¢ther: 1-1

Rf:0,5
RMN 1H (200MHz/acétone-d):
S (ppm) 1,45 s 9H t.Bu
2,15 s 3H Me
290-295 d IH NH
5,65 S 1H Hj
8,20 S 1H Hp
IR (nujol):
v (em1) 1590 v C=CH
1630-1660 v C=0(cétone)
1700 v C=0(alctone)
3100 v NH

3-N-cvclopropylaminométhyléne-4-oxo-6-méthyl-2-pyrone 16

C1oH11NO3
Mr:193,27

Cristaux orange F(°C):200 Rdt:35%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-€ther: 1-1
Rf:0,87
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RMN 1H (200 MHz/CDCl3):
S (ppm) 1,05-1,40 m 4H c.Pr
2,25 s 3H Me
3,i0-3,20 m 1H c.Pr
5.80-5,85 s 1H Ha
8.40-862 d 1H Hb
12,00-12,05 d 1H NH
IR (nujol):
v (em1) 1610 v C=CH
1640-1655 v C=0
1710 v OC=0
3200 v NH

J-N-cvclohexyviaminométhyléne-4-oxo-6-méthvl-2-pyrone. 17

g
Ha p
N
)g\ )
Me 0~ ~o H
C13H17NO3
Mr:235.45
Cristaux jaunes F(°C):135 Rdt:27%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1

Rf:0,35
RMN 1H (200 MHz/CDCl3):
O (ppm) 0,95-1,90 m 10H c.Hex

2,05 s 3H Me
3,10-3,15 m 1H c.Hex
5,35 s 1H Ha
8,05-8,15 d 1H Hp
11,95-12,00 d 1H NH

IR (nujol):

v(em 1620 v C=CH

1650 v C=0(cétone)
1705 v C=0(lactone)

3250 v NH
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3-N-hydroxyaminométhviéne-4-oxo-6-méthyl-2-pyrone. 18

0 Hb
Ha /OH
N
| N
H
Me O O
C7H7NG4
Mr:169,27
Poudre brune F(°C):112 Rdu:81%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fosq ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1

Rf:0,32
RMN 1H (200 MHz/CDCl3):
& (ppm) 1,80 s 3H Me
5,75 s 1H Ha
7.75 s 1H Hb
11,05 s 1H OH
12,00-12,05 ¢ 1H NH
IR (nujol):
v (cm D) 1600 v C=CH
1650 v C=0(cétone)
1700 v C=0(lactone)
3200 v NH
3300 v OH

3-N-(4-fluorophényliaminométhyléne-4-oxo-6-méthyl-2-pyrone . 19

. 0O HbF

N
| |
H

NS
Me O O

C13H10FNO3
Mr:247.27

Poudre créme F(°C):220 Rdt:89%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( teuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1
R:0,57
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RMN 1H (60 MHz/CF3COOD):

S (ppm) 2,10 s 3H  Me
25 S IH Hj
6,60-7,35 m 44 Ph
8,70 8 IH Hp
11,00-11,05 d iH NH
IR (nujol):
v (em1) 1600 v C=CH
1660 v C=0{cétone)
1705 v C=(Xlactone)
3200 v NH
SM(LE)::
m/z 247 1 95 | 135§ 98 162 1 1081 75 43 85 69 53
Abondance relative% | 100 1 49213851 30,7 1253124.6% 20 20 1177411771138
m/z 122 1 204 | 57 { 218 | 148 1 232 1 190
Abondance relative% | 107 1 85 1 53 1 38 1 3.8 3 3
3-N-(4-méthoxyphényljaminométhyléne-4-0x0-0-méthyl-2-pyrone. 24
~OMe
C14H13NO4
Mr:259,43
Cristaux jaunes clairs F(°C):192 Rdt:99,6%

CCM:

oSupport: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )

Eluant: acétone-éther: 1-1

R£:0,68

RMN H (200 MHz/DMSO-de):
d (ppm)

IR (nujol):

v (cm- D)

2,10
3.85
5,85

6,95-7,45 m

8,05

8,65-8,75 d

S
S
S

5

1600
1630-1650
1700
3200

3H Me
3H OMe
IH Hj
4H Ph
IH Hp
IH NH
v C=CH

v C=0{(cétone)
v C=0(lactone)
v NH




SM(LE):

m/z 259 1216 F 77 1104 1 132 | 92 43 85 53 1244 1174

Abondance relative% | 100 { 16911691153 1138112311231 1071921 77 177

m/z 98 1147 1 160 1 137 | 202 1 244

Abondance relative% | 6.1 | 56 | 46 | 40 | 3.8 | 30

3-N-{2-méthyl-4-hyvdroxyphényl)aninométhyliene-4-0xo-6-méthvl-2-pyrone 21

O
Ha
!
Me O
C14H13NO4
Mr:259,42
Poudre jaune F(°C):220 Rdt:99,5%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-¢éther:1-1

Rf:0,5
RMN 1H (200 MHz/DMSO-dp):
O (ppm) 2,15 S 3H Me
2,25 S 3H MePh
5,85 s 1H H,
6,85-7,45m 3H Ph
8,6-8,65 d 1IH Hp
9,85-995 d 1H NH
11,05 S 1H OH
IR (nujol):
v (cm1) 1605 v C=CH
1655 v C=0(cétone)
1700 v C=0(actone)
3300 v NH
3500 v OH

3-N-(2-hvdroxy-4-méthviphénvljaminométhyléne-4-oxo-0-mérhyvi-2-pvrone 22

Ci4H13N0O4
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Mr:259,42
Poudre jaune F(°C)>260 Rdi:80%
CCM:

HSuppon: gel de silice 60 Fpsa ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1

R#£:0,65
RMN 1H (200 MHz/DMSO-dg):
o (ppm) 2,10 5 3H Me
2.21 5 3H Me Ph
5.85 5 1H Hj
5,65-6,82 m 2H Ph+NH
7,61-7,65 d 1H Ph
8,85 s 1H Hp
9,90 S IH OH
IR (nujol):
v (e ) 1610 v C=CH
1650 v C=0(cétone)
1710 v C=0(lactone)
3200 v NH
3400 v OH

3-N-(4-t. butyiphényllaminométhyléne-4-oxo-6-méthyl-2-pyrone . 23

C17H19NO3
Mr:285,50

Cristaux créme F(°C):165 Rdt:83%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1

Rf:0,69
RMN 1H (200 MHz/acétone-dg):

S (ppm) 1.25 s 9H t.Bu
2,25 S 3H Me
2,85-295 d 1H NH
5.7 s 1H H,
745760 m  4H Ph
8,85 s 1H Hp
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IR (nujol):
v (em 1) 1600 v C=CH
1655 v C=0(cétone)
1705 v C=0(lactone)
3150 v NH
SM(LE):
m/z 270 1 2851 1151 91 43 85 1186 | 77 { 103 69 {2421 53
Abondance relative% | 100 136,51 12311231 9.2 1 771615} 6 4,6 1 46 | 38| 3.0
3-N-(4-hvdroxyphényl)aminométhvléne-4-0xo-6-méthvl-2-pyrone. 24
o
Ha_
|
Me 0
C13H11NO4
Mr:245 41
Poudre jaune F(°C)>260 Rdt:96%
CCM:

'Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique)
Eluant: acétone-éther: 1-1

Rf:0,5

RMN 1H (200 MHz/DMSO-dg):
d (ppm)

IR (nujol):

v (cm“l)

2,10
3,15
5,85
6,83-7,
8,65-8,
9,75-9,

o0 N =
O th

1600
1650
1700
3180
3280

and v w

3H

1H
4H
1H
i1H

Me
OH
Ha
Ph
Hp
NH

v C=CH

v C=0(cétone)
v C=0(lactone)
v NH

v OH
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J-N-(4-N.N-diméthylaminophényljaminométhyléne-4-oxo-6-méthyl-2-pvrone. 258

1\i/Ie
~_~N—Me
C15H16N203
Mr:272.47
Poudre jaune F(°C):256 RAt:97%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther; 1-1

Rf:0,41
RMN 1H (200 MHz/DMSO-ds):
d (ppm) 1,25-1,40 s 6H NMe>
2,25 S 3H Me
5,85 8 1H Hj
6,80-7,55 m 5H Ph+NH
8,65 8 1H Hp
IR (nujol):
v (em 1) 1590 v C=CH
1625-1650 . 0 C=0(cétone)
1695 v C=0O(lactone)
3200 v NH
SM(LE):
m/z 272 1 187 {159 | 43 85 77 117 69 1 135 | 145 | 104 | 229
Abondance relative% | 100 {2151 154 1 146114611071 92 | 84 | 7.6 | 6.1516.15] 4.6

ni/z 53 1173 1 257

Abondance relative% | 4.5 1 3.8 1 1.0

3-N-(4-aminophénvljaminométhyléene-4-oxo-6-méthyl-2-pvrone. 26

~NH,

]

C13H12N202
Mr:244,41

Poudre iaune F(°Cy>260 RdA:89%
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CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1
Rf:0,58

RMN 1H (200 MHz/CEF3COOD):

& (ppm) 2,00 8 3H Me
6,15 s 1H Ha
7,10-7,35 m 5H Ph+NH
8,60 S 1H Hy
10,55 $ 2H NH?2
IR (nujol):
v (em 1600 v C=CH
1625-1655 v C=0(cétone)
1705 v C=0(lactone)

3200-3300 v NH?

3-N-{4-nitrophényljamineméthyléne-4-0x0-6-méthyl-2-pyrone 27

0 ~—NO,
Ha
|
Me 0
C13H10N205
Mr:274,45
Cristaux beiges F(°C)>260 Rdt:40%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fosq4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1

Rf:0,63
RMN 1H (200 MHz/CF3COOD):
d (ppm) 2,15 s 3H Me
6,15 s 1H Ha
7,50-8,10 m 4H Ph
9,10 s 1H Hp
11,05-11,10 d 1H NH
IR (nujol):
v (cm™1) 1600 v C=CH
1615-1660 v C=0(cétone)
1705 v C=0(lactone)

3200 v NH
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3-N-{4-chlorophényl)aminométhyléne-4-ox0-6-méthyl-2-pyrone. 28

C13H1gCING3
Mr:263,83

Poudre créeme F(°C):242 Rdt:93%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1
R¢:0,85

RMN 1H (200 MHz/CDCI3):
o (ppm) 2,05 s 3H Me
5,75 s 1H Ha
7,15-7.45 m 4H Ph
8,50-8,65 d 1H Hp
13,45-1355 d 1H NH

IR (nujol):
v (em ) 1610 v C=CH
1650 v C=0(céione)
1710 v C=0O(lactone)
3250 v NH

3-N-(2 4-difluorophénvllaminométhyléne-4-oxo-6-méthyvi-2-pvrone. 29

F
O Hb ~_F

Ha, |

N
| |

Me” Yo7 Yo H

C13HoF2NO3

Mr:265,38

Cristaux jaunes F(°C):234 RdAt:75%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fosy ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-€ther: 1-1
Rs:0,71
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RMN 1H (60 MHz/CF3COOD):

S (ppmy) 2,05 s 3H Me
6,15 S 1H Ha
6,50-7,50 m 4H Ph+NH
8,80 S 1H Hp

IR (nujob):

v (cm-1) 1610 v C=CH
1665 v C=0(cétone)
1715 v C=0(lactone)
3200 v NH

3-N-(3-hydroxyphényllaminométhyléene-4-0x0-6-méthyl-2-pyrone. 30

O
-
A |
Me 0~ Yo H
C13H11NO4g
Mr:245,42
Poudre créme F(°C):258 Rdt:52%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1

Rf:0,77
RMN 1H (200 MHz/DMSO-dg):
O (ppm) 2,55 s 3H Me
3,40 8 1H OH
5,85 $ 1H Ha
6,65-7,25 m  4H Ph
8,65 S 1H Hb
9,65-9,80 d 1H NH
IR (nujol):
v (cm 1) 1600 v C=CH
1630-1650 v C=0(cétone)
1725 v C=0(lactone)
3100 v NH

3200 v OH
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i

W.)

