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Liste des abréviations

1-9

2-AS-Glc : Conjugué acide salicylique-glucose en
position 2

2-S03-AS : Sulfonate d’acide salicylique
2,4-D : Acide 4-(2,4-dichlorophénoxy)acétique
2,4-DB : Acide 4-(2,4-dichlorophénoxy) butyrique
3,5-diCIAS : Acide 3,5-dichlorosalicylique
4-CIAIA : Acide 4-chloroindole-3-acétique
5-CIAS : Acide 5-chlorosalicylique

A
AB : Acide benzoique
ABC : ATP Binding Cassette
Ac : Acétyle
ACC : Acide 2-S-amino-2-cyclopropyl acétique
ADAB : Acide L-2,4-diaminobutyrique
ADAP : Acide L-2,3-diaminopropionique
AlA : Acide 3-indoleacétique
AIB : Acide 3-indolebutyrique
AIC : Acide isochorismique

AIC-Glu: Conjugué acide isochorimique-acide
glutamique

AIP : Acide 3-indolepyruvique
APA : Acide phénylacétique
AS : Acide salicylique
AS-Asp : Conjugué acide salicylique-acide aspartique
AS-Glc : Conjugué acide salicylique-glucose
ANTL : Aromatic and neutral aminoacid transporter
ATP : Adénosine triphosphate
B
BA2H : Benzoic acid 2-hydroxylase
BHE : Barriére hémato-encéphalique

Bn : Benzyle

B (suite)

BSMT1: Benzoic/Salicylic acid carboxyl
méthyltransférase

BTH : Benzothiadiazole

C
CAV : Cellules associées aux vaisseaux
CCM : Chromatographie sur couche mince
CMR : Cancérogéne, mutagéne et reprotoxique
COSY : Correlated Spectroscopy

D
d : Doublet
DAPPD : N,N’-diacétylpara-phénylénediamine
DCC : N,N’-Dicyclohexylcarbodiimide
dd : Doublet de doublet
DEPT : Distortionless Enhanced Polarization Transfer
DMF : N,N-diméthylformamide
DMAP : 4-N,N-diméthylaminopyridine
DMSO : Diméthylsulfoxyde

dt : Doublet de triplet

éq : Equivalent

EDCI : Chlorhydrate de N-(3-diméthylaminopropyl)-
N’-éthylcarbodiimide

EPS1 : Enhanced Pseudomonas Sucseptiblity 1
ESI : Electrospray ionisation

G
GLUT1 : Glucose Transporter 1

H
HRMS : High Resolution Mass Spectrometry
HSQC : Heteronuclear Single Quantum Coherence

Hz : Hertz



|

IAAId : Indole-3-acétaldéhyde

IAM : Indole-3-acétamide

IAN : Indole-3-acétonitrile

IAOX : Indole-3-acétaldoxime

ICS : Isochorismate synthase

INA : Acide 2,6-dichloroisonicotinique

IP : Inhibiteur de protéase
J

JA : Acide jasmonique

JA-lle : Conjugué acide jasmonique-isoleucine

JA-Trp : Conjugué acide jasmonique-tryptophane
L

LAT : L-type/large neutral amino acid transporter
M

M : Multiplet

MCPA : Acide 2-(4-chloro-2-méthyl)acétique

MCPB : Acide 4-(4-chloro-2-méthyl)butyrique

MeAS : Salicylate de méthyle

MeJA : Jasmonate de méthyle

MES : Acide 2-N-morpholinoéthane-1-sulfonique
P

PAL : Phénylalanine ammonia-lyase

PBZ : Probénazole

PEG : Polyéthyléne glycol

pH : Potentiel hydrogene

ppm : Partie par million

PR : Pathogenesis related
Q

g : Quadruplet

qd : Quadruplet de doublet

QTOF : Quadupole time of flight

Rf : Facteur de rétention

RH : Réaction/Réponse d’hypersensibilité
RLA : Résistance locale acquise

RMN : Résonance Magnétique Nucléaire
RSA : Résistance systémique acquise
ROS : Reactive oxygen species

RubisCO :Ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygénase

s : Singulet
SAM : S-adénosylméthionine

SDN/SDP : Stimulateur des défenses naturelles des
plantes

se : singulet élargi
Sw : Substitution nucléophile
SLC : Solute carrier

SOT : Sulfotransférase

t: Triplet

TAAL : Tryptophan aminotransferase of Arabidopsis
1

t.amb : Température ambiante

t-Bu : Tertio-butyle

tCA : Acide trans-cinnamique

td : Triplet de doublet

TFA : Acide trifluoroacétique

THF : Tétrahydrofurane

TMV : Virus de la mosaique du tabac
U

UV : Ultraviolet
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Chapitre 1 : Historique






Introduction

L’agriculture a su se développer et se moderniser grace aux avancées scientifiques et
technologiques réalisées depuis les années 1950. Ce développement permettait de répondre aux besoins
alimentaires de la population dans le contexte d’aprés-guerre ou la demande en nourriture était tres forte
au niveau mondial. Cependant, la question alimentaire mondiale est toujours présente principalement
dans les pays en développement ou la population s’accroit fortement, mais elle redevient aussi un enjeu
majeur dans les pays développés comme la France ou la gestion de la pandémie de COVID-19 a eu pour
conséquence un nombre croissant de personnes qui ne peut plus s’alimenter correctement. Une enquéte
Ipsos récente, réalisée pour le Secours Populaire! a révélé que 27% des Frangais n’ont pas les moyens
de se nourrir convenablement. Cette valeur s’éléve méme a 42% en ajoutant les personnes se privant

afin que leurs enfants soient convenablement nourris.

Un récent rapport des Nations Unies estime que la population mondiale devrait augmenter de
2 milliards d’individus d’ici 30 ans pour atteindre 9,7 milliards d’ici 20502. Ceci suggere que les besoins
alimentaires mondiaux pourraient doubler d’ici 2050° afin de nourrir convenablement une population
en croissance constante. Une seconde étude estime que cette densité de population sera atteinte en
2064*5. Cette valeur semblerait étre un maximum et serait suivie d’une diminution de la population
mondiale due a un contréle du taux de natalité, contrairement aux projections des Nations Unies qui
prévoient une croissance continue de la population pour atteindre prés de 11 milliards d’individus d’ici
21002. Quelles que soient les prédictions réalisées sur le long terme, la premiére conséquence de cette
croissance démographique sera d’anticiper les besoins alimentaires qui vont fortement croitre durant les

30 prochaines années.

Par ailleurs, I’agriculture est également confrontée a des pressions constantes qui sont dues a la
détérioration de I’environnement, aux changements climatiques®’, a la perte de biodiversité et aux
ravageurs des cultures. Ces problémes phytosanitaires, et notamment la propagation des ravageurs de
cultures, sont I’une des causes majeures de perte des récoltes. Ces ravageurs de cultures comprennent a
I’échelle mondiale plus de 10 000 especes d’insectes, 30 000 espéces d’adventices (« mauvaises
herbes ») et 100 000 maladies causées par des bactéries, des champignons, des virus ou d’autres
microorganismes. Une étude réalisée par Bebber et al® comparant la distribution des ravageurs et
pathogenes en 2014 et en 1901 semble prévoir une saturation des productions agricoles par ces ravageurs
dans les prochaines décennies. Il est donc nécessaire d’avoir un contrdle de ces agents ravageurs et

pathogenes, ce qui est essentiel pour la securité alimentaire mondiale.

Cette nécessité d’accroitre les productions agricoles en un laps de temps parfois trés court n’est
pas un phénoméne nouveau. En effet, avec le développement de la chimie organique et I’apparition de
produits phytopharmaceutiques aprés la Seconde Guerre Mondiale®, les rendements des cultures

agricoles ont pu fortement augmenter pour atteindre des valeurs jusqu’alors impossibles techniquement.



Cependant, aprés quelques décennies, des effets indésirables liés a 1’utilisation de ces produits
phytosanitaires sont devenus apparents sur 1’environnement et la santé'®!l, De plus, grace au
développement de méthodes analytiques de plus en plus précises et sophistiquées, il est désormais
possible de détecter ces composés et/ou leurs métabolites en tres faible quantité en abaissant la limite
de détection de ces appareils>!3. Tout cela a eu pour conséquence directe une méfiance grandissante
quant a 1’utilisation de ces produits phytopharmaceutiques, principalement dans les pays développés.
S’en est suivie une évolution stricte de la réglementation dans de nombreux pays et le retrait de
nombreuses substances actives du marché, rendant de plus en plus difficile 1’enregistrement de

nouveaux principes actifs pour les entreprises agrochimiques®*.

Avec cette inquiétude grandissante de la population, une tendance claire visant a réduire
I’utilisation des pesticides dans le monde entier se met en place. Le Parlement Européen, via la directive
2009/128/CE, a établi un cadre pour parvenir a utiliser ces produits phytosanitaires de fagon durable et
permettre de réduire les risques de leur impact sur I’environnement et la sant¢é humaine, tout en
promouvant des alternatives moins dangereuses telles que la lutte intégrée, la gestion a faible
consommation des pesticides et les alternatives non chimiques®™. La France qui est le septiéme pays en
termes d’utilisation de pesticides au niveau mondial et le premier pays européen avec plus de 70 000
tonnes par an'® a mis en ceuvre un plan d’action nommé « Ecophyto » en 2008 (Ecophyto |1+ depuis

2018) qui a pour objectif de réduire de moitié¢ 1’utilisation des pesticides a 1’échelle nationale d’ici 2025.

Cette situation peut sembler contradictoire avec d’une part, des besoins alimentaires en forte
augmentation tout en maintenant la qualité des productions agricoles et d’autre part, des attentes
sociétales trés élevées vis-a-vis des cultures en n’utilisant que peu ou pas d’agrochimie®’. Il s’avére donc
impératif d’innover en prenant en compte toutes les options disponibles telles que des principes actifs
plus siirs, ne présentant aucun ou peu de danger pour ’environnement et la santé®®, ceci pouvant
nécessiter ’emploi de technologies diverses et complémentaires®®®®, Il est donc nécessaire d’imaginer

des solutions alternatives en tenant compte de ces deux impératifs.

Les progres trés rapides dans les domaines de la puissance informatique et de I’automatisation
ont notamment permis de différencier les plantes cultivées des adventices afin d’éliminer celles-Ci de
facon sélective par des traitements chimiques localisés ou par des moyens mécaniques?. Une solution
consisterait a lutter contre les insectes ravageurs grace aux connaissances et a I’utilisation de germes
enthomopathogénes tels que des virus, des bactéries ou des champignons spécifiques aux insectes?.
Cette solution permettrait de proposer des substances provenant d’organismes vivants (plantes,
nématodes, virus, bactéries, champignons...) comme pesticides naturels (biopesticides). Ces molécules
d’origine naturelle présenteraient également 1’avantage de cibler de fagon plus spécifique que les
pesticides chimiques?*2* les espéces nuisibles. Les traitements contre les maladies fongiques

(champignons) ont engendré une forte augmentation de I’utilisation de sels de cuivre? qui peuvent poser



a long terme des problémes de pollution des sols. Une voie indirecte, mais également prometteuse, qui
pourrait étre employée est I’utilisation de la stimulation des défenses naturelles des plantes?®?’. C’est

cet aspect qui a retenu notre attention au cours de ce travail.

1- La stimulation des défenses naturelles des plantes

Les plantes possédent divers mécanismes de défense qui sont activés lorsque certaines
molécules émises par les bioagresseurs (virus, bactéries, champignons...) sont détectées par la plante.
Pour vulgariser cette notion, la stimulation des défenses naturelles des plantes peut s’apparenter a une
vaccination et va consister a activer le systéme de défense des plantes de facon que celles-ci soient
capables de répondre a une éventuelle agression a venir. Cependant, cette « vaccination » des plantes
n’a qu’une action a court terme. Les molécules impliquées dans ces mécanismes de défense sont
appelées des « éliciteurs » (provenant du verbe anglais to elicit : provoquer) ou « stimulateurs des
défenses naturelles des plantes » (SDN ou SDP). Ces molécules sont reconnues par les plantes comme

premier signal lors d’une agression ou comme signal d’alerte dans une cascade de signalisation.