70

3-N-(2-fluorophényllaminométhyléne-4-oxe-6-méthyl-2-pvrone. 31

O o F
I—Ia .
N
| |
Me \&O O H
C13H]1QFNO3
Mr:247,27
Poudre jaune F(°C):212 Rdt:75%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastque )
Eluant: acétone-€ther: 1-1

Rf:0,7
RMN 1H (200 MHz/CF3COOD):
S (ppm) 2,40 s 3H Me
6,85 s 1H Ha
725785 m 4H Ph
9,25 s 1H Hp
11,65-11,75 d  1H NH
IR (nujol):
v (em 1) 1600 v C=CH
1630-1660 v C =0(cétone)
1705 C=0(lactone)
3300 v NH

3-N-(3-méthoxyphényllamingméthyléne-4-oxo-6-méthyl-2-pvrone. 32

OMe
0 Hb
Ha O
I s
0 0
Me
C14H13NO4g
Mr:259.42
Poudre beige F(°C):163 Rdt:87%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1
Rf:0.,62
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RMN 1H (60 MHz/CDCI3):

d (ppm) 2,10 s 3H Me
3,85 s 3H OMe
5,80 S 1H Ha
7,05-7,35 m  5H Ph+NH
8,60 s 1H Hb

IR (nujol):

v (em- 1) 1620 v C=CH
1650 v C=0(cétone)
1705 v C=0(lactone)
3200 v NH

3-N-(3-méthviphényljaminométhyléne-4-oxo-0-méthyl-2-pyrone. 33

0 Hb
Ha O

N

| |

ve o7 o H

C14H12NO3
Mr:243,43
Poudre orange claire F(°C):165 Rdi:34%

CCM:
Support: gel de silice 60 F;s4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1

Rf:0,63
RMN 1H (200 MHz/CDC13):
O (ppm) 2,10 s 3H Me
2,25 s 3H Me Ph
5,85 s 1H Ha
7,15-745 m 4H Ph
8,80 s 1H Hp
9,90-9,95 d 1H NH
IR (nujol):
v (em) 1600 v C=CH
1630-1655 v C=0(cétone)
1700 v C=0(lactone)

3250 v NH
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3-N-(3-nitro-4-chlorophényllaminométhyléne-4-oxo-0-méthvl-2-pyrone 34

C13HgCIN2 U5
Mr:308.85

Poudre creme F(°C)>260 Rdt:15%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fysy4 (feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1

R:0,7
RMN 1H (200 MHz/DMSO-dé):
O (ppm) 2,10 s 3H Me
5,85 s 1H Ha
7,75-8,20 m  3H Ph
8,65 s 1H Hp
12,25-12,35d 1H NH
IR (nujol):
v (eml) 1600 v C=CH
1630-1660 . 0 C=0(cetone)
1715 v C=0(lactone)
3100 v NH

3-N-(2-méthy{-3-nitrophénylaminométhviéne-4-oxo-6-méthyl-2-pyrone. 38

O
Ha
NGO,
Me 0
C14H12N205
Mr:288,45
Cristaux créme F(°C):254 Rdt:41%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fas4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1
Rf:0.62
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RMN 1H (200 MHz/DMSO-dg):
3 (ppm)

mBmmm

IR (nujol):
v (cm” 1)

3H Me
3H Me Ph
IH Ha
4H Ph+NH
IH Hp

v C=CH

v C=0(cétone)
v C=0(lactone)
v NH

3-N-(2-hvdroxy-5-chlorophénvllaminométhyléne-4-oxo-6-méthyl-2-pyrone. 36

0
Ha
|
Me 0
C13H10CINOg4
Mr:279,64

Cristaux jaunes F(°C)>260
CCM:

‘Suppon: gel de silice 60 Fs4 (feuille de plastique )

Eluant: acétone-éther; 1-1
R:0.71

RMN 1H (200 MHz/DMSO-ds):
S (ppm) 2,05 $

4,75 )

5,55 s
6,25-7,00 m
8,80 s
10,50-10,65 d

IR (nujol):

1600

1620-1655

1700

2700

3200

v (Cm'l)

Rdt:49%
3H Me
1H OH
1H Hy
3H Ph
1H Hp
1H NH
v C=CH

v C=0(cétone)
v C=0(lactone)
1 OH(coniugugé)
v NH
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3-N-(2-méthoxy-4-nitrophénylaminométhyléne-4-oxo-0-méthvl-2-pyrone. 37

OM

c
O Ho N02
Ha O
Ba
i
C14H12N206
Mr:304,42
Poudre marron F(°C)>260 Rdi:87%
CCM:

aSupport: gel de silice 60 Fos4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1

Rf:0,65
RMN 1H (200 MHz/CDCI3):
& (ppm) 2,20 s 3H Me
4,15 s 3H OMe
5,85 s 1H Ha
7.55-7,60 d 1H Ph
7,80-8,05 m 2H Ph
8,65 s 1H Hp
13,75-13,85 d 1H NH
IR (nujol):
v (cm} 1600 v C=CH
1630-1670 v C=0(cétone)
1715 v C=0(actone)
3250 v NH

3-N-(4-hvdroxycarbonylphénvljaminométhyléne-4-oxo-6-méthyl-2-pyrone. 38

O Hb
Ha ,
N
! |
H
Me O O
C14H11NOs
Mr:273,41

Poudre créme F(°C)>260 Rdt:99%
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RMN 1H (200 MHz/CDCl3):
S (ppm) 2,35

5,85

8,65
13,75
CCM:

s
S
7,25-7,80 m
$
§

QSupport: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )

Eluant: acéione-éther: 1-1

Rf:0,1
IR (nujol):
v (cm™1) 1600
1635-1665
1710
1735
3300

3H Me

1H H

4H Ph+NH

1H Hp

1H CoQo”d
v C=CH

v C=0(cétone)
v C=0(lactone)
v C=0(acide)
v NH

3-N-(2.4-dichlorophényl)aminométhvléne-4-oxo-6-méthyl-2-pyrone. 39

0 Hb
N
XL,
Me~ o7 Yo H
C13HgCIZ2NO3
Mr:298,29
Poudre brune F(°C)>260

CCM:

Ci

‘Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )

Eluant: acétone-éther: 1-1

R¢:0,7
RMN 1H (60 MHz/CF3COOD):
d (ppm) 2,00 S
6,15 S
7,05-7.30 m
8,85 s
IR (nujol):
v (cm1) 1605
1635-1680
1705

3090

Rdt:82%
3H Me
1H Ha
4H Ph+NH
1H Hp
v C=CH

v C=0(cétone)
L C=0(lactone)
v NH
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3-N-(I-naphtvllaminométhvléne-4-oxo-6-méthyl-2-pyrone 40

Ci7H13NO3
Mr:279.42

Cristaux jaunes F(°C):207 Rdt:67%

Solvant de recristallisation : éthanol 8 95°-méthanol:1-1.

CCM:
Support: gel de silice 60 Fys4 ( feuille de plastique )
Fluant: acétone-€ther:1-1

Rf:0,75
RMN 1H (200 MHz/CDCI3):
d (ppm) 2,25 s 3H Me
5,85 s 1H Ha
7,40-8,15 m  8H Napht.+NH
8,85 5 1H Hp
IR (nujol):
v (cml) 1600 v C=CH
1620 v C=0(cétone)
1705 v C=0(lactone)
3200 v NH

1.17-Obtentiom des acides l-aryl{alcoyl,cycloalecoyl)-£4-0x0-
G-méthyl-1,4-dihydropyridine-3-carboxyligques Yis-s

1.171-Obtention des acides 1-alcoyl(cycloaicoyl)-4-0x0-6-méthyl-
1,4-dihydropyridine-3-carboxyliques Vij.d au départ de
3-N,N-diméthylaminométhyléne-4-0x0-6-méthyl-2-pyrone 13

*Méthode générale de synthese :

Le protocole opératoire étant identique pour tous les acides Vlg.d, nous ne
décrirons ici que la méthode d'obtention de l'acide 1,6-diméthyl-4-oxo-1,4-
dihydropyridine-3-carboxylique Vg

Dans un ballon , surmonté d'un réfrigérant ascendant, sont introduits 16 mmol
de 3-N,N-diméthylaminométhyléne-4-oxo-6-méthyl-2-pyrone 13, 5 ml d'eau et 8§ ml
d'une solution aqueuse 4 40% de 1'amine puis le mélange réactionnel est porté a 80°C
duorant 3h. Aprés retour 2 température ambiante, le milieu réactionnel est concentré
d'enviran 30% puis la liqueur résiduelle est neutralisée par addition d'acide acérigue.
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Par refroidissement, il se forme un précipité qui est ensuite essoré pour obtenir, apres
recristallisation dans le solvant approprié, 1'acide VI attendu.

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.

Acide 1.0-diméthyl-4-oxo-1 4-dikvdropyridine-3-carboxyligue. Yia

CgHoNO3
Mr:167,27

Cristaux blancs F(°C):232 Rdt:66%
Solvant de recristallisation: éthanol 4 95°.

CCM:
Support: gel de silice 60 Fs4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1 : R¢: 0,08
éthanol 2 95°-éther de péwole: 2-1 1Ry : 0,17
éthanol 4 95°: Rf: 0,27

RMN 1H (200 MHz/DMSO-dg):

3 (ppm) 2,45 s 3H Me
3,75 S 3H Me
6,60 S lH H_a
8,55 s 1H Hp
13,5 s 1H COOCH
IR (nujol):
v (em1) 1600 v C=CH
1650 v C=0(cétone)
1720 v C=0(acide)
Analyse élémentaire:C§HgNO3
C% H% N%
Calc. 57.51 5,38 8.38
Tr. 57.55 5.04 8.26
SM(LEY:
m/z 123 1 94 53 42 56 | 45 82 108 § 67 150 | 168

abondancerelative% 100 151514531407 124611851 12311071074 2.6 | 1.2
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Acide [ -cyclopropyl--4-oxo-6-méthyl-1 4-dihvdropyridine-3-carboxvlique. Vip

C1oH11NO3
Mr:193,27

Cristaux orange F(°C):120 Rdt:27%
Solvant de recristallisation: éthanol & 95°-acétone:1-3
CCM:

°Support: gel de silice 60 Fpsy ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1

Rf: 0,22
RMN 1H (200 MHz/DMSO-dg):
S (ppm) 0,80-0,95 d 4H c.Pr
2,05 .S 3H Me
322-335 m 1H c.Pr
5,65 S 1H Hj
8,15 $ 1H Hp
12,55 S 1H CO0OH
IR (nujol): :
v em 1) 1625 v C=CH
1655 1 C=0(cétone)
1705 v C=0(acide)

Analyse élémentaire:C10H11NO3

C% H% N%
Calc, 62.20 3.69 7.25
Tr. 62.25 5.84 7,08

Ci3H17NO3

Me2158 AL
AVAL vt s W
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Cristaux créme F(°C)>260 Rdt:28%
Solvant de recristallisation: éthanol a 95%-acétone2-3.
CCM:

cSuppon: gel de silice 60 Fos4 ( fewlle de plastique )
Eluant: acétone-€éther: 1-1

Rf: 0,75
RMN 1H (200 MHz/DMSO-dg):
O (ppmy) 1,12-1,95 m 11H c.Hex
2,15 s 3H Me
5,75 s 1H Hjy
8,50 s 1H Hp
12,05 s 1H COCH
IR (nujol):
v (cm-1) 1600 v C=CH
1650 v C=0(cétone)
1710 v C=0(acide)
Analyse ¢élémentaire:C(3H17NO3
C% H% N%
Calc. 066.41 7.23 5.95
Tr. 66.38 7.25 5.85

Acide 1-benzyl-4-0xo0-6-méthyl-1.4-dihvdropyridine-3-carboxvligue. VId

C14H13NO3
Mr:243,27

Cristaux jaunes F(°C):150 Rdt:39%
CCM:

Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-€ther: 1-1
Rf: 0,52
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RMN 1H (60 MHz/DMSO-dg):

S (ppm) 2,50 s 3H Me
4,75 s 2H CH2 Ph
5,23 s iH Ha
7,35 s 5H Ph
8,55 s 1H Hp
13,75 s 1H COOH
IR (nujol):
v (em ) 1630 v C=CH
1655 v C=0(cétone)
1710 v C=0(acide)
Analyse €lémentaire: C14H13NO3
C% H% N%
Calc. 69.16 5.34 5.75
Tr. 69,27 5.49 5,72

1.172-Obtention des acides 1-aryi-4-0x0-6-méthyi-1,4-dihydro-
pyridine-3-carboxyliques Vle.s au départ des
3-N-arylaminométhyléne-4-0x0-6-méthyl-2-pyrone 14-40

*Méthode générale de synthese:

Dans un ballon, surmonté d'un réfrigérant ascendant, sont introduits 16 mmol
de 3-N-arylaminométhyléne-4-ox0-6-méthyl-2-pyrone 14-40, 30 ml d'éthanol a 95°,
20 ml d'acide chlorhydrique dilué ( 10% HCI concentré ) et 189 mmol de 'amine
correspondante puis ce mélange réactionnel est porté a reflux pendant 4 h. Apres
retour a température ambiante, le milieu réactionnel est concentré a moiti€é de son
volume, la liqueur résiduelle est neutralisée a l'aide d'une solution saturée de
bicarbonate de potassium et ce mélange est abandonné une nuit a 5°C. L'essorage et la
recristallisation du précipité formé, dans 1'éthanol a 95°, donne naissance a 1'acide V1
attendu.