1.1- Mise en place des mécanismes de défense des plantes

Dans leur milieu naturel, les plantes sont confrontées a un stress constant pouvant étre causé par
I’agression d’un agent pathogene, par exemple un virus ou un champignon, on parlera alors de stress
biotique (stress provenant d’un organisme vivant sur un autre organisme vivant)?., Mais les plantes sont
¢galement soumises a d’autres stress provenant de parameétres qui ne peuvent étre contrdlés tels que les
conditions climatiques et environnementales, il s’agira alors d’un stress dit abiotique®®. Ce dernier peut
étre causé par un exces ou un manque d’eau, la salinité du sol*, la présence de nutriments dans le sol,
un manque d’oxygeéne, mais également la température (froid, chaleur)®'?2. Les plantes sont donc
soumises a un stress permanent pouvant avoir des origines diverses. Ces stress, qu’ils soient abiotiques
ou biotiques, sont la principale cause de perte de cultures agricoles®'3. Afin de pouvoir se défendre face
a ces agressions, les plantes possédent et/ou développent des stratégies/mécanismes de défense. Ces

mécanismes de défense vont étre répartis en deux catégories.

1.1.1- La défense passive

Les plantes ont su mettre en place des barriéres de protection « physiques » contre les
bioagresseurs telles que la cuticule (couche protectrice) recouvrant les organes aériens des plantes, des
épines (présentes sur les rosiers, acacias...) ou la paroi pectocellulosique (matrice extracellulaire)
protégeant toutes les cellules végétales des plantes. Ces protections mécaniques vont apporter & la plante
une premiére défense face a ces bioagresseurs. Si ces bioagresseurs parviennent a franchir ces barrieres,

ils seront confrontés aux mécanismes de défense active de la plante.



1.1.2- La défense active

Une fois que 1’agent pathogéne a réussi a franchir les barriéres de la défense passive telles que
la cuticule, il se retrouve dans le systéeme vasculaire de la plante. Une fois dans la plante, de nouveaux
mécanismes de défense se mettent en place des que I’agent pathogéne est détecté. Ils vont alors permettre
de confiner I’agent pathogéne dans les cellules de la zone infectée de la plante, allant méme parfois
jusqu’a sacrifier les cellules environnantes pour empécher la multiplication et la propagation de 1’agent
infectieux, assurant ainsi la survie du végétal. Ces mécanismes de défense active vont débuter avec une
réponse dite d’hypersensibilité (RH). Cette réaction va entrainer la mort des cellules végétales au niveau
de la zone infectée qui, avant de se détruire, vont transmettre des signaux d’alerte aux cellules voisines
afin que celles-ci développent une résistance a 1I’agent infectieux au niveau local (zone de I’infection).
On parlera alors de Résistance Locale Acquise (RLA)*. Cette résistance locale va ainsi empécher ou
limiter la propagation et la multiplication du pathogéne dans la plante. Cette résistance peut ensuite se
propager dans ’ensemble de la plante en rendant I’intégralité de celle-ci résistante au bioagresseur, on
parlera alors de Résistance Systémique Acquise (RSA). De fagon simplifiée, ces mécanismes peuvent

(Figure 1) se décomposer en trois phases de reconnaissance de I’agent pathogéne, de signalisation et de

Interaction :

Agent Cellule
pathogéne végétale

mise en place des défenses.

Reconnaissance Reconnaissance
spécifique de ' S ' non specifique de

l'agent pathogéne

Fagent pathogéne

Eliciteurs généraux
endogénes (plante) ou
exogeénes (pathogéne)

Interaction entre les
produits du gene
d’avirulence Avr
(pathogéne) et de ‘

résistance R (plante) Liaison Eliciteur-Récepteur

Transduction du signal
de stress

4 1 Y

Réaction

Résistance généralisée
a I'agent pathogéne

d’hypersensibilité HR

Activation et expression
des génes de défense

Figure 1. lllustration de I’induction les génes de défense des plantes, d’aprés Benhamou et al®.



1.2- Reconnaissance de I'agent pathogene

L’indentification et la perception d’un agent pathogéne nécessitent une reconnaissance
spécifique ou non spécifique d’un éliciteur. La reconnaissance spécifique faisant intervenir le produit
du géne d’avirulence de I’agent pathogéne et le produit du gene de résistance de la plante. La
reconnaissance non spécifique implique quant a elle des composés éliciteurs généraux qui ne ciblent pas

spéecifiqguement un géne.
1.2.1- Reconnaissance par des éliciteurs généraux

Un composé éliciteur est une molécule qui a la capacité de déclencher une cascade
d’éveénements biologiques et/ou physiologiques dans le but d’exprimer des réactions de défense chez la
plante®. Ces éliciteurs généraux ne reproduisent pas la reconnaissance spécifique géne pour géne de
Flor®®. Ces composés stimulant les défenses naturelles des plantes présentent des structures chimiques
trés variées. Ils peuvent provenir de I’agent pathogene et seront alors définis comme des éliciteurs
exogeénes. Ces composés peuvent également étre directement synthétisés par la plante et seront définis
comme éliciteurs endogénes. Ces éliciteurs ne cibleront pas un géne spécifique et permettront a la plante
de se défendre en synthétisant de facon immédiate des molécules de défense peu spécifiques en réponse
au stress qu’elle subit, lui permettant ainsi de développer une résistance dite basale face a son

bioagresseur.
1.2.2- Reconnaissance par des éliciteurs spécifiques

Cette reconnaissance dite spécifique est une réaction dite « géne pour géne » selon la théorie de
Flor® et va conférer a la plante une résistance spécifique a ’agent pathogéne. Pour cela, la plante doit
posseder un gene de résistance R, et, I’agent pathogéne, un geéne d’avirulence Avr. L’interaction entre
le produit du géne d’avirulence Avr de 1’agent pathogene et le produit du gene de résistance R de la
plante va permettre a celle-ci de développer une résistance spécifique a cet agent infectieux en
produisant des molécules activant une voie de défense efficace contre ce pathogene. La plante pourra
par la suite mettre en place ses défenses et développer une résistance a son bioagresseur a un niveau
local (Résistance Locale Acquise, RLA) qui sera ensuite transmise a I’ensemble du végétal : on parlera

alors de Résistance Systémique Acquise (RSA).

1.2.3- Mise en place des défenses de la plante

Peu de temps apres la reconnaissance du ou des éliciteurs (endogénes ou exogenes), la plante
va développer une réponse précoce qui va se manifester dans un premier temps par un flux ionique a
travers la membrane plasmique®. Ce flux ionique va se caractériser par un influx d’ions calcium®"* et
de protons (Ca?* et H") ainsi qu’un efflux d’ions potassium et chlorure (K* et ClI) ; cela va étre une étape

clé dans la transduction du signal de stress®. La mise en place de ces défenses va ensuite se poursuivre



par D’activation de diverses enzymes telles que les protéines kinases responsables de Ia
phosphorylation/déphosphorylation des protéines et les protéines G qui sont des protéines membranaires
participant & la transduction du signal de stress. La plante va alors produire des espéces réactives
oxygénées (Reactive Oxygen Species ou ROS en anglais) telles que le péroxyde d’hydrogéne® (H.0,).
Lors d’une agression, la plante va surproduire ces especes oxygénées qui vont induire un état de stress
dit « oxydant » ayant pour conséquence une accumulation d’espéces toxiques pour les cellules végétales.
Mais en contrepartie, ces ROS vont étre impliquées dans diverses activités liées a la résistance comme
une défense antimicrobienne instantanée ou la régulation de certains génes. Ainsi, cet état de stress

« oxydant » est une étape indispensable dans I’induction et I’activation des génes de défense des plantes.

1.3- Réponses défensives de la plante face a son bioagresseur

Lorsque la plante est attaquée par un bioagresseur, elle active des protéines/enzymes telles que
les polyphénol-oxydases, péroxydases, chitinases et bien d’autres*!. Ces protéines jouent un rdle crucial
dans les réactions de défense de la plante et vont permettre a celle-ci de renforcer ses parois cellulaires,
confiner le pathogéne pour arréter sa propagation et enfin de I’éliminer. Ces réponses vont ainsi se

manifester par différentes voies de signalisation qui vont induire des réactions de défense.

1.3.1- Epaississement de la paroi

Afin de lutter contre des enzymes microbiennes pouvant digérer la paroi des cellules végétales,
la plante est capable de la renforcer en synthétisant des protéines, des polysaccharides ou des polymeéres
aromatiques®* similaires a la lignine. La dégradation de ces parois par des champignons va également
accélérer la mise en place d’une résistance car les composés obtenus (polysaccharides) vont avoir le role
d’¢éliciteurs endogenes. Ce renforcement de la paroi cellulaire va donc permettre a la plante de ralentir
la pénétration du pathogene afin que celle-ci puisse mettre en place les défenses adaptées contre son

bioagresseur.

1.3.2- Les phytoalexines

Les phytoalexines sont des molécules qui sont synthétisées par la plante en réponse a différents
facteurs de stress qu’ils soient biotiques ou abiotiques. Ces molécules sont synthétisées lors de la
réaction d’hypersensibilité ou pendant la RSA. Leur synthése est induite par des especes réactives de
I’oxygéne (ROS : Reactive Oxygen Species) telles que le péroxyde d’hydrogéne H20, ou le monoxyde
d’azote (NO) jouant le role de molécules de signalisation. Les phytoalexines peuvent également étre
synthétisées par la voie de 1’acide jasmonique et de son ester méthylique, qui vont induire I’expression

des genes les produisant. Ces molécules, toxiques pour les pathogénes, peuvent 1’étre également pour la



plante a forte concentration*?. C’est notamment le cas des phytoalexines, qui a des concentrations

importantes peuvent s’ avérer toxiques pour les cellules végétales*>44,

1.3.3- Les protéines Pathogenesis Related (PR)

Les protéines PR (Pathogenesis Related) sont les protéines les plus connues parmi celles
impliquées dans les réactions de défense des plantes®. Ces protéines ont été découvertes dans des plants
de tabac infectés par le virus de la mosaique du tabac*®#’. Ces protéines sont réparties en 17 familles qui
sont basées sur leurs activités biologique et enzymatique et sur les similitudes des séquences des

protéines®. Elles sont synthétisées par la voie de signalisation de 1’acide salicylique®

qui est I’une des
molécules clés dans I’induction des génes de défense des plantes. Ces protéines semblent également
posséder des propriétés antimicrobiennes directes (chitinases et glucanases) ou indirectes (osmotines et
permatines)®>*°, Certaines protéines PR peuvent également présenter une synergie en agissant ensemble
comme les chitinases et glucanases, ceci afin de dégrader plus efficacement les parois des agents
fongiques®. Ces protéines présentent un grand intérét dans la stratégie de défense des plantes car elles

s’averent étre nombreuses.

1.3.4- Les inhibiteurs de protéases

Les inhibteurs de protéases (IP) sont des protéines de défense qui sont capables de rendre
inactives des enzymes dites « protéolytiques » (capables de cliver via une hydrolyse des liaisons
peptidiques de protéines, par exemple les peptidases) qu’elles soient endogénes ou exogenes®?. Ces
inhibiteurs protégent la plante d’une activité protéolytique endogéne incontrolée et permettent
également de contrdler les protéases exogénes provenant d’insectes ou d’agents pathogénes. Ils se
répartissent en quatre catégories selon le type de protéases auquel ils vont s’associer. Parmi ces
inhibiteurs, les inhibiteurs de protéases a sérine® et a cystéine® sont abondants chez les plantes,
contrairement aux inhibiteurs de métalloprotéases®® et de protéases acides®” qui sont peu présents. Des
études ont été réalisées sur I’effet de I’ingestion de ces inhibiteurs sur la survie des insectes. Les résultats
semblent s’accorder sur le fait que les IP ingérés par les larves d’insecte présentent des propriétés
antimétaboliques et antinutritives inhibant les protéases digestives qui privent I’insecte d’acides aminés
indispensables a son développement et a sa croissance®®. Cependant, les bioagresseurs (insectes,
pathogénes) ont su développer de nouveaux mécanismes afin d’éviter les effets néfastes (toxiques,

répulsifs...) de ces molécules de défense®.

Les plantes possédent ainsi un large arsenal de défense pour répondre aux attaques des
bioagresseurs quels qu’ils soient. Ces moyens/mécanismes de défense peuvent se mettre en place grace

aux composeés éliciteurs ou SDN.



2- Les composés éliciteurs (SDN)

Un composé éliciteur est une substance qui a la capacité de déclencher des événements menant
a Pexpression des génes de défense chez la plante. Le terme éliciteur était d’abord employé pour des
molécules pouvant stimuler la synthese des phytoalexines®, mais il est aujourd’hui employé pour des
molécules capables d’induire une ou des réactions de défense chez la plante®. L>élargissement de cette
définition a permis de définir deux groupes d’éliciteurs : les éliciteurs abiotiques et biotiques. Ces
composés, du fait de leur diversité, ont un large spectre d’action qui leur permet d’agir sur de
nombreuses sources de stress auxquelles la plante peut étre confrontée. Nous nous intéresserons plus
particulierement aux éliciteurs abiotiques®. Les SDN abiotiques peuvent induire la production de
métabolites secondaires chez les plantes. Ces composés sont répartis en trois catégories : les éliciteurs

chimiques, physiques et hormonaux.

2.1- Les éliciteurs abiotiques « chimiques »

Les éliciteurs abiotiques sont des composés qui permettent d’induire une réponse pouvant
entrainer une résistance contre un stress environnemental tel que le stress hydrique. Ces éliciteurs vont
se composer de sels de métaux lourds comme des sels de cadmium, de cuivre et d’argent, mais également
de composés organiques tels des détergents, des antibiotiques ou des phytohormones. Ces derniéres

seront abordées dans un paragraphe séparé (voir § 3, pages 14 a 30).

Les éliciteurs abiotiques chimiques peuvent donc étre organiques ou minéraux, mais nous nous
sommes plus particuliérement intéressés ici aux composés inorganiques et plus précisément aux sels de
métaux lourds. Les traitements des plantes avec des sels de métaux lourds ont montré que ces derniers
peuvent modifier certains aspects du métabolisme de la plante en entrainant une modification de la
production des métabolites secondaires®?. Des métaux tels que le nickel, le fer, I’argent et le cobalt ont
pu montrer une activité élicitrice sur la modification de ces métabolites chez plusieurs especes de
plantes®, Des tests réalisés sur des cellules de plants de vigne (Vitis vinifera) ont pu mettre en évidence
que des sels de métaux (Co, Ag et Ni) pouvaient, a de faibles concentrations (5 uM), stimuler la
production d’acides phénoliques et multiplier par 1,6 le niveau de controle de 3-O-glucosyl-resvératrol
aprés 4 heures de traitement®. Des études ont également mis en évidence que des sels d’argent, de
cadmium ou de calcium pouvaient améliorer la production des alcaloides scopolamine et hyoscyamine

dans des cultures de racines de Brugmansia candida®® .

Les sels de métaux lourds, bien qu’ils présentent un intérét en tant qu’éliciteurs abiotiques, ont
également des effets néfastes, notamment leur impact environnemental via une accumulation dans les
eaux et les sols. Cela se produit par exemple avec les sels de cuivre qui sont largement utilisés depuis la

fin du XIX?® siecle dans le domaine agrochimique et notamment dans le traitement de la vigne?. Il faut
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aussi noter que ces métaux lourds présentent également un danger sur la santé humaine avec une toxicité

importante avérée®’.

2.2- Les éliciteurs abiotiques « physiques »

Parmi la liste des éliciteurs abiotiques, les éliciteurs dits « physigques » peuvent également jouer
un role dans I’induction des mécanismes de défense chez la plante. Des traitements par irradiation
ultraviolette®®® ou par des ultrasons®’ peuvent également induire la production de métabolites

secondaires et stimuler des réactions de défense chez les plantes.

2.2.1- La stimulation par exposition aux rayons UV

Le rayonnement ultraviolet (UV) peut agir comme un facteur de stress abiotique qui stimule la
biosynthese de métabolites secondaires chez la plante®™"2, Les radiations UV se répartissent en trois
régions : UV-A (315 a 400 nm), UV-B (280 a 315 nm) et UV-C (inférieures a 280 nm). Les rayons
UV-B ont longtemps été considérés comme une source de stress chez la plante, mais ils sont également
capables de déclencher des changements dans le métabolisme secondaire par 1’accumulation de
composés phénoliques tels que les flavonoides™. Cette irradiation aux rayons UV-B induit une
augmentation de la production d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) telles que I’oxyde nitrique (NO)
dans des cals (structures de prolifération cellulaire) de Ginkgo biloba™. Cette augmentation de la
production de NO peut s’expliquer par une activité plus importante de 1’enzyme oxyde nitrique synthase,
mais ce n’est pas la seule enzyme dont 1’activité se trouve étre stimulée. En effet, I’activité de I’enzyme
phénylalanine ammonialyase est également augmentée et entrainerait la biosynthese de flavonoides™.
Une exposition aux rayons UV-B entraine également une activité élicitrice chez la pervenche de
Madagascar (Catharanthus roseus) en augmentant la concentration en alcaloides indoliques de la
famille des terpenes™ tels que la serpentine, 1’ajmalicine et la lochnericine. Les rayonnements UV-B
présentent ainsi des activités élicitrices sur une large variété d’espeéces végétales en induisant la
biosynthése de molécules présentant diverses propriétés biologiques (insecticide, fongicide). Ainsi, ces
molécules élicitrices permettent aux plantes de se défendre face a des sources de stress variées (insecte,

pathogene, secheresse).

Les rayonnements UV-C présentent également une activité élicitrice vis-a-vis de certaines
plantes et notamment sur des cals d’arachides”™ ou une irradiation aux UV-C favoriserait la synthése des
molécules de la famille des stillbénes comme le resvératrol et le piceatannol. Les rayonnements UV-C
peuvent également induire la synthése de composés phénoliques simples ayant un effet fongistatique
(limitant le développement des champignons) et également plus complexes (polymeres) tels que la
lignine et la subérine®® ayant un réle de barriére physique contre les agents pathogénes. Les irradiations

UV-C peuvent également étre associées a d’autres composés éliciteurs telles que les phytohormones
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comme I’acide salicylique ou I’ester de ’acide jasmonique, le jasmonate de méthyle’®. L’ association
phytohormone/UV-C permet d’accroitre la production de stillbéne dans les cultures cellulaires de la

vigne (Vitis vinifera).

Les rayonnements UV-B et C présentent un intérét dans la stimulation des défenses naturelles
des plantes et notamment sur la production de métabolites secondaires chez diverses variétés d’espéces
végétales. Ils peuvent également étre associés a d’autres composés éliciteurs (phytohormones) afin
d’agir en synergie avec ces derniers. Ces irradiations, bien qu’elles présentent un intérét, restent
cependant difficiles a appliquer sur de grandes surfaces agricoles et les temps d’irradiation ne doivent

pas étre trop longs pour ne pas endommager les plantes.

2.2.2- Lastimulation des plantes par ultrasons

Les ultrasons de basse énergie ou basse fréquence (16 a 100 000 kHz) peuvent également agir
comme éliciteurs abiotiques pour induire les mécanismes de défense et stimuler la production de
métabolites secondaires des plantes’’. Les ultrasons peuvent induire la perméabilisation des membranes
cellulaires pour augmenter la libération de produits intracellulaires. Cette perméabilisation des cellules
peut étre complémentaire a la culture sur deux phases (« two-phase culture » en anglais) permettant de
libérer le produit des cellules et de 1’éliminer du milieu. Les ultrasons permettent de stimuler la
production de métabolites secondaires présentant un intérét, qu’il soit pour stimuler les mécanismes de

défense des plantes ou pour extraire des molécules d’intérét thérapeutique ou autre.

L’association des ultrasons a des techniques d’extraction peut s’avérer efficace pour améliorer
le rendement en produit désiré. 1l a ainsi été possible de doubler le rendement en shikonine en combinant
les ultrasons a I’extraction dans une culture cellulaire de Lithospermum erythrorhizon™. L’utilisation
des ultrasons a également permis de multiplier par 1,5 et jusqu’a 1,8 le rendement d’extraction en
paclitaxel (substance active utilisée dans le traitement du cancer de 1’ovaire, commercialisée sous le
nom Taxol®) provenant de Taxus chinensis avec seulement un a deux traitements aux ultrasons de
deux minutes sur une culture cellulaire d’une semaine’. Les ultrasons peuvent également étre associés
a des composés éliciteurs afin d’agir en synergie au méme titre que 1’irradiation aux rayons UV. Ainsi,
I’association avec 1’acide salicylique permet de multiplier par 3 la quantité de paclitaxel libérée dans
des cultures cellulaires de Taxus baccata’®. Cette stimulation présente I’avantage d’étre peu coliteuse en
énergie et ne nécessite pas des temps d’application trés longs, mais elle reste cependant difficile a mettre

en place a grande échelle.

2.2.3- La stimulation en conditions de stress environnemental

Les plantes sont confrontées a des sources de stress permanentes dans leur milieu naturel, qu’il

s’agisse de l’attaque d’un bioagresseur ou bien de leur environnement. Les sources de stress

12



environnemental sont nombreuses, mais elles peuvent également présenter un intérét pour stimuler la
production de métabolites secondaires chez la plante. Nous présenterons de fagon succinte des
stimulations provenant de stress hydrique (osmotique), salin ou causés par la sécheresse.

Le stress osmotique ou hydrique est un stress abiotique qui se traduit par un environnement dans
lequel la quantité d’eau absorbée par la plante est inférieure a la quantité d’eau évaporée (transpirée) par
celle-ci. Mais ce stress s’avere également présenter une activité élicitrice qui affecte la croissance, le
développement et la production de métabolites secondaires chez la plante’. Ce stress permet par
exemple d’augmenter la production de capsaicine (alcaloide, composant actif du piment) dans les
cultures cellulaires de Caspicum chinensis®. 1l permettrait également d’augmenter la production de

glycosides de stéviol dans des cals et cultures cellulaires en suspension de Stevia rebaudiana®.

Le stress salin peut également jouer le role d’éliciteur chez la plante. Une exposition a la salinité
peut stimuler la production de métabolites secondaires comme des alcaloides ou des composés
phénoliques®®, Le chlorure de sodium (NaCl) est également employé comme éliciteur pour améliorer
la synthése de la vinblastine et de la vincristine (alcaloides employés dans les traitements de divers
cancers) dans la culture de tissus embryogéniques de Catharanthus roseus®. Il semble également
augmenter la teneur en sitostérol dans des suspensions cellulaires de Nitaria tangutorums® par un

traitement avec une solution de NaCl a une concentration de 0,25 mol/L.

La sécheresse est un facteur de stress important qui limite la croissance, la reproduction et la
survie de la plante, mais ne se manifeste pas de la méme maniére chez les différentes espéces. Ce facteur
a un impact direct sur la production de métabolites secondaires chez diverses especes de plantes telles
gue Glycyrrhiza uralensis (réglisse chinoise) ot un déficit en eau a augmenté la production d’acide
glycyrrhizique® (principe actif de la réglisse) dans les racines de la plante. Le stress de la sécheresse
peut étre induit chez la plante par des produits chimiques tels que le polyéthyléne glycol (PEG). C’est
notamment le cas sur des cals de palmier dattier cultivés in vitro, ou la concentration en proline (acide
aminé essentiel chez la plante) augmente progressivement en réponse a l’augmentation de la

concentration en PEG?'.