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.

Acide 1-(4-fluorophénvi)-4-oxo-6-méthyl-1 4-dihvdropvridine-3-carboxvligue. Ve

0

Ha\I*U\J:COOH
.

Me™ N7 “Hp

A
7

C13H10FNO3

RAw"347F 377

AVEL o™ F 3o i
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Cristaux blancs F(°C):224-226 Rdu:60%
CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-¢ther: 1-1
Rf: 0,42
RMN 1H (60 MHz/DMSO-d):
S (ppm) 2,060 s 3H Me
6,75 S 1H Hjy
7,10-7,75 m  4H Ph
8,35 S 1H Hp
16,70 S 1H COOH
IR (nujol):
v (em1) 1610 v C=CH
1640 v C=0(cétone)
1725 v C=0(acide)
SM(LE):
m/z 203 1 188 1 95 53 75 67 | 107 | 122 | 146 1 162 | 57
Abondance relative% | 100 | 51 34 31 16 12 6 0 6 6 5
m/z 172 1 230 | 248
Abondance relative% 4 3.0 2

Analyse élémentaire: C13H]0FNO3

C% H% N% F%
Calc. 63,18 4.04 5.65 7.68
Tr, 63.22 375 5.60 7.61

Acide 1-(4-méthoxyphényl)-4-oxo-6-méthyl-1 4-dihvdropyridine-3-carboxyligue. YIf

o
Ha COOH
P
Me N Hb

OMe

C14H13NO4
Mr:259,43
Cristaux blancs F(°C):150-156 Rdt:54%
CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastque )
Eluant: acétone-éther: 1-1
R:0,37
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RMN 1H (200 MBz/DMSO-d):

o (ppm) 2,10 s 3H Me
3,75 s 3H OMe
6,70 S 1H Ha
6,90-7,15 d 2H Ph
7,32-7,55 d 2H Ph
8,25 S 1H Hp
IR (nujol):
v (cm4) i615 v C=CH
1645 v C=0(cétone)
1730 v C=0(acide)
SM(LE):
m/z 215 1200 ) 53 | 184 § 77 | 92 63 1260 [ 132 1 51 102
abondance relative% | 100 1443 37 132813051259} 19 | i3,71129}] 1221109
m/z 172 § 142} 42 |1 154 | 242
abondance relative% | 992 1 7.6 | 7.6 { 534 3.8

Acide 1-(2-méthyl-4-hyvdroxyphényl)-4-0x0-0-méthy!-1 4-dihvdropyridine

3-carboxvligue. Vlg

Poudre créme

CCM:

C14H13NOg
Mr:259.,42

F(°C):172

’Suppon: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: ac€tone-éther: 1-1 : Rf: 0,35
éthanol 2 95°:

R£0,37

Rdt:63%
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RMN 1H (200 MHz/CF3COOD):

& (ppmy) 2,05 s 3H Me
2,45 S 3H Me Ph
6,90-7,00 m 2H Ph
7,10-7,25 m 1H Ph
7,45 s 1H Ha
8,95 s 1H Hp
9,05 s 1H OH
13,05 s 1H COOH

IR (nujol):

v (emrl) 1605 v C=CH
1640 v C=0(cétone)
1725 v C=0(acide)
3350 v OH

Acide [ -(4-méthyl-2-hydroxyphényl)-4-0xo0-6-méthyl-1 4-dihydropyridine-
3-carboxyligue. Vih

C14H13NO4
Mr:259,42

Poudre beige F(°C):248 Rdt:53%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fys4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-€ther: 1-1.

Rf:0,45
RMN 1H (200 MHz/DMSO-dg):
d (ppm) 2,05 s 3H Me
2,33 s 3H Me Ph
6,65 S 1H _I:I;a
7,10-7,15 d 1H Ph
8,05-8,15 m 2H Ph
8,35 S 1H Hp
10,05 s 1H COOH
IR (nujol):
v (emrl) 1610 v C=CH
1650 v C=0(cétone)
1710 v C=0(acide)

3200 v OH
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Acide [-(4-1-butviphényl)-4-oxo-0-méthyl-1.4-dihvdropyridine-3-carboxviigue. VI

C17H19NO3
Mr:285,56

Cristaux créeme F(°C):218 Rdt:57%
CCM:

.Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plasiique )
Eluant: acétone-éther: 1-1.

Rf:0,5
RMN 1H (60 MHz/CF3COOD):
d (ppm) 1,05 s 9H t.Bu
2,15 s 3H Me
6,92-745 m SH Ph+Hg
8,65 S 1H Hp
IR (nujol):
v (cm 1) 1600 v C=CH
1640 v C=0(cétone)
1730 v C=0(acide)
Analyse élémentaire: C17H19NO3
C% H% N%
Calc., 71.60 6.66 4.90
Tr. 71.68 6,72 4,77
SM(LE):
m/z 241 1 184 |1 226 1 115 | 41 91 99 77 53 128 | 286 | 67

Abondance relative?: | 100 | 49.2135.11 307125312461 20 20 V1774 177 13,81 10.7

m/z 77 12101 154 | 268
Abondance relative% | 9.9 | 8.5 '

(o) L5




OH

C13H11NO4g
Mr:245,12

Poudre beige F(°C)>260 Rdt:383%

CCM:

Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1.

Rf:0,4
RMN 1H (200 MHz/DMSO-dg):
S (ppm) 2,15 s 3H Me
3,25 s 1H OH
6,83-7,40 m 4H Ph
8,40 s 1H Ha
10,05 s 1H Hp
12,85 s 1H COOH
IR (nujol):
v (cm-1) 1600 v C=CH
1640-1650 v C=0(cétone)
1710 v C=0(acide)
3400 v OH

Analyse élémentaire:C13H11NO4

C% H% N%
Calc. 63.70 448 5.71
Tr. 63.39 4,50 5.64
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Acide [-{4-N .N-diméthylaminophénvi}-4-oxo-6-méthvi-1.4-dihvdropvridine-
3-carboxvligue. Yik

‘QJ
AN
Me Me

C15H16N203
Mr:272.47

Poudre bleudtre F(°C):250 Rdt:48%
CCM:

.Suppon: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluvant: acétone-€ther : 1-1.

Rf: 0,52
RMN 1H (200 MHz/CF3COOD):
O (ppm) 2,45 s 3H Me
3,60 S 6H NMe»
7.45 S 1H Ha
7,80-792 d 2H Ph
8,00-8,10 d 2H Ph
9.05 s 1H Hp
IR (nujol):
v (cm 1) 1615 v C=CH
1640 v C=0(cétone)
1720 v C=0O(acide)
Analyse élémentaire: C15H16N203
C% H% N%
Calc. 66,20 5,87 10,28
Tr. 65.38 5.89 10,13
SM(LE):
m/z 228 1 184 1 272§ 213 1 159§ 77 53 145 1 42 | 200 | 154

Abondance relative% | 100 1 69413891343 16 1145} 137]10.6]1996] 9,16 | 84

m/z 104 1 91 135§ 63 1 170 | 255
Abondance relative% { 7.6 1 7.6 { 6,8 1 6,1 1 45 1 1.0
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Acide 1-(2 4-dichlorophény!j-4-0x0-6-méthyl-1 4-dihvdropyridine-
J-carboxyligue. Y1

C13H9CI2NO3
Mr:298,25

Poudre jaune F(°C):240 Rdt:23%

CCM:

Support: gel de silice 60 F254 ( feuille de plasthue )
Eluant: acétone-€ther: 1-1
Rf:0,52

RMN 1H (66 MHz/CF3COOD):

d (ppm) 2,05 s 3H Me
6,15 $ 1H Ha
7,30-7,55 m  4H Ph+COOH
8,85 s IH Hp
IR (nujol):
v (cm1) 1615 v C=CH
1630 v C=0(cétone)
1710 v C=0(acide)
Analyse élémentaire: C13H9CIpNO3
C% H% N% Cl
Calc. 52,39 3.02 4,69 23,79
Tr. 52,65 3,06 5,18 ND

Acide 1-(4-nitrophényl)-4-ox0-6-méthyl-1.4-dihvdropyridine-3-carboxyliqgue. ¥Im

0

Ha COOH
[

Me Hb

N

/5\,

!
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C13H10N205
Mr:274.,4

Poudre brune F(eCy:241 Rdt:20%
CCM:

»Supportz gel de silice 60 Fps4 (feuille de plastique )
Eluant : éthanol a 95°.

Rf:0,2
RMN 'H (200 MHz/DMSO-dg):
d (ppm) 2,05 s 3H Me
6,24 S 1H Ha
7,86-7,95 m  4H Ph
8,44 S 1H Hp
IR (nujol):
v (cm1) 1600 v C=CH
1650 v C=0(cétone)
1720 v C=0(acide)
Analyse élémentaire: C13H]oN205
C% H% N%
Calc. 56,96 3.64 10.21
Tr. 55.84 4.95 11.34

Acide 1-(4-chlorophényl)-4-oxo-6-méthyl-1 4-dihvdropyridine-3-carboxyligue. Vlp

)

B
I

Me N Hb

C13H10CINO3
Mr:263,84

Cristaux jaunes F(°(C):250 Rdt:49%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fys4 ( feuille de plastigue )
Eluant: acétone-€ther: 1-1
Rf:0,66
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RMN 1H (60 MHz/CF3COOD):
S (ppmy) 2,40 s 3H Me
6,24 s 1H Hj
7,16-7,29 m  4H Ph
8,85 S 1H Hp
IR (nujol):
v (em D) 1605 v C=CH
1660 v C=0(cétone)
1715 v C={acide)
Analyse élémentaire: C13H10CINO3
C% H% N% Cl
Calc. 59,24 3.79 5.31 1345
Tr. 59,23 3,79 5,18 13.05

Acide 1-(2 4-difluorophénvl)-4-oxo-6-méthyi-1 4-dikvdropvridine-

3-carboxyligue. ¥Ylg

Cristaux blancs

CCM:

Support: gel de silice 60 Fp54 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther : 1-1

0
X
(I
Me™ “N” THb

R¢: 0,51
RMN 1H (200 MHz/CDCI3):
o (ppm)
IR (nujol):
v (cm D

F

C13H9F2NO3
Mr:265,38

F(°C): 180

2,15
6,60

7,04-7,55

8,35

13,15

1600
1640
1725

3H
1H
3H
1H
1H

v C=CH
v C=0(cétone)
v C=0(acide)

Rdt:50%

Me
Ha
Ph
Hp
COOH



e
i
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Analyse élémentaire:C13H9FINO3

C% H% N% F
Calc, 58,90 3,39 5,28 1432
1T, 58,82 3.44 5,39 14.25

Acide 1-(3-nvdroxyphénylj-4-0x0-G-méihvi-1 4-dikvdropyridine-
J-carboxyligue. ¥1p

O

O
P

Me N Hb

C13H11NO4
Mr:245,4
Poudre beige F(°C)>260 Rdt:49%
CCM:
Support: gel de silice 60 Fos4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1
Rf: 0,17
RMN 1H (200 MHz/DMSO-dp):
o (ppm) 2,05 s 3H Me
6,55-7,35 m 5H Ph+Ha
8,23 s 1H Hp
10,04 S 1H od
13,52 s 1H COOH
IR (nujol):
v (cm1) 1600 v C=CH
1670 v C=0(cétone)
1710 v C=0(acide)
3200 v OH
Analyse €lémentaire: C13H]1NO4
C% H% N%
Calc. 63,70 448 5,71
Tr. 63.28 4.55 5.63




Acide 1-(3-méthoxyphényl)-4-0x0-6-mé
3-carboxyligue. Vg

oL

: OMe

C14H13NOg
Mr:259,42

Poudre blanche F(°C):180 Rdt:57%
CCM:

'Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1.

Rf:0,5
RMN 1H (60 MHz/CF3COOD):
0 (ppm) 2,05 s 3H Me
3,44 s 3H MeO
6,45-7,20 m  SH Ph+Hj;
8,45 S 1H Hp
12,25 S 1H COOH
IR (nujol):
v (em D 1610 v C=CH
1650 v C=0(cétone)
1720 v C=0(acide)
Analyse élémentaire: C14H13NO4
C% H% N%
Calc. 64.89 5.01 5.40
Tr. 64.89 497 5.27

Acide 1-(2-fluorophényi)-4-oxo-0-méthyvl-1 4-dihydropyridine-3-carboxviigue. Vlr

C13H10FNO3
Mr:247.27



Cristaux blancs

CCM:

IR (nujol):

-
(&)
N

F(°C):180 Rdt:53%
”Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther : 1-1
Rf: 0,35
RMN 1H (200 MHz/CDCl3):
& (ppm) 2,10 s 3H Me
6,65 s 1H Ha
7.22-7,63 m  4H Ph
8,45 S 1H Hp
13,01 s 1H COOH
v (em 1) 1605 v C=CH
1635 v C=0(cétone)
1720 v C=0(acide)
Analyse élémentaire: C13H10FNO3
C% H% N% F
Calc. 63,18 4.04 5,58 7.68
Tr. 62.89 4.02 5.58 ND

Acide 1-{(g-naphtvij-4-oxo-60-méthvi-i 4-diivdropvridine-3-carboxviigue.

Yis

Poudre blanche

CCM:

.Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )

C17H13NO3

Eluant: acétone-éther : 1-1
Rf: 0,65

Mr:279

F(°C):246

Rdt:29%
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RMN 1H (200 MHz/CDCI3):

d (ppmy) 2,12 s 3H Me
6,65 S 1H Hy
7,24-8,15 m TH Napht.
8,65 S 1H Hp
15,60 5 1H COOH
IR (nujol): ]
L (cm-1) 1600 v C=CH
1650 1 C=0(cétone)
1730 v C=0(acide)
Analyse €lémentaire:C17H13NO3
C% H% N%
Calc. 73.14 4.65 5.01
Tr. 73,15 4.68 5,06

1.18-Obtention des Ll-alecoyl{aryl)-4-oxo-G-méthyl-
1,4-dihydropyridine-3-carboxylates d'&thyle VYiig.q
et d'éthoxycarbonylméthyle Ve

i.18.1-Obtention des 1-alcoyl(aryl)-4-0x0-6-méthyl-
1,4-dihydropyridine-3-carboxylates d'éthyle VIij.¢

*Méthode générale de synthese:

Dans un ballon, équipé d'un appareil de Dean et Stark, sont introduits 89 mmol
de l'acide Y1 correspondant, 30 ml d'éthanol absolu, 3,3 ml d'acide sulfurique
concentré et 50 ml de benzene puis le mélange réactionnel est porté a reflux. Compte-
tenu de la difficulté d'apprécier la quantité d'eau formée qui forme une émulsion avec
le benzeéne (des fractions de solvant sont régulierement recueillies, séchées sur
carbonate de potassium puis réintroduites dans le milieu réactionnel). Cette opération
est répétée plusieurs fois pendant 8 h. Aprés retour a température ambiante, le milieu
réactionnel est neutralisé par addition d'une solution d'hydroxyde de potassium (2 N)
et les solvants sont éliminés sous vide. Le résidu est extrait par du chloroforme ( 3 fois
50 ml ), la phase organique est lavée a l'aide d'une solution saturée de NaCl et sechée
sur sulfate de magnésium. L' évaporation du chloroforme sous vide fournit un produit
solide qui est purifié (flash chromatographie ou recristallisation) pour donner
naissance a l'ester attendu.

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.
(Structures et caractéristiques de VIIa.¢ :cf. pages suivantes)
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1,0-diméthyl-4-oxo0-1 4-dihvdropyridine-3-carboxylate d'éthvle  Vila

Ci10H13NO3
Mr: 195,27

Cristaux biancs F(°C):60-65 Rdt:23%
Solvant de recristallisation: acétone-éther:2-1.
CCM:

Suppert: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )

Eluant: éthanol a 95°.
R:0.22

RMN !H (60 MHz/CDCI3):

S (ppm) 1,20-1,45 t 3H OCHoMe
2,25 S 3H Me
3,65 s 3H Me
4,10-445 q 2H OCHoMe
6.20 8 1H Ha
8,10 s 1H Hp
IR (Nujol):
v (em 1) 1610 v C=CH
1645 v C=0(cétone)
1735 v C=0(ester)
SM(LE):
m/z 123 ] 122 |1 188 | 33 42 1150 ) 151 1 567 67 1 94 1195 | 108

Abondance relative% | 100 | 23 21 20 18 115541 13 12 7 6 4 1.5

ol 17,0
— 2

L-(4-fluorophényl)-4-0x0-0-méthyl-1 4-dihydropyridine-3-carboxylate d'éthyle ¥YIlp

COOEt

&
o

Me N "Hb

@
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C15H14FNO3
Mr:275,27
Cristaux roses F(°C):150 Rdu:27%

Purification par chromatographie sur colonne de gel de silice ( €luant : acétone).

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: éthanol a 95° R¢: 0,57
acétone-¢ther: 1-1 : Rf:0,175

RMN 1H (60 MHz/acétone-dg):

o (ppm) 0,65-095 ¢t 3H OCH2Me
2,50 S 3H Me
3,50-395 q 2H OCH?Me
5,70 S 1H Hjy
6,80-7,30 m  4H Ph
7,55 s 1H Hp
IR (nyjol):
v (em 1) 1610 v C=CH
1655 v C=0(cétone)
1730 v C=0(ester)
SM(LE):
m/z 203 1 95 | 188 | 1271 53 {2301 79 156 | 67 133 | 122

Abondance relative% | 100 1 4461 38.5]129.2 §124.6]2231 2 20 11531 1381138

m/z 1081 43 1276 1 172 1 146 | 162 | 246 | 184
Abondance relative% | 115§ 11,51 10 § 66 | 6.1 | 381 23 1.0

1-(4-méthoxyphénvl)-4-oxo-6-méthyi-1 4-dihydropyridine-3-carboxylate
d'éthvle Yll¢

0

HafJ\I COOE!
oo

Me N Hb

OMe

C16H17NO4
Mr:287,43

Poudre blanche F(°C):235 Rdt:50%

Purification par chromatographie sur colonne de gel de silice (€luant: acétone-
éther-éther de pétrole:1-1-1).
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CCM:
Support: gel de silice 60 Fos4 ( feuille de plastique )
Eluant: éthanol a 95°
Rf:0,62

RMN 1H (200 MHz/DMSO-dp):

& (ppmy) 1,15-1,22 ¢ 3H OCH2Me
1,85 s 3H Me
2,45 s 3H OMe
4,05-4,52 g 2H OCHyMe
6,25 s 1H Ha
6,85-7,25 m 4H Ph
8,05 s 1H Hp
IR (nujol):
v (cm 1) 1610 v C=CH
1640 v C=0(cétone)
1735 v C=0fester)
SMI.E):
m/z 201 ; 184 § 215 | 2290, 53 + 79 65 43 93 | 242 § 256
Abondance relative% | 100 1458 14271358 126,7119.0 19,01 16,01 11,5} 11, 7.6

m/z 102 1134 § 115§ 170 | 273 1 143 ] 287 | 154} 278 | 174
Abondance rejatove% | 6.2 1 61 1 6,1 | 45 {38 13513011301 30110

1.18.2-Syntheése du 1-(3-méthoxyphényl)-4-0x0-6-méthyl-
1,4-dihydropyridine-3-carboxylate d'éthyle YlIig

*Méthode de synthese:

Dans un ballon monocol, surmonté d'un réfrigérant ascendant, sont introduits
succéssivement 3,8 mmol ( 1 g ) d'acide qu, 20 ml de diméthylformamide, 7,6
mmol (1,2 g) d'iodure d'éthyle et 7,9 mmol ( 1,1 g ) de carbonate de potassium qui
sont portés a reflux pendant 21 h. Apres retour a température ambiante, le solvant est
évaporé sous vide et le résidu est extrait a 1'aide de dichlorométhane ( 3 fois 50 ml ), la
phase organique est séchée sur sulfate de magnésium puis concentrée sous vide. Le
produit solide obtenu est recristallisé dans le mélange acétone-éther-éther de pétrole
(1-1-1 ) pour donner naissance a 0,45 g (Rdt:41% ) de V1ld , sous forme de cristaux
roses.(F:130°C)

*Caraciéristiques physico-chimiques et specoscopiques.
(Structure et caractéristiques de YVIlg : cf. p.197)



A,

C1eH17NO4
Mr:287,43

Cristaux roses F(°C):130 Rdt:41%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant:acétone-éther : 1-1.

Rf: 0,25
RMN 1H (200 MHz/CDCl3):
8 (ppm) 1,20-1,25 t 3H OCHoMe
2,00 s 3H Me
3,85 s 3H OMe
420-425 q 2H OCH7Me
6,40 s 1H Ha
6,45-720 m 4H Ph
7,40 s 1H Hp
IR (nujol):
v (cm-1) 1600 v C=CH
1640 v C=0(cétone)
1740 v C=0(ester)

1.18.3-Synthése du 1-(4-fluorophényl)-4-0x0-6-méthyl-
1,4-dihydropyridine-3-carboxylate d'éthoxycarbonylméthyle VlIle

*Méthode de synthese:

Dans un ballon, surmonté d'un réfrigérant ascendant, sont introduits
successivement 4 mmol (1 g ) d'acide ¥le , 50 ml de diméthylformamide, 8§ mmol
( 1 g ) de monochloroacétate d'éthyle et 1,23 mmol ( 1,7 g ) de carbonate de
potassium puis chauffés a 100-110°C pendant 6 h. Apres retour du mélange
réactionnel a température ambiante, le solvant est évaporé sous vide, le résidu est
extrait dans du chloroforme ( 3fois 50 ml ), la phase organique est séchée sur sulfate
de magnésium puis le solvant est conceniré sous vide pour obtenir un produit solide
(1,15 g) . Ce produit est lavé a I'éther chaud puis essoré pour obtenir 0,5 g (Rdt:37%)
de Vester artendu. se nresentant sous forme dune noudre beige (F-121°0)
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*Caractéristiques physico-chimiques et specroscopigues.

1-(4-fluorophényl)-4-oxo-6-méthyl-1 4-dikvdropyridine-3-carboxyvlate
d'éthoxycarbonyiméthyle Vile

O

Ha:[ﬂICOOCHZCOGEt
|

Me N Hb

F

C17H16FNO5
Mr:333,32

Poudre beige F(°C):121 RdAt:37%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-€ther: 1-1 : Rf:0,1

sthanol 3 95°: Re: 0.57
cinanoi a 57 [N JU,J

RMN 1H (200MHz/acétone-de):

d (ppm) 1,15-1,25 t 3H OCHyMe
2,85 S 3H Me
4,15-4,25 g 2H OCHoMe
4,65 S 2H CH»
6,25 J 1H Hy
7,40-7,65 m 4H Ph
8,25 S 1H Hp
IR (nujol):
v (cm1) 1600 v C=CH
1650 v C=0(cétone)
1740 v C=0(ester)
1770 v C=0(ester)
SM(L.E):
m/z 230 | 203 95 188 § 53 57 136 | 122 { 333 75 288 1 146
Abondance relative% | 100 1976134611927 19211851 153115311131 107§19.21 7.6
m/z 107 | 248 | 184 | 162
Abondance reiative% | 7.6 | 5.3 { 3.5 ] 32
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1.19-Obtention des acides l-alcoyl{aryl)-4-ox0=
G=-[{2-N,N-diméthylamine)vinyl]-1,4-dihydro-
pyridime-J-carboxyligues Vg -e

*Méthode de synthese:

La meéthode d'obtention des composés Villg.e étant identique, nous ne
décrirons ci-dessous que le protocole relatif a l'acide-1-méthyl-6-[(2-N,N-
diméthylamino)vinyl}-4-oxo- 1,4-dihydropyridine-3-carboxylique. VIIia

Dans un ballon , surmont€ d'un réfrigérant ascendant, sont introduits 5,97 mmol
(1 g) d'acide ¥Ig, 20 ml de diméthylformamide et de 7,3 mmol ( 0,88 g ) de 1,1-
diméthoxytriméthylamine, le mélange réactionnel est porté a reflux pendant 50 h
.Apres retour a température ambiante, le précipité formé est essoré puis lavé a I'éther.
La recristallisation dans un solvant approprié¢ donne 0,7 g ( Rdt:53% ) de produit
VIII; sous forme de cristaux beiges.(F>260°C).