Les conditions de stress environnemental peuvent induire une réaction de stimulation afin de
permettre & la plante de se défendre et surtout de survivre dans des conditions difficiles (sécheresse,
froid). Ainsi, les éliciteurs abiotiques présentent un intérét pour les réactions de stimulation de défense
des plantes. Certains éliciteurs abiotiques, bien qu’efficaces, ne pourront étre que peu utilisés pour leurs
effets indésirables autant sur I’environnement que chez I’homme (métaux lourds). D’autres traitements,
tels que les expositions a des rayonnements UV ou aux ultrasons, restent intéressants a petite échelle
(laboratoire), mais sont difficiles et colteux a mettre en place a plus grande échelle (culture en plein
champ) et ne tiennent pas compte des paramétres environnementaux tels que la température, le vent et

la quantité d’eau apportée aux plantes. Le stress causé par les conditions environnementales, bien qu’il

13



induise une activité élicitrice chez les plantes, reste cependant dangereux car il peut entrainer la mort
des végétaux. Il reste cependant une catégorie d’éliciteurs abiotiques qui pourraient présenter un grand
intérét dans I’induction de réactions de défense des plantes car ils sont naturellement produits par

celles-ci, il s’agit des composés définis comme hormonaux également appelés phytohormones.

3- Les éliciteurs hormonaux

Les composés hormonaux étaient traditionnellement définis et étudiés dans le cadre de la
croissance et du développement des plantes, mais plus réecemment, ces phytohormones ont commencé
a étre étudiées pour leurs propriétés a induire une ou des réaction(s) de défense face a des stress
abiotiques et/ou biotiques. Ces molécules vont présenter différents modes d’action qui vont leur
permettre de s’insérer dans une cascade de signalisations complexes aboutissant & la production de
molécules élaborées (protéines, phytoalexines, auxines...) répondant a la source de stress (agresseur,
stress environnemental) que subit la plante. Ces éliciteurs présentent des structures plus ou moins
complexes qui leur conférent un large panel de propriétés biologiques pour répondre au mieux aux
attaques de bioagresseurs (insectes, agents pathogénes, nématodes). Parmi ces composés dont 1’activité
¢licitrice est reconnue, se trouvent les auxines, 1’éthyléne, les acides jasmonique et salicylique ainsi que

leurs esters qui seront présentés dans ce manuscrit.

3.1- Les auxines

Les auxines ont été découvertes dans les années 1920 par le biologiste allemand Frits Warmolt
Went et I’'une de ces hormones, 1’acide 3-indole acétique (AlA), fut isolée pour la premiére fois par
Kenneth Thimann. Ces molécules présentent toutes une fonction acide carboxylique et un cycle
aromatique (benzene, indole, pyridine) dans leurs structures®. L’ AIA a été identifié comme principale
auxine naturellement présente dans les plantes®®. L’AIA est capable d’engendrer d’importants
changements chez les plantes et notamment au niveau des racines ou il est responsable de ’architecture
et du développement de celles-ci®*® L’AIA est synthétisé par la plante a partir d’'un aminoacide
présentant une structure similaire (le tryptophane) en sollicitant des mécanismes dépendants et

indépendants de celui-ci®*%.

3.1.1- Voie de biosynthese de 'acide 3-indole acétique [AA

Cing composés d’origine naturelle ont pu étre reconnus comme des précurseurs de 1I’AIA :
I’indole 3-acétamide (IAM), indole 3-acétonitrile (IAN), I’acide 3-indole pyruvique (AIP) ainsi que
I’indole 3-acétaldéhyde (IAAld) et I’indole 3-acétaldoxime (IAOx). La biosynthése de I’AIA est
excessivement complexe et semble passer par plusieurs voies de biosynthése. Nous nous sommes

intéressés a trois voies de biosynthése passant par les cinq précurseurs de I’ AIA. Ces voies enzymatiques
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sont présentées de facon simplifiée sur le Schéma 1. Ces trois voies correspondent aux chemins de
I’acide 3-indole pyruvique (AIP) représenté en bleu, de I’indole 3-acétaldoxime (IAOXx) représenté en
vert et de I’indole 3-acétamide (IAM) représenté en rouge bordeaux, ces trois molécules ayant été
identifiées comme des précurseurs de 1’acide 3-indole acétique (AlA). Ces voies de biosynthese seront

présentées de fagon simplifiée car certains de ces mécanismes restent non résolus a ce jour.
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Schéma 1. Principales voies de biosynthése de I’acide 3-indole acétique dépendantes de 1’acide aminé

tryptophane (version simplifiée de Korasick et al®*).

L’AIA peut étre produit par la voie de 1’acide 3-indole pyruvique (AIP) qui a pu étre identifié
dans certains microorganismes®. La premiére étape de cette voie est une conversion du tryptophane en
AIP par une enzyme qui a pu étre identifiée sur des plants mutants d’Arabidopsis®®, une Tryptophane
Aminotransférase (TAAL ; Schéma 1). L’ AIP est a son tour converti en indole 3-acétaldéhyde (IAAId)
par une enzyme AIP décarboxylase qui a été clonée chez les bactéries Azospirillum brasilense® et

Enterobacter cloacae®. L’IAAId est ensuite transformé en AIA par I’action d’enzymes oxydantes, les
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aldéhyde oxidases®®®°. Les génes responsables de la conversion du tryptophane en AIP et les enzymes
responsables de 1’oxydation de I’IAAId n’ont a ce jour pas pu étre identifiés de fagon précise. L’AIA
peut également étre obtenu par la voie de I’indole 3-acétamide (IAM) en deux étapes. La premiere étape
correspond a une conversion du tryptophane en IAM grace a une tryptophane-2-monooxygénase
(iaaM*® ; Schéma 1). L’IAM est ensuite hydrolysé en AIA par ’action d’une hydrolase!®* (iaaH, Indole
3-acétamide hydrolase ; Schéma 1). Cette voie de I’'TAM est la seule voie a étre entiérement dépendante
du tryptophane. Une famille d’amidases pouvant hydrolyser I'IAM en AIA a également été identifiée
chez Arabidopsis!®, faisant de cette molécule un intermédiaire clé dans la biosynthése de I’AIA.
Cependant, les réactions biochimiques conduisant a la production de I’intermédiaire [AM restent a ce
jour inconnues®. L’TAM a cependant été retrouvé dans des plantes poussant dans des conditions stériles,
laissant supposer que ’IAM était hydrolysé en AIA par une amidase AMI11%, Une troisieme voie de
production de I’AIA est également possible via 1’indole 3-acétaldoxime (IAOX) et va se composer de
trois étapes. L’IAOx est obtenu par des enzymes homologues du cytochrome P450 (CYP79B2 et
CYP79B3)1%. La conversion enzymatique de I’'TAOx en indole 3-acétonitrile (LAN) reste a ce jour non
élucidée!®™. L’IAN est a son tour converti en AIA par I’action d’enzymes nitrilases qui sont des
hydrolases catalysant I’hydrolyse de groupements nitrile en acide carboxylique et en ammoniac%1%7,
Par ailleurs, ’'TAOx peut également étre hydolysé en indole 3-acétaldéhyde (IAAId)'% ou converti en
indole 3-acétamide (IAM)¥%M0 qui peuvent ensuite étre convertis en AIA selon les deux voies

présentées ci-dessus.

L’acide 3-indole acétique peut ainsi étre obtenu par différentes voies de biosynthése
dépendantes ou indépendantes du tryptophane dont certaines n’ont pas été élucidées. Il existe également
une voie de biosynthése de I’ AIA passant par la tryptamine!!! qui s’avére plus longue et complexe. Ce
compose s’avere essentiel dans le développement et la croissance de la plante. Cependant, I’AIA n’est
pas la seule auxine présente, d’autres molécules naturelles ou synthétiques présentent des propriétés les

définissant comme des auxines (SDN, herbicide, fongicide...) pour les végétaux.

3.1.2- Dérivés auxiniques naturels et synthétiques

Il existe d’autres auxines endogénes qui sont naturellement produites par la plante'2. Parmi ces
composés, se retrouvent des analogues de ’acide 3-indole acétique (AIA) tels que les acides 3-(4-
chloroindole)acétique*® (4-CI-AlA) et 3-indole butyrique*S (AIB), mais également 1’unique dérivé
phénylique, I’acide phénylacétique® (APA). Les structures de ces composés sont présentées sur la
Figure 2. L’acide 3-indole butyrique est également considéré comme une auxine synthétique, bien qu’il
ait pu étre détecté dans plusieurs espéces de plantes. Les roles et mécanismes d’action de ces auxines

endogenes restent peu décrits a ce jour.
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Figure 2. Structures de 1’acide 3-indole acétique (AlA) et de ses analogues : I’acide 3-indole butyrique
(AIB), I’acide 3-(4-chloroindole) acétique (4-CI-AIA) et I’acide phénylacétique (APA).

Avec les avancées dans les domaines de la biologie et de la synthése organique, des composés
présentant une activité définie comme « auxinique » ont pu étre synthétisés. Ces auxines synthétiques
présentent pour la plupart des propriétés herbicides a I’image des acides 2,4-dichlorophénoxyacétique
(2,4-D), 4-(4-chloro-2-méthyl)phénoxybutyriqgue (MCPB), 3,6-dichloropicolinique (Clopyralid),
4-amino-3, 5, 6-trichloropicolinique (Picloram). Le 2,4-D f(t le premier herbicide sélectif utilisé et sa
commercialisation en 1946 a entrainé une véritable révolution des pratiques culturales dans le monde
agricole. Il permettait de détruire sélectivement les adventices dicotylédones sans nuire a la plupart des
graminées cultivées telles que certaines céréales. Les structures de ces composeés auxiniques sont

présentées en Figure 3.

NH,
(0] (0] (o]
X Cl Cl
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2,4-D MCPB Clopyralid Picloram

Figure 3. Structures de quelques auxines synthétiques (2,4-D, MCPB, Clopyralid et Picloram).

Ces auxines synthétiques possédent pour la plupart un cycle aromatique dans leurs structures.
De nombreux herbcides possédent un cycle benzénique ou un hétérocyle tel que la pyridine ou la
pyrimidine. Ces auxines sont classées dans le groupe O (substances de croissance agissant comme
I’AIA) du HRAC (Herbicide Resistance Action Commitee). Ce groupe O est divisé en plusieurs
sous-groupes dépendant de la structure de ces auxines! tels que : i/ les acides benzoiques (Dicamba),
ii/ les acides phénoxycarboxyliques (2,4-D, 2,4-DP et 2,4-DB, 2,4,5-T, MCPA et B, Mecocrop), iii/ les
acides carboxyliques de pyridines (Fluroxypir, Clopyralid, Triclopyr et Picloram), de quinoléines
(Quinmerac et Quinclorac) et de pyrimidine (Aminocyclopyrachlor) ou iv/ les acides arylpicoliniques
tels que le Halauxifen-methyl et le Florpyrauxifen-benzyl. Busi et al'’ se sont intéressés aux dérivés
auxiniques et plus particulierement aux résistances développées par certaines especes végétales contre

ces herbicides. Ainsi, depuis 1960, plus de trente espéces végétales ont développé des résistances a ces
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composés. Les auteurs ont analysé 1’évolution de cette résistance aux auxines synthétiques, ainsi que les
meécanismes de résistance connus chez certaines familles de plantes. Malgré le développement de
résistances & ces composes, les auxines de synthese restent toujours viables pour le traitement

d’adventices, notamment en association a d’autres familles d’herbicides.

3.2- L’acide jasmonique et les jasmonates

L’acide jasmonique (JA, Figure 4) est une hormone végétale jouant un réle clé dans la mise en
place de réactions de défense des plantes. L’acide jasmonique ne fut pas la premiére molécule a étre
identifiée, mais c’est son ester, le jasmonate de méthyle (MeJA, Figure 4) qui fut isolé par le chimiste
suisse Edouard Demole''® en 1962 comme métabolite secondaire dans les huiles essentielles de jasmin.
C’est en 1971 que I’acide jasmonique fut isolé & partir de filtrats de culture du champignon
Botryodiplodia theobromae!®. Ce composé est 1’'une des hormones impliquées dans de nombreux
aspects du développement des plantes et dans les réponses aux différentes sources de stress subies par
celles-ci.

(2)

(\/ (Z)(\/
(o) \ (o) R
(R) OH (R) o~

JA MeJA

Figure 4. Structures de 1’acide jasmonique JA et de son ester, le jasmonate de méthyle MeJA.

3.2.1- Structure et propriétés biologiques de I'acide jasmonique

JA et MeJA possédent dans leurs structures un cycle a 5 atomes de carbone portant une fonction
cétone (cyclopentanone). Le cycle pentanone est subtitué en position o par un groupement
pent-2-én-1-yle de configuration relative Z et en position B substituée par un groupement acétate
CH2COOR (R= H pour JA et R = CH3 pour MeJA ; Figure 4). Par la présence de ces substituants, le
cycle pentanone posséde deux centres stéréogenes dont les configurations absolues ont une importance
capitale pour ’activité biologique de cette hormone et de son ester. Holbrook et al*? ont pu mettre en
évidence I’importance des configurations absolues de ces deux centres stéréogénes en sollicitant les
quatre stéréoisomeres de JA et MeJA. lIs ont ainsi montré que les stéréoisomeres de configurations
absolues (1R, 2R) présentaient une meilleure activité a induire la production d’éthyléne dans des
cotylédons de tournesol. Ces résultats sont pertinents car ces stéréoisomeres sont les plus stables
(produits thermodynamiques) et correspondent aux formes produites majoritairement par les plantes lors

de leur biosynthese.
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L’acide jasmonique est produit par les plantes lorsqu’elles sont attaquées par des insectes
herbivores!?-12%  des agents pathogénes!?*'?®, mais également lorsqu’elles subissent un stress
abiotique!?'?°. Tout comme I’AIA, I’acide jasmonique et son ester sont impliqués dans des processus
cruciaux de croissance et de développement des plantes. lls sont notamment responsables de certaines
fonctions physiologiques telles que le développement des graines et des fleurs!®, I’élicitation de
métabolites secondaires!®, I’accumulation de protéines de stockage'®?, la mise en place de la résistance
systémique®33134 ou encore la sénescence des plantes® (vieillissement des végétaux ou d’une partie
d’un organisme). L’acide jasmonique est ainsi ’'une des molécules clés dans la mise en place des

défenses des plantes et également dans leur développement, mais il est également capable d’interagir en

136,137 138,139

synergie avec d’autres hormones telles que 1’éthyléne et I’acide salicylique

3.2.2- Voie de biosynthése de I'acide jasmonique
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(), _
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Schéma 2. Voie de biosynthése de I’acide jasmonique JA, d’aprés Mueller.

L’acide jasmonique est biosynthétisé chez les plantes par la voie de I’acide linolénique qui est
un acide carboxylique insaturé a longue chaine carbonée (18 carbones). Cette voie de I’acide linolénique
va permettre la formation de ’acide jasmonique en six étapes enzymatiques représentées sur le Schéma
2. La premicre étape de cette biosynthése va convertir 1’acide linolénique en acide
13-hydropéroxylinolénique (A, schéma 2) sous oxygénation d’une lipoxygénase. La fonction
hydropéroxyde de cet acide est alors convertie en époxyde ou oxirane (B, schéma 2) par réaction
enzymatique avec une alléne oxyde synthase. L’intermédiaire B (Schéma 2), trés instable, va se
réarranger pour obtenir ’acide 12-oxo-phytodiénoique (C, Schéma 2) par action d’une alléne oxyde

cyclase. L’insaturation du cycle va ensuite étre réduite sélectivement par une 12-Oxo-phytodienoique
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acid réductase ou 12-Oxo-PDA A-réductase, permettant ainsi la formation du dérivé D (Schéma 2).
Ce dernier va subir 3 coupures oxydantes ou B-oxydations successives de la chaine carbonée portant la
fonction acide carboxylique afin d’obtenir I’acide jasmonique de configuration absolue 3(R),7(S), qui
va ensuite s’épimériser en o de la fonction cétone afin d’obtenir le diastéréoisomere 3(R),7(R),

correspondant & la forme la plus stable et biologiquement active.
3.2.3- Formes actives de I'acide jasmonique

Outre le jasmonate de méthyle, 1’acide jasmonique peut étre associé a des acides aminés par
biosynthése. Ces molécules, appelées conjugués, peuvent ainsi présenter de nouvelles activités
élicitrices ou physiologiques bénéfiques pour les plantes. Parmi elles, le conjugué acide
jasmonique-isoleucine (JA-lle, Figure 5-1) est I’un des composés les plus décrits dans la littérature?41-143,
Ce conjugué est notamment impliqué dans les réactions de défense des plantes en réponse a des sources
de stress abiotiques et/ou biotiques telles qu’une exposition en milieu salin**4, un stress osmoticque®*® ou
dans la mise en place de la résistance systémique acquise, notamment chez Arabidopsis thalianal#146,
Ce conjugué s’avére, au méme titre que sa forme acide JA, nécessaire au développement et a la mise en

place des réactions de défense des plantes.

N O H\\ o
N\‘ \
H NH
JA-lle JA-Trp Cis-jasmone

Figure 5. Structures des formes actives de 1’acide jasmonique présentes chez les plantes.

Bien que le conjugué JA-lle soit majoritaire chez de nombreuses plantes, des molécules
associant ’acide jasmonique a d’autres acides aminés ont pu €tre identifiées. C’est notamment le cas du
tryptophane dont la forme conjuguée JA-Trp (Figure 5-2) a pu étre détectée chez Asparagus officinalis
(asperge)** lors de la sénescence foliaire (perte de feuilles). Staswick et al ont pu mettre en évidence
que ce conjugué JA-Trp avait une action directe sur I’activité de I’auxine AIA et semblait controler un

transporteur d’auxines!®, Ce conjugué reste cependant beaucoup moins décrit que son analogue JA-Ile.

D’autres composés peuvent également étre obtenus par biosynthése a partir de I’acide
jasmonique sans conjugaison. C’est le cas de la cis-jasmone (Figure 5-3) qui est obtenue par
décarboxylation de JA et qui a été détectée en tant que composé volatil odorant des fleurs pour attirer

les insectes pollinisateurs'®®. La cis-jasmone (ou (Z)-jasmone) présente des propriétés élicitrices et
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notamment sur des plants de tomates ou une application foliaire du composé peut induire la production
de métabolites secondaires entralnant une résistance des plantes a 1’ovisposition (ponte d’ceufs)

d’insectes herbivores®.

3.3- L’hormone gazeuse éthylene

L’éthyléne est le composé hydrocarboné insaturé ou alcéne le plus simple de formule C,Hs et
qui fut le premier composé gazeux a €tre identifié comme hormone chez les plantes. C’est en 1901 que
le botaniste russe Dimitry Neljubow découvrit que I’éthyléne était le composant actif d’un gaz

d’éclairage pour stimuler le mouvement du pois mange-tout (Pisum sativum)?®°L,
3.3.1- Propriétés biologiques de I'éthylene

L’éthyléne, tout comme les acides 3-indole acétique (AlA) et jasmonique (JA), est impliqué
dans la régulation de nombreux processus de croissance, de développement et de réponses aux diverses
sources de stress des plantes. L’hormone est notamment impliquée dans la croissance et le
développement des feuilles de plantes et présente des effets variables dépendant de la concentration du
composé éliciteur et de I’espéce végétale?®>1%, L’éthyléne joue également un role dans la sénescence
foliaire!™ et serait ’hormone la plus importante dans la régulation de ce phénomeéne*®, Il est également
impliqué dans les phénomenes de développement des fleurs'®®%" et de maturation des fruits's®%°,
L’éthyléne joue également un réle important dans la signalisation des réponses a différentes sources de
stress abiotiques telles que le froid'®?, la salinité!®?, la sécheresse’®2. L’éthyléne, au méme titre que I’ AIA
et JA, s’avére étre une hormone primordiale dans les divers phénoménes physiologiques et biologiques

des plantes, ceci malgré sa structure chimique trés simple.

3.3.2- Voie de biosynthese de I'éthyléne

L’éthyléne est obtenu chez les plantes par biosynthése en empruntant la voie de la
méthionine!®®1% un acide aminé soufré dont la fonction thiol (RSH) est substituée par un groupement

méthyle (RSCHj5). Cette voie de biosynthése qui se compose de 3 étapes enzymatiques est présentée sur

le Schéma 3.
SAM ‘ o ACC ACC
[ e o

s o 5 synthase @Mo synthase M o  oxidase H H
- NH o~ &=
NH ° m HO (o) @ 3 NH H H

o3 ATP  PPi @ ° 1,0, CO,
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Schéma 3. Voie de biosynthése de 1’éthyléne a partir de la L-méthionine, d’aprés Xu et al*®>.
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La premiére étape de cette voie de biosynthese correspond a la conversion de la L-méthionine
en S-adénosylméthionine (SAM) par une SAM synthase en présence d’adénosine triphosphate ATP,
L’ATP va ainsi permettre la formation de I’intermédiaire ionique (sulfonium) SAM en libérant des ions
phosphate Pi et pyrophosphate PPi au cours de cette étape. La seconde étape est une dégradation de la
SAM en acide 2S-amino-2-cyclopropylacétique ACC par action de I’ACC synthase
(1-AminoCyclopropylCarboxylate synthase). Cet intermédiaire ACC est & son tour converti en éthyléne
accompagné d’un dégagement gazeux de dioxyde de carbone CO; et d’acide cyanhydrique HCN, ceci
en milieu oxydant par une ACC oxydase'®’. Cette voie de biosynthése de I’éthyléne permet aux plantes
de produire de I’éthyléne en 3 étapes enzymatiques. Cependant, la méthionine est présente en faible
abondance dans les cellules végétales, ce qui a suppose un éventuel mécanisme de revalorisation de cet
aminoacide!® chez les plantes. Yang et al'®®*'"® ont mené des études qui ont permis d’identifier des
métabolites radioactifs provenant d’une méthionine marquée et de découvrir le cycle de cet aminoacide
(appelé cycle de Yang) chez les plantes supérieures. Ainsi la méthionine est régénérée par le biais de ce
cycle et permet aux plantes de produire de 1’éthyléne de fagon continue sans source ou apport exogene
de soufre. La méthionine joue ainsi un r6le majeur dans la production d’éthyléne, mais est également

impliquée dans la biosyntheése de polyamines’ et de la nicotianamine®™.