Les dérivés VIl g.e obtenus sont des mélanges de 2 stéreoisomeres cis et trans
les plus thermodinamiquement favorisés (cf2.7.2.2. p.105).

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.

Cis + Trans
(cf.2.7.2.2. p.10S)

C11H14N203
Mr:222,43
Cristaux beiges F(°C)>260 Rdt:53%

Solvant de recristallisation:éthanol a 95°-acétone: 1-1.

CCM:
Support: gel de silice 60 Fas4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1

Rf:0,12
RMN 1H (60 MHz/CF3COOD):
O (ppm) 3.45 s 6H NMe»
3,95 $ 3H Me
6,60 dd 1H Ha
8,20-825 dd 2H He+Hg
8,75 s 1H Hp

13,10 s 1H COOH



[
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IR (nujol):
v (cm1) 1610 v C=CH
1670 v C=0{cétone)
1705 1 C=0(acide)

Analyse élémentaire: C11H14NO3

C% H% N%
Calc. 59.39 6.29 12.58
Tr. 59,01 6,33 12,52
SM(LE):
m/z 1781 52 142 31341 79 2221941123 1163 | 108 | 149 § 120} 82

Abondance relative% | 100§ 97 171 147 145129 1{29] 16 10| 10 6 13529

Acide [-(4-fluorophénvi)-4-0x0-6-{(2-N N-diméthviamino vinyl]-
1 4-dihvdropyridine-3-carboxyligue ¥YIlp

COOH

Cis + Trans
Hb (c¢f2.7.2.2. p.105)

C16H15FN203
Mr:302,43

Cristaux beiges F(°C)>260 Rdt:49%
Solvant de recristallisation: éthanol 4 95°.
CCM:

QSupport: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-€ther: 1-1

Rf:0,45
RMN 1H (200 MHz/DMSO-dg):
d (ppm) 3,05 s 6H NMe2

400-415 4 1H Hg
6,85 dd 1H Ha
725740 m SH Ph+Hc
8,10 s 1H Hp
13,55 s 1H COCOH
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Poudre créme

CCM:

C17H18N204
Mr:314,59

F(°C)>260

'Support,: gel de silice 60 Fys4 ( feuille de plastique )

Eluant: acétone-éther: 1-1

Rf:0,2

RMN 1H (200 MHz/CF3COOD):

5 (ppm)

3,00-3,55
6,05-6,15
6,75-6,88

7.25 d

8,12-8,20
8,61
12,55

Rdt:33%

9H OMe+NMe)

1H
4H
IH
1H
1H
1H

Hd
Ph
Hy
Hc
Hb

COOH

IR (nujol):
v (em-1) 1590 v C=CH
1650 v C=0(cétone)
1700 v C=0(acide)
Analyse €lémentaire: C16H]15FN203
C% H% N% F
Calc. 63,60 4,96 9,26 6,28
Tr. 63,17 4,67 931 5.64
SM(LE):
m/z 258 94 472 108 § 302 ¢ 75 214 53 122 81 135 { 241
Abondance relative% | 100 | 47.1§ 38.7 | 16.7 911291 1211121110671 1061 9.1} 83
m/z 186 | 148 | 162
Abondance relative% { 7.6 | 5.3 | 5.3
Acide 1-(4-méthoxyphényl)-4-ox0-6-1(2-N N-diméthyvlamino viny!]-
1. 4-dihvdropyridine-3-carboxyligue VIl
Cis + Trans

(cf2.7.2.2. p.105)




PO
o
¥

IR (nujol):
v em-) 1610 v C=CH
1690 v C=0(cétone)
1720 v C=o(acide)
SM(LE):
m/z 270 | 94 42 1 314 1 77 1 108 § 253 53 12391 226 | 1221 174

Abondance relative% | 100 | 30 24615311071 10 10 1921841 34

Acide 1-(4-t.butviphényli-4-ox0-6-[{2-N .N-diméthylamino vinyl]-
1 4-dihvdropyridine-3-carboxylique Y14

Cis + Trans
Hb of2.72.2 p.105)

C20H24N203
Mr:340,67

Poudre créme F(°C)>260 Rdt:58%

CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-€ther: 1-1

Rf: 0,1
RMN 1H (200 MHz/DMSO-dg):
& (ppm) 1,44 s OH t.Bu
2,15 s 6H NMe?
2,85-3,00 dd 2H Hce+Hg
6,40 dd 1H H,
7,20-7,55 m 4H Ph
8,25 s 1H Hp
12,95 s 1H COCH
IR (nujol):
v (em 1) 1610 v C=CH
1660 v C=0(cétone)
1710 v C=0(acide)

Analyse éiémentaire: C20H24N203

C% H% N%

Calc, 70.61 7.05 8.23

ir, 70,76 7.2 7.50




SM(LE):

m/z 296 1241 1 94 4 1151 42 | 184 340 | 57 | 22 279 1 91 | 268

Abondance relative% | 100 1389:244; 16 1153115311071 99199192 1921 61

/7 252 1 128 | 158 | 144 | 67 53 11631 122
Abondance relative?% ! 6,1 1 49 1 461 451381 32119

Aclde f (4 -NIN- dzmethvlannnoz)henw1*4 -0X0- 6 [{(2-NN-diméthvi-

Cis + Trans
Hb  (c¢f2.7.2.2. p.105)

—N
\Mc
C18H21N303
Mr:327,63
Poudre brune F(°C):180 RdAt:50%
Purification par chromatographie sur colonne de gel de silice ( éluant: acétone-
éther: 1-1).
CCM:

Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )
Eluant: acétone-éther: 1-1

Rf: 0,22
RMN 1H (200 MHz/CDCI3):
o (ppm) 2,55 s ©6OH NMe»
2,70-2,85 dd 2H Hc+Hg
3,05 S 6H NMe>
6.44 dd 1H Hjy
6,80-7,15 m 4H Ph
8,25 S 1H Hp
11,05 5 IH COOH
IR (nujol):
v (em ) 1605 v C=CH
1660 v C=0(cétone)
1700 v C=0(acide)
SM(LE):
m/z 286 1 228 1 18 2 114 § 213 1 105 77 1 255 21 94 127 § 143
Abondance relative% | 100 19921 53414121 38,1 135,11 31225212582 20 |18.3 16.8
m/z 199 ¢ 239 1 122 | 163 § 327
Abondance relativetp ! 145 1 7.6 1 54 19110
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1.20-Symthese de ["acide L-(4-méthoxyphényl)-4-ox0-
6-[2-N-(2,4-dichleorophényl)aminevinyl-
Iié-dibydropyridine-J-carboxyligue YIIig

*M¢éthode de synthese:

Dans un ballon surmonté d'un réfrigérant ascendant, sont introduits 0,95 mmol
( 300 mg ) d'acide-1-(4-méthoxyphényl)-6-[(2-N,N-diméthylamino)vinylj-4-oxo-1,4-
dihydropyridine-3-carboxylique ¥Ilie, 0,95 mmeol (154 mg ) de 2,4-dichioroaniline,
I ml d'acide acétigue glacial dans 10 ml de dichlorométhane puis le mélange
réactionnel est porté a reflux durant 48 h. Apres retour a température ambiante, 100 ml
de dichlorométhane sont ajouté pour effectuer la décantation a 1'aide d'une solution
aqueuse saturée de bicarbonate de sodium puis a l'ean distillée. La phase organique est
s€chée sur sulfate de magnesium, concentrée sous vide et chromatographiée sur
colonne de silice avec comme €luants successifs : €ther-éther de pétrole ( 1-1 ) puis
acétone-éther ( 1-1 ) pour fournir 0,12 g (Rdt:29% ) du produit attendu.

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.

Acide -(4-méthoxyphény!)-4-ox0-6-{[2-N-(2 4-dichlorophénvliaminolvinvi}-
L 4-dihvdropvridine-3-carboxyligue  VIIf

Cis + Trans
(cf2.7.2.2. p.105)

OMe

Cl

C21H16CI2N204
Mr:431,61

Poudre beige F(°C)>260 Rdt:29%
CCM:
Support: gel de silice 60 Fps4 ( feuille de plastique )

Eluant; éthanol 4 95°
Rf: 0,8

RMN 1H (200MHz/DMSO-dg):

S (ppm) 0,95 s 1IH NH
1,20 8 IH Me
3,85-395 dd 2H Hc+Hg
5,60 dd iH Ha
7,00-745 m TH 2Ph
8,10 s 1H Hy
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IR (Nujol):
v (cor ) 1600 v C=CH
1650 v C=0(cétone)
1680 v C=0(acide)
3300 v NH

1.21-Symthese de [Macide l-{d-méihoxyphényl)-4d-oxe-
S-bromeo-¢-méthyl-l1,4-dihydropyridine-3-carboxiligue 41

*Meéthode de synthese:

Une suspension de 3,85 mmol ( 1 g ) d'acide 1-(4-méthoxyphényl)-4-0x0-6-
méthyl-1,4-dihydropyridine-3-carboxylique Y1f, 9,55 mmol ( 1,2 g ) de N-
bromosuccinimide et une pointe de spatule de peroxyde de benzoyle, dans 50 ml de
chloroforme, est portée a reflux, sous irradiation d’une lampe & incandescence, durant
12 h. Apres retour du mélange réactionnel a température ambiante, le liquide est filtré
puis le solvant est évaporé sous vide. La recristallisation du résidu, dans le
chloroforme, donne 0,5 g (Rdt:39%) du produit attendu sous forme de cristaux
blancs.

*Caractéristiques physico-chimiques et spectroscopiques.

Acide I -(4-méthoxyphényl)-4-oxo-5-bromo-6-méthvl-1 4-dikvdropyridine-
3-carboxilique. 41

Br COOH

OMe
C14H12BrNOg
Mr:338,33
Cristaux blancs F(°C):256,5 Rdt:39%
RMN 1H (400MHz/DMSO-dp):
d (ppm) 2,39 s 3H Me

3,90 s 3H OMe
7,18-7,20 d 2H Ph
760-7,62 d 2H Ph
8,48 S 1H Hb
11,08 1H COCH



o
o
w

IR (Nujol):
v (em ) 1610 v C=CH
1645 v C=0(cétone)
1755 v C=0(acide)
SM(LE):
m/z 205 1 293 | 214 77 264 § 92 278 67 53 107 § 199 1 132 | 249
Abondance relative% ¢ 100 19997 30 1257124512291 183117411661 107 531 46 | 3.8
m/z 338 | 320 | 184
Abondance relative% § 3 23123
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2.1-Introduction

La détermination des propri€i€s biologiques des molécules synthétisées au cours de
nofre recherche a concerné deux activiiés trés complémentaires 1'une de 1’ autre

-L'activii€ inhibitrice a 1’égard de I’ADN gyrase, c'est-a-dire la capacité d'un
produit a inhiber l'activité enzymangue de 1" AIDN gyrase isolée, en unlisant le modele
in vitro développé par N. Moreau et coll. (76). A cet effet, nous avons déterminé les
concentrations inhibitrices (Clyog, Clp), de nos produits a 1’égard de I’activité ADN
gyrase.