L’éthyléne, malgré la simplicité de sa structure, est une hormone jouant un réle crucial dans
divers processus biologiques des plantes. L hormone gazeuse peut également interagir en synergie avec
d’autres hormones vis-a-vis d’un processus biologique tel que la sénescence des feuilles, ou celle-Ci

interagit avec avec I’acide salicylique®?,

3.4- L’acide salicylique et ses analogues

3.4.1- Historique de I'acide salicylique

C’est en 1828 que le scientifique allemand Johann A. Buchner isola un dérivé de 1’acide
salicylique, la salicyline (ou salicine) provenant de 1’écorce de saule. Ce n’est que dix ans plus tard que
I’acide salicylique fut synthétisé par le chimiste italien Raffaele Piria. Le produit fut obtenu par
conversion de la salicine en un sucre (glucose) et un composé qui par oxydation devint un acide
aromatique nommeé acide salicylique (AS, Figure 6). C’est en 1859 que ’acide salicylique fut synthétisé
pour la premiere fois par le chimiste allemand Hermann Kolbe par la synthése dite de Kolbe ou Kolbe-
Schmitt qui est une réaction de carboxylation du phénolate de sodium'’®. Cependant, le produit obtenu
présentait quelques défauts tels qu’un goit désagréable et provoquait des irritations de 1’estomac'’.
C’est en 1876 que le premier essai clinique d’un dérivé d’acide salicylique fut enregistré par le médecin
écossais Thomas MacLagan qui employa la salicine pour traiter la fiévre et des inflammations

articulaires chez des patients souffrant de rhumatismes!17,
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C’est en 1897 que fut synthétisé 1’analogue le plus connu de ’acide saliylique : I’aspirine ou
acide 2-acétylsalicylique'™® (Figure 6). C’est le chimiste allemand Felix Hoffmann, de la société
Friedrich Bayer and Co (actuel Bayer), qui s’est intéressé au groupement phénol (OH) de 1’acide
salicylique et a réussi a acétyler ce dernier en présence d’anhydride acétique porté a reflux. L’aspirine
fut considérée comme le premier médicament a avoir été congu de fagon synthétique!’’. Ce composé fut
ensuite testé sur des animaux, puis sur I’homme au cours d’essais cliniques'’™®. L’aspirine est employée
pour le traitement de douleurs et de fievres, mais également dans la prévention de maladies

cardiovasculaires'’®!” et de cancers*®¢2,
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Figure 6. Structures de 1’acide salicylique (AS) et de I’aspirine.

3.4.2- Propriétés physico-chimiques de 'acide salicylique

L’acide salicylique, ou acide 2-hydroxybenzoique en nomenclature IUPAC, appartient a la
famille des composés aromatiques (4n + 2 électrons). Composé inodore de formule chimique C7HgOs,
I’acide salicylique posséde une masse molaire de 138,12 g mol™ et se présente sous forme de poudre ou
de cristaux de couleur blanche dont le point de fusion est 158 °C8, L acide salicylique est peu soluble
dans I’eau en raison de la présence du noyau aromatique trés hydrophobe, mais il est soluble dans
certains solvants organiques tels que le diéthyléther, I’acétone et les alcools (méthanol, éthanol). L’AS
posséde deux valeurs de constantes d’acidité correspondant aux formes acido-basiques de 1’acide
benzoique et du groupement phénol qui sont respectivement proches de 3,0 et de 13,8. La valeur de pKa
de la fonction acide (3,0) le définit comme un acide faible. 1l présente cependant des risques chimiques
car il est irritant en cas de contact avec les yeux et la peau et il doit étre manipulé avec les équipements
de protection adaptés. L’AS est classé en tant que composé CMR de catégorie 2, ce qui signifie que des
doutes existent quant a sa toxicité sur la reproduction et son caractére mutagéne et cancérogene, ceci
malgré ses applications dans de nombreux domaines (cosmétique, agrochimie, médecine...) et son

implication dans les défenses des plantes.
3.4.3- Propriétés biologiques de l'acide salicylique

L’acide salicylique est également présent dans le monde végétal et ¢’est 1’une des molécules
jouant un réle majeur dans de nombreux processus biologiques des plantes. C’est en 1979 que le role de
I’AS et de I’aspirine fut mis en évidence dans la résistance aux maladies des plants de tabac'®*. Depuis,

I’importance de I’acide salicylique dans les mécanismes de défenses des plantes a des stress abiotiques
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et/ou biotiques a été établie. Une augmentation de la production d’acide salicylique a pu étre observée
chez les plantes lors d’infections causées par des virus*®, des agents fongiques®®®, des bactéries'® et des
insectes’®, Des études ont également mis en évidence qu’un apport exogéne d’AS pouvait renforcer les
défenses de la plante hote!®-191, Cette phytohormone est en outre essentielle dans la signalisation des
défenses et le développement d’une résistance aux niveaux local (RLA)Y?21% et systémique (RSA)94+1%
des plantes. L’acide salicylique est aussi impliqué dans de nombreux processus biologiques et
physiologiques durant toute la durée de vie des plantes et joue notamment un rdle clé dans la régulation
de leur croissance et leur développement’®”. La phytohormone aurait notamment une action sur le
processus de germination des graines qui est le stade de développement le plus critique d’une plante®®,
L’AS aurait notamment un impact positif sur ce processus lorsque les végétaux subissent un stress
abiotique!®®2% et notamment chez Vicia faba ol une application exogene a des concentrations comprises
entre 0,25 et 1 mM améliore la germination en conditions de stress salin?®*. Le role de I’acide salicylique

dans ce processus de germination va dépendre du génotype de la plante et du stress subi par celle-ci?®,

La croissance et le développement des plantes sont des proccessus dans lesquels I’AS est
également impliqué, notamment chez le soja ou la croissance des racines est exacerbée aprés une
application exogéne a des concentrations comprises entre 10 et 102 M?%, Une application exogéne
peut également augmenter la croissance et le rendement sur Oryza sativa (riz) en cas de hautes
températures?®. Cependant, une concentration trop importante ou une accumulation d’AS peut avoir
des effets négatifs sur la croissance des végétaux et induire un nanisme réduisant la taille des feuilles, la
taille et le nombre de cellules?®2?%, Le processus de floraison est également régulé par cet éliciteur ;
ainsi, sur des violettes africaines, une application foliaire a augmenté le nombre de boutons floraux, la
forme de la fleur et la couleur des fleurs?®’. Un traitement d’AS sur des fleurs d’anthurium présente
également une action bénéfique sur la floraison, mais également une senescence retardée des fleurs lors
d’une exposition des plantes au froid®®, L’AS est impliqué dans le processus de photosynthése de
nombreuses plantes dans des conditions normales et/ou stressantes. L’AS jouerait un role dans la
régulation de ce processus et affecterait la structure des chloroplastes et des feuilles®®, la fermeture des
stomates?®® et Dactivitt d’enzymes telles que la RuBisCO (ribulose-1,5-biphosphate
carboxylase/oxygénase)?! et ’anhydrase carbonique?*?2. Un autre impact positif de I’AS sur la
photosynthese est la protection conférée a certaines especes végétales comme le mais et 1’orge contre le

stress oxydatif induit par le paraquat®*® (herbicide) ou le cadmium?,

L’AS est donc impliqué dans de nombreux processus biologiques et physiologiques?>2°,

L’hormone et ses dérivés induisent 1’expression de protéines liées a la pathogénése, les protéines
PR?7:218 (Pathogenesis Related). L’AS est également employé par les plantes en réponse a des agents
pathogenes tels que Colletotrichum falcatum (agent fongique)?® et Agrobacterium tumefaciens
(bactérie)?® pour lesquels il est toxique. L’AS posséde un intérét majeur pour 1’agrochimie car il est

naturellement synthétisé par les plantes et présente peu de danger pour la santé humaine et le
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développement du végétal. De plus, I’AS est produit en quantités importantes par de nombreux
fournisseurs de produits chimiques en étant disponible a des prix accessibles (1800 $ la tonne chez le
manufacturier chinois Jinhua Elegance). Cependant, I’AS est confronté a une contrainte majeure
lorsqu’il est apporté de fagon exogene a la plante. En effet, malgré son caractére mobile??, ce dernier
est rapidement métabolisé et compartimenté?'® dans le végétal et n’aura donc qu’une action a court

terme.

3.4.4- Voies de biosynthése de I'acide salicylique

L’acide salicylique est biosynthétisé dans les plantes par deux voies enzymatiques distinctes,
une premiere a partir de 1’acide isochorismique (AIC) et une seconde a partir de la phénylalanine, elle-

méme provenant de I’acide chorismique?®?? (Schéma 4).
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Schéma 4. Voies de biosynthése de I’acide salicylique (d’aprés Lefevere et al*??).

Ces deux voies de biosynthése de 1’ AS seront présentées de fagon simplifiée. La voie de ’acide
isochorismique AIC (Voie A ; Schéma 4) passe par une biosyntheése en 3 étapes enzymatiques. La
premiére étape de cette voie est une conversion de 1’acide chorismique en son isomeére acide
isochorismique AIC par 1’isomérase IsoChorismate Synthase (ICS). La seconde étape va convertir

1’acide isochorismique en un conjugué acide isochorismique-acide glutamique (AIC-Glu) qui est obtenu
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par le géne PBS3 caractérisé a ce jour uniquement chez Arabidopsis??3?%, Ce conjugué AIC-Glu peu
stable, est spontanément converti en acide salicylique par une acyltransférase EPS1??* (Enhanced
Pseudomonas Sucseptiblity 1). Cette derniere étape de la voie enzymatique reste encore peu décrite et

n’est pas totalement élucidée a ce jour??>?%,

La seconde voie de biosynthése a partir de la phénylalanine est un chemin en quatre étapes
enzymatiques (Voie B ; Schéma 4). Nous ne nous attarderons pas sur les étapes de conversion de 1’acide
chorismique en phénylalanine qui sont complexes. La phénylalanine va étre convertie en acide
trans-cinnamique tCA avec libération d’ammoniac (NHs) par une phénylalanine amonnia-lyase (PAL).
L’acide trans-cinnamique est a son tour converti en acide benzoique AB via I’enzyme AIM1 par une
réaction de f-oxydation de I’insaturation (double liaison). L’enzyme AIM1 appartient a la famille des
protéines multifonctionnelles et a été identifiée chez Arabidopsis et le riz??:2?, Cette famille d’enzymes
joue un r6le majeur dans le métabolisme des acides gras et elle est également essentielle au métabolisme
des aminoacides???. La derniére étape de cette biosynthése est la conversion de I’acide benzoique en AS
par une hydroxylase de I’acide benzoique qui n’a pas été identifiée. Cela peut étre d a la grande variété

122 ont suggéré qu’une monoxygénase P450, la

d’enzymes pouvant remplir ce role. En 1995, Leon et a
BA2H (Benzoic Acid 2-Hydroxylase) était capable d’accomplir cette tache chez le tabac, mais aucun

résultat complémentaire ne fat publié.

3.4.5- Les formes actives de 'acide salicylique chez les plantes

Aprés avoir été biosynthétisé par I’une des deux voies enzymatiques (AIC ou phénylalanine ;
Schéma 4), I’acide salicylique peut subir des modifications dans la plante afin d’obtenir de nouvelles
especes actives (métabolites) pour les végétaux. Ainsi, les formes actives de I’AS peuvent se présenter
comme des conjugués avec des sucres (Conjugués AS-Glc et 2-AS-Glc) ou avec des acides aminés
(Conjugué AS-Asp), mais également sous forme d’ester méthylique (MeAS) ou de sulfonyle (2-SOs-
AS). Ces différentes formes (Schéma 5) seront briévement introduites ainsi que leurs principaux intéréts

dans les processus biologiques et physiologiques des plantes.

L’acide salicylique peut étre converti en conjugués AS-Glc par glycosylation de la fonction
acide carboxylique conduisant a ’ester glucosidique ou 2-AS-Glc par glycosylation de la fonction
phénol menant a 1’éther glucosidique. Ces conversions sont réalisées par I’intervention de
glycosyltransférases??°2%, Ces formes conjuguées jouent un role important dans le processus de défense
des plantes. En effet, ces derniéres vont avoir tendance a s’accumuler en grandes quantités dans les
vacuoles (organes de stockage) des plantes afin d’étre étre converties en AS par hydrolyse?2%2, Lors
d’une attaque par un agent pathogéne, les concentrations en AS et en conjugués (AS-Glc et 2-AS-GlIc)
vont s’accroitre de fagon significative et activer la voie dépendante de la résistance systémique

acquise®!.
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Schéma 5. Principales formes actives de I’acide salicylique présentes dans les plantes (d’aprés Dempsey

et al>).