-L’activité antibactérienne qui traduit la capacité d'un produit a détruire les
bactéries. A cet effet, nous avons évalué le pouvoir antibiotique en déterminant la

concentration minimale inhibitrice (CMI).

2.2-Inhibition de P’activité enzymatique de I'ADN gyrase*
2.2.1-Méthodologie
2.2.1.1-Principe

L’appréciation du pouvoir inhibiteur de I’activité enzymatique d'ADN gyrase est
fondée sur le principe suivant : le produit inhibiteur de 'ADN gyrase est celui qui
empéche, a la concentration la plus faible, le surenroulement d’un ADN plasmidique
reldché par action de 1'enzyme (ADN gyrase). Des concentrations données du produit
testé et d'ADN reldché sont incubées avec 1'enzyme (ADN gyrase) pendant 30 min. a

37 °C et ’évolution de la réaction est suivie par électrophorese.

2.2.1.2-Préparation des réactifs
Pour cette étude, nous avons dii préparer 'ADN gyrase et ' ADN reldché.

2.2.1.21-Préparation de I'ADN gyrase
La purification de la gyrase de E. coli a été effectuée par la méthode décrite par
Staudenbauer (113) et développée au laboratoire de N. Moreau (travaux non publiés).
Le protocole opératoire nécessite quatre étapes décrites ci-apres :
2.2.1.211-Extraction de I'ADN gyrase

Lyse des bactéries: La lyse des bactéries est effectuée par la méthode au lysosyme de la

facon suivante: 41 g de bactéries Escherichia coli HR 560, décongelées a 4°C, sont

homogénéisées dans 80 ml du tampon de lyse A (Tris: 100 mM; 20% sucrose; pH=7,6).

* Cette partie de notre expérimentation biologique a €€ réalisée au Laboratoire de Mme N. Moreau
(CLER.COLA) gue nous Temergions pour son accuetl et ses précienx conseds.
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A partir de solutions concentrées, nous ajoutons de 'EDTA* (20 mM), du DTT* (1
mM) et du PMSF* (0,5 mM). Apres 10 min., 16 mg de lysosyme (pour 40 g de
bactéries), BRIJ* (0,1%), MgCl2 (5 mM) et KCI (750 mM) sont ajoutés. Le volume
final de lyse est de 105 ml. La solution est soumise 24 h. 4 une température de -§0°C
pour parachever la lyse.

Apres décongélation, la solution est ultraéemrifugée 2h. 234 Mrpm.

Extraction protéique: Les centrifugations sont prolongées durant 20 min. 2 12 M
rpm.

On effectue sur le surnageant (104 ml) deux précipitations successives au sulfate
d’ammonium (sous agitation lente pendant 1 h.) a des saturations de 35% puis 45%.

Apres centrifugation, les culots sont repris dans le tampon B (HEPES: 25 mM;
EDTA: 1 mM; PMSF: 0,5 mM; MgCl2: 5 mM; pH=8.,0) et dialysés 24 h. contre ce
tampon. Une nouvelle dialyse de 4 h. est réalisée contre 2 fois 1 litre de ce méme
tampon.

2.2.1.212-Purification par chromatographie

¢ Colonne Héparine-sépharose: Volume de la colonne=40 ml.

La colonne est équilibrée par le tampon B + 10% d’éthylene glycol (EG) et KCI: 50
mM. Le dialysat est chargé sur la colonne. La colonne est lavée par le tampon C
(HEPES: 25 mM; EDTA*: 1 mM; DTT: 1 mM; MgCl2: 5 mM; pH=8,0). L'élution
(débit=34 ml/h.) s'opere en présence de 100 mi d'un gradient de KC1 (0,05 M - 0,8
M) dans du tampon C +10% d’EG.

L'ADN gyrase est éluée entre 0,3 et 0,5 M de KCL

Les fractions recueillies (30 ml) sont dialysées 24 h contre 300 ml de tampon B +
10% d’EG et 0,15 M de KCl.

¢ Colonne Novobiocine-sépharose: Volume de la colonne = 10 ml.

Cette chromatographie d'affinité est réalisée de la fagon suivante :

Apres lavage de la colonne par le tampon C + 10% d’EG et KCl: 0,2 M, le dialysat
est chargé sur la colonne. Celle-ci est alors lavée par le tampon C + 10% d’EG et KCI:
0,2 M puis par le tampon C + 10% d’EG + ATP: 20 mM + MgCl2: 20 mM. Apres
ringage par le tampon C + 10% d’EG et KCl: 0,2 M, I'ADN gyrase est éluée par le
tampon C + 10% d’EG et Urée: 5 M.

* note de bas de page: EDTA : Acide éthylenediaminetétraacétique ; DTT
Dithiothréitol ; PMSF : Fluorure d’o.toluenesulfonyle ; BRIJ : Ether de polyéthyléne;
HEPES : Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazineéthane sulfonmque.
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Les fractions correspondant au pic urée (8 ml) sont dialysées contre 200 ml de
tarpon D ( Tris: 20 mM; KCL 5 mM; EDTA: 1 mM; MgCl2: 5 mM; pH=7,4).

2.2.1.213-Concentration des fractions dialysées
Le boudin de dialyse est placé sur du polyéthylene glycol 600 (PEG) puis redialysé
contre Je tampon D + 50% de Glycérol.

Le dialysat est aliquoié puis consevé a une température de -80°C.

2.2.1.214-Caractérisation de la protéine ADN gyrase

Elle est effectuée par électrophorése sur gel d'acrylamide par la méthode
dénaturante SDS -PAGE sur cuve a électrophorese Mini-Protean I (BioRad).

Tampons

-Gel: 7,5% d’acrylamide / 2,6% de bis acrylamide - Tris*: 375 mM; 0,1% de
SDS*; pH=8,8; catalyseur: 0,05% de persulfate d'ammonium; 0,05% de TEMED.

-Echantillon: Tris: 615 mM; 10% de glycérol; 2% de SDS; B-mercaptoéthanol: 0,3
mM; 0,05% de bleu de bromophénol; pH=6,8.

-Electrophorese: Tris: 125 mM; glycine: 190 mM; SDS: 3,5 mM; pH=8,3.

Electrophorese

Les échantillons a tester sont mélangés volume a volume avec le tampon
d'échantillon mis au bain marie & 95°C pendant 5 min. puis déposés sur le gel a raison
de 5 a 10 ul par puits. L'électrophorese est poursuivie durant 40 min. 2 200 V.,

Coloration des gels

-Coloration au bleu de coomassie: dans une solution de 0,1% de bleu de coomassie
R-250; 40% méthanol; 10% d’acide acétique, pendant 1h., sous agitation.

-Décoloration: dans une solution 40% méthanol; 10% d’acide acétique pendant 12 h

Les gels sont ensuite séchés pour conservation.

2.2.1.22-Préparation de I'ADN plasmidique pBR322 reliché (ADNr)

Le plasmide circulaire pBR 322, surenroulé négativement de E.coli (ADNs)
provient des laboratoire Sigma. La topoisomerase I eucaryote, isolée de thymus de
veau, est achetée auprés des laboratoires BRL, sous la dénomination Topo I EU.
L'ADN plasmidique est reliché dans le tampon [Tris-HCl: 50 mM (pH=7,5); KCI: 50
mM; DTT: 10 mM; EDTA: 0,1 mM] par la topoisomeérase I eucaryote suivant le
protocole recommandé par ce fabricant et développé par N. Moreau (travaux non

publiés).

* note de bas de page: Tris: Tris (hydroxyméthyl)aminomeéthane;
SDS : Dodécvisulfare de sodium,
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2.2.1.221-Préparation de la solution 1
180 pl d’ADN surenroulé (pBR 322 DNA)
+Tampon test: Topo I EU ( 3 fois concentré )
+10 pl de Topo T EU

Incubation de ce mélange 30 min. 2 37°C.

2.2.1.222-Préparation de la solution 2 (solution d'extractiom)
4,8 ml de chloroforme
+ 0,2 ml d'alcool 1soamylique
+ 500 pul de la solution: 200 pl tampon test Topo 1+ 400 pl d'eau distiliée

Nous prenons la phase organique.(solution 2)

2.2.1.223-L'extraction
1110 pl de 1a solution 2, additionnés de la solution 1, sont centrifugés (2 min.). La
phase aqueuse est décantée une nouvelle fois avec 1110 pl de la solution 2.
L'ADN est récupéré par centrifugationpuis lypophilisé€ par fractions 20 pl. L’ADN

relaché (ADNr) obtenu est conservé a une température de -20°C.

2.2.1.224-Test de surenroulement de I'ADN

2 uwl d'ADNr [ une ampoule d'ADNr + 40 pl de tampon ADNr: (Tris HCL: 10 mM;
NaCl: 5 mM; EDTA: 0,1 mM; pH=74)]

+5 pl tampon gyrase [ 43 ul de tampon gyrase 3 fois concentré: (KCl: 75 mM;
HEPES: 60 mM; DTT: 12 mM; Spermidine*: 5,1 mM; (AcO)2Mg: 18 mM; EDTA:
1,5 mM; Tris: 6 mM; Ethylene glycol: 9%; tRNA: 100 pg/ml; pH=7,6)].

+2 ul gyrase

+6 ul HyO

Incubation 30 min. a 37°C.

+3 pl de solution (bleu de bromophénol a 0,4% + 60% de sucrose)

¢ Préparation du tampon d'électrophorése
Solution 1: 70 ml de tampon électrophorese [Tris HCL: 36 mM (43,61 g); EDTA:
1 mM (20 ml, 0,5 M); NaH2PO4.2H20: 30 mM (46,83 g); pH=7,6 (ajuster a 'aide
d’acide chlorhydrique concentré)] +630 ml H20 distillée.

* note de bas de page: Spermidine: HoN-(CH?2)4-NH-(CH?2)3-NH7.
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¢ L'électrophorese

-700 mg d’Indubiose A37NA (gel d'agarose); 70 ml de la solution I; placer ce
mélange 2 min. au four Micro-onde. Apres refroidissement, le gel est coulé
(épaisseur, = 5 mm) sur une plaque d'électrophorese.

L'électrophorese est réalisée en sous-marin dans le tampon d'électrophorese (Tris
HClL: 36 mM; EDTA: 1 mM; NaH2P04.2H20: 30 mM,; pH=7,6). L'é¢chantilion
préparé précédemment (18 ul) est déposé dans le puits puis un témoin d'ADNr (2 pl +
5ul H20+ 3 ul de bleu de bromophénol) et un autre témoin d'’ADNs (0,5 ul dADNs
+ 6,5 ul H20+ 3l de bleu) sont déposés séparément dans des puits.

La migration est poursuivie durant 2 h. 2 70 V. Le gel est coloré 10 min. dans une
solution de bromure d'¢thidium (BET) 0,1 pg/ml, rincé a l'eau distillée puis
photographiée sous lumiere U.V (302 nm) filtrée par Kodak Wratten 2028 (jaune) et
1194 (rouge) . Les films utilisés sont de type Polaroid 665.

La figure 37 montre la migration de ' ADNr, ADNs, et d'ADNr + la gyrase.

ADNr ADNs  ADNr+
(seul) (seul) ADNgyrase

ADNr

ADNs

Figure 37 : Test de surenroulement d'ADNr par la gyrase
(ADNr : ADN relaché; ADNs : ADN surenroulé)

Le puits gauche présente la migration de ' ADNT, le puits central celle de ' ADNs et
enfin le puits droit présente la migration de I'ADNr incub€ avec l'enzyme ADN
gyrase.