Les conjugués acide salicylique-aminoacides sont peu décrits dans la littérature contrairement
a ceux de 1’acide jasmonique JA avec notamment sa forme associée a I’isoleucine**'*3, A notre
connaissance, le seul conjugué acide salicylique-aminoacide a avoir été détecté est le conjugué AS-acide
L-aspartique (AS-Asp). Ce composé fut détecté dans des ceps de différentes variétés de vignes®4, mais
également dans Phaseolus vulgaris?® (haricot vert) et Arabidopsis?®. Des auteurs ont montré la mobilité
de ce composé chez Arabidopsis et une potentielle activation des génes de défense PR de la plante?’,

mais qui n’est pas comparable a celle engendrée par I’AS.

L’AS peut également &tre converti en salicylate de méthyle MeAS par une BSMTI1
(Benzoic/Salicylic Acid carboxyl MéthylTransférase?. MeAS, composé trés volatil, peut étre considéré
comme une forme active de ’acide salicylique car il est impliqué dans des processus physiologiques
tels que le développement de I’odeur florale afin d’attirer les insectes pollinisateurs®®. Il est également
engagé lors des réactions de défense des plantes, notamment dans les feuilles ou I’expression de BSMT1
est induite en réponse a des sources de stress (abiotiques et biotiques)?*©-24? et la production de MeAS
qui en résulte est alors impliquée dans plusieurs niveaux de la signalisation de défense des plantes. Le
salicylate de méthyle est également impliqué dans la résistance & des agents pathogénes et a des insectes.

Il assure la résistance a certains insectes en attirant leurs prédateurs respectifs?*® et ¢’est un composé
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inducteur de la résistance a des agents pathogenes microbiens en servant de molécule signal pour la
RSA,

Chez les mamiféres, la sulfonation est une étape importante pour acitver ou désactiver diverses
hormones. Chez Arabidopsis, de nombreuses hormones telles que les flavonoides, 1’hydroxyjasmonate
et plus récemment 1’acide salicylique ont été converties in vitro en composés sulfatés (groupement
0O-S0y3Y) par des enzymes/protéines de la famille des Sulfotransférases?424° (SOT). Ainsi, I’AS peut étre
converti en 2-S0s-AS grace a une SOT. Baek et al?*® ont démontré qu’une surexpression d’une SOT
(SOT12) favorisait I’accumulation de 1I’AS et induisait une résistance locale et également systémique.
Les auteurs ont pu prouver le transfert in vitro du groupement sulfuryle (SOs?) sur la position 2
(groupement phénol) de I’AS et ont émis 1’hyopthése que cette protéine pouvait agir comme un
transporteur d’organosulfates. Cette forme 2-SO3-AS s’avere ainsi €tre un dérivé actif de I’AS ayant un
role important dans I’induction des résistances locale (RLA) et systémique (RSA). C’est une molécule

signal mobile qui a un intérét majeur dans la stimulation des défenses naturelles des plantes.

L’acide salicylique peut donc étre converti en différentes formes actives ayant toutes un ou
plusieurs réles bien définis dans des processus biologiques et physiologiques des plantes, avec un réle
majeur de cette hormone dans le développement des végétaux et dans les réactions de défense.
Cependant, ces composeés naturels ne sont pas les seuls analogues de 1I’AS a présenter un intérét dans la
stimulation des défenses naturelles des plantes. En effet, des analogues synthétiques présentent

également des activités élicitrices similaires a celles de I’hormone naturelle.

3.4.6- Analogues synthétiques de I'acide salicylique

Gréace aux avancées réalisées dans le domaine de la synthése organique, de nombreux composes
synthétiques ayant des propriétés biologiques similaires (défenses des plantes) a 1’acide salicylique ont
pu étre développés. Bektas et Eulgem?*® ont décrit différents éliciteurs synthétiques parmi lesquels
figurent des analogues de I’AS tels que I’acide 2,6-dichloroisonicotinique (INA, Figure 7), le
benzothiadiazole (BTH, Figure 7) ou encore le probénazole (PBZ, Figure 7). Nous nous intéresserons a

ces trois analogues parmi tous les composés listés par les auteurs.
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Figure 7. Structures des analogues synthétiques de ’acide salicylique (INA, BTH et PBZ).
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L’acide 2,6-dichloroisonicotinique (INA) fut identifié comme composé pour activer la
résistance du concombre contre le pathogene fongique Colletotrichum lagenarium?#’. Une application
par pulvérisation foliaire a une concentration de 1I’ordre de 100 UM a permis de protéger les plants de
concombre contre cet agent fongique. L’INA est également capable d’induire une résistance aux agents
pathogénes chez différentes plantes®’:2*8 telles que les poiriers, les poivriers et le riz. Tout comme
’acide salicylique, I’INA est reconnu pour induire une RSA chez le tabac et Arabidopsis?**?%°. L’AS et
I’INA partagent ¢galement la capacité d’induire 1I’expression de génes PR (Pathogenesis Related) et de
résistance aux maladies?*®. L’INA peut étre considéré comme un analogue synthétique fonctionnel de
I’AS car il mime plusieurs effets biochimiques et physiologiques de la phytohormone. Cependant,
I’acide 2,6-dichloroisonicotinique et ses dérivés sont phytotoxiques sur certaines cultures et n’ont pu
étre commercialisés®®. L’INA reste cependant employé a ce jour comme molécule modele dans les
études de RSA.

Le benzothiadiazole BTH, également connu sous le nom d’acilobenzolar-S-méthyl (ASM),
appartient a la famille des acides carboxyliques de benzo| 1,2,3thiadiazoles. Tout comme I’INA, le BTH
induit ’expression et la régulation de génes PR et peut déclencher la RSA, en particulier chez
Arabidopsis?®?. Ces deux composés partagent plusieurs caractéristiques fonctionnelles comme le fait de
ne pas induire d’accumulation d’AS dans les plantes®®*?*, Le BTH, contrairement a I'INA, a été
commercialisé en Europe sous le nom « BION®”en 1989 et aux Etats-Unis sous le nom « Actigard®”
en 1990 #1255 ] a notamment été employé en tant qu’activateur de défense des plantes contre I’oidium
des céréales en Allemagne et en Suisse®®. Cet analogue synthétique de I’AS est employé pour activer
un large spectre de résistance de diverses especes de plantes contre des agents fongiques, des bactéries,
des nématodes ou bien encore des insectes®*®. En 1997, le BTH fut identifié comme inducteur potentiel
de réponses immunitaires des plantes, en particulier chez le concombre contre Colletotrichum

lagenarium (champignon phytopathogéne)?%®

Des dérivés de 1,2-benzisothiazoles ont pu montrer un large spectre d’activités
pharmacologiques allant de propriétés anti-inflammatoires®’, antimicrobiennes®® ou encore
antifongiques®®. Certains de ces dérivés ont une activité similaire a celle de I’auxine AIA et ont été
employés comme herbicides?2¢1, Des chercheurs de la compagnie japonnaise Meiji Seika Pharma Co.,
Ltd ont réalisé des tests avec des composés de cette famille de molécules?? et ont découvert que le
1,1-dioxyde de 3-(allyloxy)benzoisothiazole (probénazole ; PBZ) pouvait étre employé pour lutter
contre la pyriculariose du riz%22%3, Le composé est commercialisé sous le nom d’Orizemate® depuis plus
de 40 ans pour protéger les cultures de riz de cette maladie fongique, mais également contre des
bactéries. Le PBZ présente également des activités similaires a celles de I’AS, en particulier I’induction

de I’expression de génes PR, ’accumulation d’AS et I’induction de la RSA chez Arabidopsis®*®.
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D’autres analogues naturels et synthétiques de ’acide salicylique ont été étudiés et testés comme
hormones de défense de plantes telles que des dérivés halogénés. Ainsi, les acides 4-chloro, 5-chloro et
3,5-dichlorosalicylique sont capables de mimer I’induction de I’expression des génes PR1 rendant les
plants de tabac résistants a la maladie de la mosaique (TMV)?*, L’acide 3,5-dichlorosalicylique est
naturellement présent chez certaines plantes?® et il montre un intérét dans la lutte contre la tavelure du
pommier®® en étant plus efficace que 1’acide 2,6-dichloroisonicotinique. Des analogues chlorés de
I’acide benzoique (3-Cl et 3,5-diCl) ont également un intérét en induisant 1’expression de geénes de
défense basale contre Hyaloperonospora arabidopsidis (Hpa) chez Arabidopsis®®’. D’autres composés
analogues de 1I’AS, tels que les acides 2-amino, 3 ou 4-hydroxy, 2,3 ; 2,4 ou 2,5-dihydroxybenzoiques,

n’ont montré aucune activité dans 1’induction de réactions de défense des plantes?68-2'°,

4- La systémie
4.1- Définition

La systémie correspond a I’aptitude d’une molécule a se déplacer dans le systéme vasculaire de
la plante. Une molécule est donc considérée comme « systémique » si elle est capable de pénétrer dans
la plante pour atteindre les tissus conducteurs afin d’étre transportée loin de la zone d’application
(feuilles, racines)?™:. Pour cela, le composé va emprunter les voies de transport a longue distance de la
plante qui sont les tubes criblés du phloéeme?22” et les vaisseaux du xyleme?* transportant
respectivement la seve phloémienne (seéve élaborée) et la séve xylémienne (seve brute). La seve
xylémienne est transportée par un courant ascendant et elle permet a la plante de diriger des petites
molécules organiques, des ions et de ’eau issus du sol jusqu’aux sites stratégiques ou se produit la
photosynthese. Les produits de la photosynthése et les molécules provenant des racines sont distribués
aux organes en croissance ou de stockage de la plante par la séve phloémienne. Cette seve circule dans

les deux sens pour alimenter les racines et tubercules (si présents) et les organes aériens (bourgeons).

4.2- Avantages et inconvénients

La systémie est une propriété avantageuse pour des composés €liciteurs qui seraient doués d’une
telle propriété. Cela signifie tout d’abord que les molécules sont pénétrantes et qu’elles seront ainsi
protégées de la lumiére et de 1’eau (lessivages), mais surtout qu’elles sont capables de se déplacer dans

I’ensemble de la plante.

Dans le cas d’une systémie xylémienne (apoplastique, Figure 8), la molécule devra étre au
contact de la graine ou des racines en étant appliquée directement sur le sol?’. Puis, lors de la croissance
de la plante, la substance sera transportée dans les parties aériennes de la plante par le courant de
transpiration ou elle pourra exercer son role (éliciteur, fongicide...). Un des avantages des produits

apoplastiques est qu’ils pénétrent peu dans les organes de la plante tels que les fruits et graines et ne
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présenteront donc qu’un risque trés limité pour 1’alimentation humaine ou animale. L’inconvénient
majeur est le mode d’application de la substance active sur le sol ou la graine car son absorption ne sera
que partielle. Le reste de la substance active se retrouve exposé au lessivage et présente alors un risque
de pollution des eaux et des sols dans le cas de produits présentant des effets indésirables sur

I’environnement et la santé humaine.

Dans le cas d’une systémie phloémienne (symplastique, Figure 8), la molécule sera entrainée
vers les parties du végétal en voie de croissance telles que les apex caulinaire (extrémité de la tige) et
racinaires (extrémités des racines), mais également vers les organes de stockage de la plante (tubercules,
fruits)?'227, Cette propriété semble plutdt avantageuse pour les composés tels que les éliciteurs (SDN),
herbicides et autres fongicides car elle leur permet d’atteindre des zones stratégiques qui controlent le

développement de la plante.

Bourgeons

Systémie xylémienne
Systémie phloémienne
A  Ambimobilité

Feuille adulte

Racines

Figure 8. Les différents types de systémie chez la plante.