Dans ces conditions : Une unité (U) d'activité ADN gyrase représente la quantité

d'enzyme qui peut surenvouler 50 ng d’ADN plasmidique reldché (ADNr ).
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2.2.2-Inhibition de l'activité d'ADN gyrase par nos produits

Les expériences d'inhibition se déroulent dans les tampons précédemment décrits.
Des solutions meres de produits sont préparées et conservées a -20°C, une partie des
produits est solubilisée dans 'eau en présence de NaOH et le pH est ajusté aussi prés
que possible de pH=7,5 sans que 1'on obseive de précipitation. L'auire partie est
solubilisée dans l'ean et ie diméthylsulfoxide (DMSQO) sachant que ia quantiié du
DMSO nécessaire ne doit pas €ire mhibirice de la gyrase.
Les dilutions sont effectuées dans les tampons des essais enzymatiques.
Le mélange réactionnel (volume final=15 il) contient:
-5 11 du tampon appropri€ ( 43 jul de tampon gyrase + 7 pul ATP)
+2 ul d'ADNr
+5 pl d'une gamme de concentrations du produit en experience:
1920 mg/1, 384 mg/1, 38,4 mg/l et 3,84 mg/L.
+1 pl d'eau distillée
+2 pl de la gyrase
Dans ces conditions, les concentrations finales en produits sont respectivement de :
640 mg/l, 128 mg/l, 12,8 mg/l et 1,28 mg/l. Le mélange réactionnel est incubé pendant
30 min. 2 37°C. Au terme de cette opération, la réaction enzymatique est arrétée par
refroidissement a 0°C puis addition de 3 ul de bleu de bromophénol (0,4 mM) dans
60% de sucrose. '
L'électrophorése sur gel d'agarose est préparée comme précédemment (cf.p.210)
Cette méthode d’étude d’inhibiteurs de I’activité enzymatique de I’ ADN gyrase a été
validée (98) sur la Péfloxacine et une quinolone des laboratoires Bristol-Myers BMY
33315 (formule p. 23).
| L'inhibition de l'activité enzymatique se traduit par la disparition des
topoisomerases totalement surenroulées et par l'apparition des topoisomerases
présentant un degré de surenroulement moindre (qui migrent donc moins loin). Si la
réaction est totalement inhibée, ' ADN gyrase ne surenroule pas 'ADNTI.
La mesure de l'inhibition de I'activité de I'enzyme ADN gyrase est exprimée en
donnant trois types de valeurs:
¢ Inhibition & 0% (CIQ): concentration en produit qui ne provoque que peu (ou
pas) d'effet sur l'activité de la gyrase.

¢ Inhibition a 50% (CI5Q): concentration en produit qui provoque la disparition de
50% de I'ADN plasmidique surenroulé.

¢ Inhibition & 100% (CI100): concentration en produit a partir de laquelle l'enzyme

est totalement inhibée.



Nous nous sommes limités a apprécier les pourcentages d’inhibition : 0% (CIQ) et
100% (CI100) car les valeurs de (CI5() habituellement déterminées sont difficiles a
estimer. De plus, ces deux valeurs (CIg et Cl100) permettent d'évaluer la "largeur” du
profil d'inhibition, c'est-a-dire la capacité¢ d'un produit a inhiber plus ou moins
rapidement la réaction enzymatique. Nous avons utilisé comme référence la

Ciprofloxacine qui est la quinolone la plus récemnment introduite en thérapeutique.
2.2.3-Résultats et discussion

Nous avons préparé des gammes de 4 dilutions de chacun des 113 produits
s’intégrant dans les séries I-VIII et leurs intermédiaires 1-41. Pour les composés 15,
39 et VIIl4, qui se sont révélés intéressants, nous avons étendu la gamme de
dilutions a 3 autres concentrations (128 mg a 0,6 mg/1).

Les figures 38 et 39 nous montrent quelques exemples d’inhibition de 'ADN

gyrase par la Ciprofloxacine et quelques-uns des dérivés les plus actifs.
Ciprofloxacine VIII,

¢ Ciprofloxacine (a: 128; b: 12,8; ¢: 1,28; d: 0,128 mg/l)
¢ VIIIg (e: 640; f: 128; g: 60; h: 30;1: 15; j: 12; k: 6; I 3; m: 1,5mg/1)
13 39
la bc¢ def g’| {h K I' m n|

Figure 39 : Inhibition de I'’ADN gyrase par:
¢ 1527 128;b:60; ¢’ 30: 47 15,7265 17: 1,2, 27 0,6 mg/D
e 39 (h: 12816030, k0 24,1715 m™: 12, n": 6 mg/l)



Le rableau XXXVI précise les concentrations (exprimées en mg/l) des 113
molécules synthétisées.

¢ Clg : concentration n’engendrant aucune inhibition de l'activiié de 1" ADIN gyrase.

¢ CI100 : concentration engendrant une inhibition totale de cette méme activité

enzymatique.

Tableau XXXVI: Clg et CI100 (mg/l) des analogues ouverts et monocycligues des
quinolones présentées dans ce mémeoire

N’ Clg | CIigo N? Clg ] Clioo
Series I, I, | Auncun des produits [a V Serie VII [Aucun des produits Y1la-e
I, IV, et n'a révélé une n'a révélé une CI100<640.

v CI100<640.

13 >128 640 Vil >128 640
38 Vi

39 24,0 30,0 Villig 128 640

30 STR 640 Viile ST3% 640
VIllf

Serie VI >128 640 41 >128 640

Reférences : Guinolones* inhibitrices de I'ADN gyrase

Quinolone || Ciprofloxacine  Sparfloxacine Péfloxacine Tosufloxacine Ac.
Ofloxacine BMY 33315 nalidixique
Cli100 0,1 0,2 0,5 1,5 10

* Structures @ cf.p. 18 et 23,

L’analyse du tableau XXXVI permet de dégager les points suivants :

¢ Les produits des séries I, IL, ITI, IV, et V ne sont pas inhibiteurs de ’activité
enzymatique de I'ADN gyrase sauf a forte concentration (CI100> 640 mg/l).
L'absence du motif acide explique l'inactivité des esters I et V et des nitriles II - IV.

¢ Les produits de 1 a 7, sont également inactifs, ce que 1’on peut expliquer par
l'absence des pdles cétoniques et carboxyliques ainsi que par une géométrie tres
différente de celle des quinolones.

¢ Les produits 8 & 12 ne révelent aucun pouvoir inhibiteur de I'activité
enzymatique de I’ ADN gyrase, ce qui est 2 rapprocher de l'inactivité des produits de la
serie V.

¢ Parmi les produits 13 4 40 (intermédiaires de la série VI), seul le produit 32
(R=2.4-Cl7 Ph) révéle une certaine activité inhibitrice (CIg= 24,0 mg/l, et CI100 = 30
mg/l) (cf. figure 39; p.214)
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¢ En ce qui concerne les “monoquinolones” :
Les acides VI et les estersVEI ne révelent aucune activité inhibitrice a
I"€gard de I'ADN gyrase.
En séne VIII, seul I'acide YIiIg présente une activité trés modeste (Clg=
128,0 mg/1) d'mbibition de I’ADN gyrase (cf. figure 38. p.214)
51 on compare ces différentes structures “monoquinoclones” avec celles des dérivés
de Narita (38), nous pouvons avancer ["hypothese que Uinactivité de nos produits

pourrait &ire due a I’absence d’un pdle aromatique sur le carbone 6.

2.3-Activité antibactérienne

2.3.1-Principe

La détermination des CMI constitue une premiére approche du spectre antibactérien

et permet un aménagement du drug-design de nos objectifs.

La concentration minimale inhibitrice (CMI), exprimée en mg/l, est la concentration
d'antibiotique pour laquelle il n'y a pas de culture visible. La présence d'une a trois
cultures n'est pas prise en compte. Ces valeurs ont ét€ déterminées par rapport a une
batterie de 8 germes* de métabolismes variés :

4 germes a Gram-positif (S.aureus ATCC 10337: § a; S.faecalis IPP 5434: S f;
B.subtilis var.globigii CCTM 2722: B s; C.xerosis IPL 5216: C x).

4 germes Gram-négatif (E.coli ATCC 10536: E ¢; P.mirabilis NCTC 8309: P m;
P.aeruginosa ATCC 10145: P a; E.aerogenes ATCC 13084: E a).

2.3.2-Méthodologie

2.3.2.1-Préparation de Pinoculum

Les bactéries sont repiquées sur milieu Trypticase Soja de Bio-Merieux (pH : 7,3).
Ces cultures de 24 h. servent a préparer !’inoculum par mise en suspension dans 5 ml
d’eau distillée stérile des microorganismes prélevés a ’aide d’une 6se de 2 mm de
diametre. Puis, on ajuste la turbidité de cette suspension au point 0,5 de I’échelle de
Mc Farland.

* Origine des souches

ATCC : American Type Culure Collection
PP : Institut Pasteur de Paris

IPL : Institut Pasteur de Lille

NCTC : National Collection of Types Cultures



2.3.2.2-Préparation des boites de Petri

Pour chaque dérivé, on prépare une solution aqueuse a 1 g/l du dérivé sodé (1 ml
de NaOH 0,1 N + 9 ml eau). Cependant, pour les dérivés trés peu solubles (34, V§
et YIIId,f), nous avons eu recours au mélange DMF/H2O (1 : 9) dont, bien entendu,
nous nous sommes assures de la totale inocuité :

2 ml de cette solution mére {ou de ses dilutions convenables en progression
géométrique d’ordre 2) sont ajoutés a 18 ml de milieu gélosé de Mueller-Hinton,
maintenu en surfusion a 50°C puis apres, homogéinisation, coulés dans une boite de
Petri (diametre : 90 mm).

Les concentrations finales en agent antibactérien testé sont dans une
expérimentation complete pour chaque boite de Petri, respectivement de : 256, 128,
64, 32, 16,8, 4,2 et 1 mg/l.

Un protocole analogue est conduit parallelement en substituant a la solution de
dérivé :

-d’une part, 2 ml d’eau stérile, culture témoin de 1a souche bactérienne en
expérience.
-d’autre part, 2 ml d’une solution de quinolone commerciale selon la

meéme séquence de dilution que celle décrite précédemment.

Apres prise en masse (les boites de Petri étant placées, couvercles ouverts, durant 1
a 2 h. dans une étuve maintenue a 37°C), la surface de gélose est ensemmencée en
stries avec chacun des germes considérés auquel aura été préalablement affecté un

secteur de la boite.

2.3.2.3-Lecture des résultats

5

Elle est réalisée apres 24 et 48 h. d’incubation a 37°C, comparativement aux

antibactériens de référence figurés dans le rableau XXX VII.

¢ Tableau XXXVII : CMI de quelques quinolones détérminées sur notre battrie de souches

Gram-positif Gram-négatit
S a Sf Bs Cx| Ec P m Pa Ea

l 18T€ oénération |

Acide nalidixique 128 >128 2 - 2 & 100 -
Acide oxolinique & 64 0,250 - 10,500 1 32 -
Fluméquine i >128 0,125 - 0,125 0,5 128 -

E DM oénération ]

Ciprofloxacine 0,500 1 - 1 80,125 9,125 (3,500 0,125
Nortloxacine 1 4 - 4 46,250 0,250 8 1
Oflocacine i 2 - 2 10,250 0,250 4 0250
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2.3.3-Résultats et discussion

Nous rapportons, dans les tableaux XXXVIII & XXXXII, les CMI (mg/l) des 113

composés synthétisés.

¢ Tableau XXXVIII : CMI (mg/1) des esters et nitriles -1V.

R
Batterie de souches bactériennes

Série X Z S a/S /B s/C x/F ¢/P m/P a/E a

Iq.f Me COOEt H Aucun des produits Ia-f, Ha-d,
Oa.4 Me CN H I_I_Ia-get 1Va.e n’a révélé, par
. H COOEt CN rapport a toutes ces souches, une

e

IVa.e H CN Cn CMI < 128 mg/l.

¢ Tableau XXXIX : CMI (mg/l) du N-arylaminoéthyleneacylacétate d’éthyle V.

O
COOH
£
H<
N
R

N°]

R

Sa Sf Bs Cx Ec Pm Pa Ea

Va-eStructures
(cf. p. 80)

V¢ i2-HO,4-Me Ph
Vo i 2-Me,4-HO Ph

o H

Yn i 2-HO,4-Me Ph

Me
Me
Ph

Aucun des produits Yg a Ye n’a révélé, par rapport a
toutes ces souches, une CMI<128 mg/l.

192 192 192 192 192 94 192 192
94 94 94 94  >256 192 >256 >256
192 192 192 192 >256 >256 >256 >256

Yh-m
et

Structures

Vo-v (¢f.p.80et81)

Aucun des produits Yh.m et ¥Yo-y n’a révelé, par
rapport a toutes ces souches, une CMI<128 mg/l.

S a :S.aureus ATCC 10337
S a :S. faecalis IPP 5434

E ¢ : E.coli ATCC 10536
P m : P.mirabilis NCTC 8309

B s :B.subtilis var.globigii CCTM 2722 P a: Paeruginosa ATCC 10145

C x :C.xerosis IPL 5216.

E a: E.aerogenes ATCC 13084



[AV]
Y
€W

¢ Tableau XXXX : CMI (og/l) du 3-N.subst.aminométhyléne-4-oxo0-6-méthyl-2-
pyrone 13 - 4¢ .
O H

]
- %, N/
Py
A . H
Me O O

R

o)

N R Sa STt B s Cx E ¢ Pm Pa Ea

25 {4-MePh | 128 128 94 128 >256 192 >256 >256
27 14-NOo Phi>256 192 94 192 192 >256 »256 >256
34 i 3-NO2-4- | >256  >256 192 >256  >256 >256 >256 >256
Clp Ph

= ~3

13- 24, 26,
28-33 et 35- Aucun des produits 13- 24, 26, 28-33 et 35-40 n’a

49 révél€, par rapport a toutes ces souches, une CMI<128 mg/l.

{Structures

cf. p.92)

Remarques : Les dérivés L1-7 (structures .p.72 et 74), les N,N-
diméthylaminométhyleneacétylacétates d’éthyle §-10 (structures p.80) et les acides
N.4-fluorophénylaminométhyleéneacétylacétiques (structure p. 82) sont également
inactifs a I’égard de la batterie de souches ci-dessus indiquée.

¢ Tableau XXXXI : CMI (mg/l) des acides 1-alcoyl{cycloalcoyl,
aryl)aminométhylene-4-oxo0-6-méthyl- 1 ,4-dihydropyridine-3-carboxyliques VL.

0
COOR' VI:R':H
I VII: R': Et,CH,COOE!

Sa Sf B s Cx Ec Pm Pa Ea

VI (cf. structures p.93) Aucun des acides V1. et des esters V1lg.e
et VII (cf. structures p.99) n’a révélé, par rapport i toutes ces souches, une
CMI<128 mg/l.
S a :S.aureus ATCC 10337 Ec: E.coli ATCC 10536
S a :S faecalis IPP 5434 P m: P.ourabilis NCTC 8309

B s :B.subrtilis var.globigii CCTM 2722 P a: Paeruginosa ATCC 10145
C x :C.xerosis IPL 5216. Ea: E.aerogenes ATCC 13084



¢ Tableau XXXXII : CMI (img/) des acides 1-alcoyl(aryl)-4-ox0-6[2-N,N-
diméthylamino)vinyl}-1,4-dihydropyridine-3-carboxyliques ¥illg.e ¢t de ’acide 1-
{(4-t.méthyiphényl)-6{2-N(2,4-dichlorophénylamino)vinyl]-4-oxo-1,4-
dihydropyridine-3-carboxylique VIIIf.

0
COOH
, I
R~
¥ N
R" R

N° R R'" R" ISaSf Bs Cx E¢c Pm Pa EKa

Villg.¢ Aucun des acides VIig.¢
et structures et
VIile (cf. p.106) Ylife n’a révélé, par rapport a toutes ces souches,
une CMI<128 mg/L.

Vilig 4-tBuPhiMe; Me }94 64 16 48 >256 >256 >256 >256
Viiif 4MeO{H i2,4-CIhll48 48 48 48 >256 >256 >256 >256

Ph Ph
S a:S.aureus ATCC 10337 E c: E.coli ATCC 10536
S a :S.faecalis TPP 5434 P m : P.mirabilis NCTC 8309

B s :B.subrilis var.globigii CCTM 2722 P a: P.aeruginosa ATCC 10145
C x :C.xerosis IPL 5216. E a: E.gerogenes ATCC 13084



IV-CONCLUSION
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L’objectif du travail qui nous a été confié consistait & concevoir puis a synthétiser
des analogues “ouverts ou monocycliques” de quinolones inhibiteurs de 1’ADN
gyrase. Cette approche de la thérapeutique anti-infecticuse est confortée par le
remarquable pouvoir antibiotique des fluoroquinolones (actuellement introduites en
clinique) et demain des difluoroquinclones qui, toutes, sont des structures
polycycligues isologues présentant les mémes points faibles génériques : inactivité sur
les Staphylocoques méthicillino-résistants, effets indésirables sur le mécanisme de
’osséification qui conduit a contre-indiquer ces anti-infectieux chez I’enfant, la femme
enceinte et celle qui allaite. L.’objectif pharmaco-clinique que nous avons poursuivi se
veut complémentaire de ces dernieres en ce qui concerne le spectre antibactérien
(extension vers le champ des germes a Gram-positif) et se propose de plus,
d’identifier de nouveaux composés de téte susceptibles de diversifier le panel des

archétypes antibactériens actuellement existants.

Les 8 séries chimiques (S1.8) que nous avons étudiées ont été congues afin
d’optimiser une activité antibactérienne potentiellement inscrite dans :

+ la géométrie moléculaire (distances interatomiques, angles de valence,...) qui
est superposable a celle du modele oxacine (La modélisation moléculaire est
réalis€e par le programme Alchemy 15).
¢ la présence d’enchainements pharmacophores antibactériens (structure: ester
B-cétonique, €neaminones; noyau dihydropyridone-3-carboxylique;.....) que
nous avons identifiés lors de recherches antérieures.
¢ le niveau de lipophilie moléculaire (log P calculé selon Hansch-Lé€o)

s’intégrant dans le créneau 0,80-2,55 des oxacines les plus actives.

A cet effet, partant de la structure N-subst.aminoprop-2-eénoique (S1), nous
SOMINES parvenu, par une construction progressive et logique, a la structure 1,4-
dihydro-4-oxo-pyridinecarboxylique (S§) puis a son analogue 6-aminovinylique (S¢)

Dans le cadre de ce “drug design™, notre recherche a consisté :
1) Sur le plan chimique, a réaliser la syntheése de 80 composés finaux originaux
(113 produits synthétisés).
2) Sur le plan microbiologique, a évaluer 2 la fois, leur pouveir inhibiteur 2
I’égard de Dactivité enzymatique de I’ADN gyrase et leur activité
antibactérienne déterminée sur une batterie de huit souches de métabolismes

varies.( 4 germes a Gram-positif, 4 germes 2 Gram-négatif).
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= Synthese

Nous avons effectu€ la synthese de § séries de compos€s originaux comportant
I'enchainement acide-structure N-subst.aminoprop-2-énoique minimum,
conformément a des objectifs pharmnacochimiques clairement définis, Pour chacune
d’entre elles nous avons rappelé les différentes voies d’acces a la structure et précisé
les raisons du choix des méthodes retenues. Ces différentes séries se répartissent de la
fagon suivante :

¢ N-subst.aminobut-2-¢noates d'éthyle I et N-subst.aminobut-2-nitriles II.
¢ N-subst.aminométhyleénecyanoacétates d’éthyle I et
N-subst.aminométhylenemalononitrile I'V.
Acide 1,6-naphtyridine-2-one-3-carboxylique S.
Acides N-subst.aminométhyleneacylacétiques V (S4).
Acides N-subst.-4-0x0-6-méthyl-1,4-dihydropyridine-3-carboxyliques VI (85).

® & @ 9

N-subst.-4-ox0-6-méthyl-1,4-dihydropyridine-3-carboxylates
d’éthyle Y1la-d et d’éthoxycarbonylméthyle Yile.
¢ Acides N-subst.-4-0x0-6-[(2-N,N-diméthylamino)vinyl]
-1,4-dihydropyridine-3-carboxyliques VIlIy.f.
¢ Acide 1-(4-méthoxyphényl)-4-oxo-5-bromo-6-méthyi-1,4-dihydropyndine
-3-carboxylique 41(S7). '

Les syntheses multi-stades que nous avons mises en oeuvre, en particulier en série
S3, nous ont permis de démontrer I'inexactitude de la structure cyclique publiée par
Kuthan et de proposer un mécanisme réactionnel conduisant a la dieneamine acyclique
(2Z,4E) dont nous avons aussi obtenu I'isomere (2Z,4Z). La structure des 113
composés synthétisés, dont nous précisons les caractéristiques physico-chimiques, a
été confirmée par les moyens analytiques habituels (spectres IR, RMN 14, RMN 13¢,
microanalyse,...) et, €galement, par spectrométrie de masse a 70 eV. Disposant des
données spectrales des structures isologues d'une méme série, nous proposons un
schéma général de fragmentation des classes chimiques de structures 85,86, S7 ou
S8.
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= Activité biologique
¢ Inhibition de I’activité enzymatique de I’ ADN gyrase

Ces mesures de biologie moléculaire (CIg et CI100) constituent des marqueurs tres
sensibles (valeur de la CMI divisée par un facteur de 10) de la potentialité
antimicrobienne. Parmi tous les composés testés, c’est la 3-N-(2,4-dichlorophényl)

aminométhyléne-4-oxo0-6-méthyl-2-pyrone (39) qui présente la meilleure activité
inhibitrice (CI(: 24 mg/l et CI100: 30 mg/l)

¢ Spectre antibiotique

Une premiere approche du spectre antimicrobien, réalisé sur les 113 composés a
I"égard de 8 souches (4 germes a Gram-positif et 4 germes a Gram-négatif), revéle une
activité modeste (CMI = 50 mg/l) des acides aminovinylpyridene-3-carboxyliques
Villd et VILIf.

Ce spectre est focalisé sur les seuls germes a Gram-positif. Cette spécificité nous
parait originale et intéressante compte-tenu du préoccupant probleme des infections
nosocomiales. Cette interéssante propriét€ devrait pouvoir €tre potentialisée par
adjonction de cycle (1,6-naphtyridine cf. §3° p. 67), fonctionnalisation (introduction
d'atome de fluor), insertion de I'atome d’azote dans un hé€térocycle (azétidinyl,

pyrrolidinyl, pipédinyl) diversement substitué (métabolites actifs).
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M RESUME |

L

Linhibition de 1'activité ADN gyrase (cible enzymatique cornmune a toutes les bactéries)
constitue un des axes de recherche les plus prometieurs en antibiothérapie. L'objectif de ce
travail a concerné la synthése et la détermination des activités biologiques d’archétypes
originaux inhibiteurs de cette enzyme. La premiére partie de ce mémotre présente 1’état actuel
des connaissances sur I’ADN gyrase : stucture t€oamérique, role de chague sous-unité A et B
et ses inhibiteurs de type coumarinique (Novobiocine,...) ou non (Amsacring) ainsi que ceux
de structure oxacine (quinolones). La pharmacochimie, les relations Structures- Activités
biologiques et le spectre antibactérien de quinolones actuellement introduites sur le rarché ou
en cours de développement sont analysés en fonction de la prospective de recherche. Dans une
deuxiéme partie, I’étude chimique des acides 1,4-dihydropyridone-3-carboxyliques et de leurs
analogues ouverts comprend la synthése de 8 séries différentes (113 composés) procédant
d’une construction progressive et logique au dépait de la structure 3-aminoprop-2-énoique.
Toutes ces structures sont congues afin d’optimiser une activité antibactérienne potentiellement
inscrite tant, dans la géométrie moléculaire superposable au modele oxacine (distances
interatomiques, angles de valence,..., définis par modélisation moléculaire) que dans la
présence d’enchainements pharmacophores antibactériens (structure : ester 3-cétonique,
eneaminones, novau dihydropyridone-3-carboxylique,.....). L activité antibactérienne des
113 composés obtenus a €té objectivée : d’une part, par la mesure de 'activité inhibitrice
(Cl1go.Clp) a 'égard de ’ADN gyrase, d’autre part, par le spectre antibactérien défini a partir
de la mesure de la concentration minimuam inhibitrice (CMI) 4 1'égard d une batterie de 4
germes a Gram-positif et 4 germes a Cram-négatif. Les composés les plus intéressants
(Cl10:30 mg/l; CMIGram+: 16 - 94 mg/l) sont de structure monocyclique et notamment les

dérivés 6-N,N-diméthylaminovinyliques.

'MOTS CLEEFS!
ADN gyrase; inhibiteurs; antibactériens; quinolones; pyridone-3-carboxylique; Clygo: Cly;

géomérie moléculaire; 2-€narminoacylacétique.
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