Dans certains cas, des échanges entre le phloéme et le xyléme le long des voies de transport
peuvent permettre aux produits mobiles dans le phloéme (phloéme-mobiles) d’étre partiellement repris
dans le courant de séve brute (xylémienne) et leur assurer une meilleure distribution dans I’ensemble de
la plante. Ces composés mobiles dans les deux voies de transport (phloéme et xyleme) sont dits
« ambimobiles ». La systémie phloémienne et I’ambimobilité sont des propriétés avantageuses pour les
différentes substances actives employées sur la plante et qui ne présentent pas d’inconvénient sur des
cultures ne contribuant pas a I’alimentation animale ou humaine. Il faut cependant étre vigilant quant a
I’utilisation de ces composés systémiques, notamment sur la période d’utilisation, la compartimentation

dans la plante et la spécificité de la cible.
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4.3- Lesseves et voies de transport

4.3.1- Circulation des seves phloémienne et xylémienne

La circulation de la seve élaborée ou phloémienne résulte d’une turgescence selon le modéle de
flux de pression proposé par Miunch en 1930. Les produits de la photosynthese tels que les sucres vont
s’accumuler dans les éléments conducteurs du phloéme (cellules criblées) et générer un influx d’eau
dans ces cellules qui se retrouvent dans un état de tension (pression de turgescence). Cette pression de
turgescence (Figure 9) va permettre une circulation des solutés (sucres et eau) correspondant a la seve

phloémienne dans les parties de la plante en voie de croissance.
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Figure 9. Schéma simplifié de la circulation des séves phloémienne et xylémienne chez le végétal

(d’apreés Jensen et al*’).

La circulation de la séve brute ou xylémienne peut étre expliquée par un mécanisme proposé
par Dixon et al?’ et la théorie de cohésion-tension qui stipule que la tension de transpiration, la propriété
de cohésion de I’eau et I’hydratation des parois cellulaires sont de fagon collective responsables de
I’ascension de la séve brute. Ce mouvement d’eau dans le xyléme est causé par une différence de
pression entre les deux extrémités (feuilles et racines) de la plante. En effet, la pression en partie
supérieure de la plante (feuilles) est moins importante que dans les racines (partie inférieure) de celle-

ci. Cette pression négative est due a la transpiration (évaporation de 1’eau) des parois cellulaires au
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niveau des feuilles de la plante. Cette transpiration (Figure 9) va générer une tension (pression négative)
qui est transmise a travers tout le xyléme et jusqu’aux racines permettant I’ascension de 1’eau et des

nutriments (ions) nécessaires au développement de la plante.

4.3.2- Le phloéme

Le phloéme est un tissu qui se compose de plusieurs types de cellules possédant des fonctions
spécifiques, mais nous nous attarderons ici sur le complexe formé par la cellule compagne et la cellule
criblée. Ces deux cellules, bien qu’issues de la méme cellule méristématique, possédent cependant des
différenciations et des fonctions trés différentes. La cellule compagne est caractérisée par la présence
d’un noyau volumineux, d’un vacuome réduit, de mitochondries, de plastes et de ribosomes (Figure 10).
La cellule criblée subit une destruction programmeée par autolyse partielle car celle-ci n’entraine pas la
mort des cellules durant la différenciation. Cette cellule ne posséde pas de noyau et est également
dépourvue d’appareil vacuolaire et de ribosomes. La partie centrale cellule semble vide, il ne reste que
des mitochondries, des plastes et des éléments de réticulum en bordure de la membrane plasmique. La
cellule compagne communique avec la cellule criblée par 1’intermédiaire de plasmodesmes branchus et
aux éléments criblés voisins (sus et sous-jacents) par des pores résultant de 1’élargissement de
plasmodesmes (Figure 10). Cet ensemble forme le tube criblé dans lequel la séve phloémienne s’écoule.
Les cellules criblées contiennent des protéines spécifiques du phloeme, les protéines-P. Ces protéines
peuvent s’assembler afin de former un corps protéique (CP ; Figure 10) également appelé forisome. Lors
d’une agression de la plante (blessure, stress chimique...), le forisome va se disperser et ses ¢léments

vont boucher les pores du crible®’”.

Figure 10. Reconstitution des tubes criblés (TC) et cellules compagnes (CC) dans Vicia Fabia (selon
Knoblauch et al*’®). Les plasmodesmes branchus (PB) permettent de connecter les cellules compagnes
(CC) et les tubes criblés (TC). Les mithocondries (M), les plastes du TC (PI) et le réticulum
endoplasmique (RE) sont distribués le long de la membrane plasmique ou sont agrégées des protéines
pariétales (PP). C : callose, CP : Corps protéique, Cr : cribles, N : noyau, Par : paroi, P : plastes, V :

vacuole.
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4.3.3- Lexyleme

Le xyléme est également constitué de plusieurs types de cellules possédant chacune des
fonctions spécifiques. Seuls deux types de cellules seront présentés ici, la cellule associée aux vaisseaux
(CAV) et I’élément de vaisseau. Au contraire des cellules compagne et criblée, ces deux types de cellules
proviennent de deux cellules méristématiques différentes. La différenciation de 1’¢lément de vaisseau
est une mort cellulaire programmée et compléte, contrairement a la cellule criblée du phloeme. La mort
cellulaire va entrainer une lignification des parois longitudinales. La destruction des parois transversales
peut également se produire chez certaines plantes (plus évoluées), avec pour conséquence que chaque
élément de vaisseau communique avec le suivant par une perforation pour former un vaisseau. Chacun
de ses vaisseaux est formé d’une ou plusieurs dizaines d’éléments de vaisseaux dans lesquels la seve
xylémienne circule. L’¢lément de vaisseau est entouré d’un nombre variable de CAVs dépendant de
I’espéce végétale. Cette cellule présente des similitudes structurales avec la cellule compagne du
phloeme, mais contrairement a celle-ci, elle ne communique pas avec 1’élément de vaisseau par les
plasmodesmes?™. Par conséquent, les échanges de solutés avec la séve xylémienne sont régulés par la

membrane plasmique de la CAV qui participe également au controle du pH de la seve?.

4.4- Transport et distribution des solutés dans la plante

4.4.1- La membrane plasmique

Chague cellule est entourée par une membrane. Cette membrane, également appelée membrane
plasmique (ou plasmalemme), permet de séparer ’intérieur de la cellule, appelé cytoplasme, de son
environnement extérieur (milieu extracellulaire). La membrane plasmique permet a la cellule d’absorber
et de retenir certaines substances, mais également d’en exclure. Cette circulation sélective des solutés a
travers la membrane est possible grace a des protéines de transport intégrées a la membrane (protéines
intégrales, Figure 11), mais également par des protéines situées a I’extérieur de celle-ci (protéines
périphériques). La membrane plasmique se compose d’une bicouche phospholipidique?!282 (Figure 11)
qui se compose d’une partie hydrophile polaire (ou « téte »), et d’une partie hydrophobe. La téte
hydrophile va étre tournée vers I’extérieur de la bicouche phospholipidique tandis que la partie
hydrophobe se retrouvera a I’intérieur de celle-ci. Cette bicouche lipidique va permettre d’établir une
séparation entre le compartiment apoplastique (qui se compose de la paroi et de cellules mortes telles
que les éléments de vaisseau) et le compartiment symplastique (partie interne bordée par la membrane

plasmique).
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Figure 11. Représentation de la membrane plasmique (d'aprés Taiz et Zeiger?®).

4.4.2- Le transport des composés via des protéines de la membrane plasmique

Des protéines membranaires jouent un r6le fondamental dans le transport des molécules
élaborées et de nutriments (sucres, acides aminés) a travers la membrane plasmique. Ces protéines
membranaires, également appelés transporteurs membranaires, se répartissent en trois groupes : les
canaux, les transporteurs et les pompes (Figure 12). Les protéines de canal forment des pores ouverts
dans la paroi de la membrane plasmique et permettent a des molécules de petite taille pouvant étre
chargées (cations, anions) ou neutres (eau)?® de passer au travers de la bicouche lipidique. Les
transporteurs protéiques sont des transporteurs transmembranaires ne formant pas de pore dans la
membrane, mais qui sont sélectifs vis-a-vis du soluté transporté (sucre, aminoacide, ion). Les solutés
vont ainsi emprunter différents transporteurs protéiques pour étre transportés a travers la membrane

cellulaire par diffusion facilitée ou par transport actif primaire (Figure 12).

* La diffusion simple (sans les canaux)

Certaines molécules sont capables de traverser la membrane plasmique par un mécanisme de
diffusion passive (ou simple). Au cours de cette diffusion, une molécule peut se dissoudre dans la
bicouche phospholipidique, diffuser a travers celle-ci?®* et se retrouver en solution aqueuse de ’autre
cOté de la membrane. Ce mécanisme n’implique aucun transporteur membranaire et suit le sens du

gradient de concentration.
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Figure 12. Représentations des diffusions simple et facilitée (transport passif dépendant du gradient de
concentration) et du transport actif primaire de solutés a travers la membrane plasmique (d’aprés Taiz

et Zeiger®®).
* La diffusion simple (assurée par des canaux)

Cette diffusion est assurée par des protéines de la membrane qui fonctionnent comme des pores
et jouent un rdle important dans les échanges d’espéces ioniques?* (cations et anions). Ces protéines
membranaires sont ¢galement capables de contrdler la durée de la diffusion, la nature de I’ion transporté
grace a différentes parties du canal utilisées comme des filtres de sélectivité (nature, taille de I’ion) et

des « portes » (durée de la diffusion).
* La diffusion facilitée

Ce second mode de diffusion est le résultat d’une interaction entre le soluté et un constituant du
transporteur, et il se fait sans aucune dépense d’énergie car il se produit dans le sens du gradient de
concentration au travers de la membrane plasmique. Cette diffusion, contrairement a la diffusion simple,

se présente comme un type de transport saturable.
* Le transport actif primaire

Le transport actif de soluté par des transporteurs s’effectue dans le sens opposé au gradient de
concentration de la membrane cellulaire. Ce type de transport nécessite un apport d’énergie
supplémentaire provenant principalement de 1’hydrolyse de I’ATP (adénosine-triphosphate). Dans ce
cas, les transporteurs protéiques sont appelés des pompes et le transport des solutés est dit « primaire »

car il utilise directement I’énergie de I’hydrolyse de I’ATP.
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* Le transport actif secondaire

Le transport actif secondaire correspond au transport d’un soluté dans le sens croissant de son
potentiel électrochimique (gradient de concentration) couplé a la diffusion facilitée d’un second soluté
dans le sens décroissant de son potentiel électrochimique. Ce second soluté est la plupart du temps une
espéce ionique (ions H*, Na*...) dont la différence de potentiel électrochimique a été générée par un
mécanisme de transport actif primaire (hydrolyse de I’ATP), cet ion étant appelé ion moteur. Les
mécanismes secondaires engendrent également le transport de molécules élaborées comme des acides
aminés ou des sucres par la diffusion facilitée du soluté moteur. Ainsi la diffusion de I’ion moteur peut
étre couplée au transport du second soluté (aminoacide, sucre) dans le méme sens ou dans le sens
opposé ; on parlera dans le premier cas de cotransport ou symport (A sur la Figure 12) et dans le second

cas d’antiport (B sur la Figure 13).
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Figure 13. Représentation des deux types de transports secondaires (d’aprés Taiz et Zeiger®®).

4.4.3- Distribution systémique des solutés

Un composé est défini comme systémique s’il est capable de pénétrer dans la plante pour
atteindre les tissus conducteurs et étre transporté loin de la zone d’application via le phloéme et/ou le
xyléme. L’absorption de ces molécules systémiques par le végétal est principalement réalisée par une
application foliaire ou racinaire. Ces composés sont distribués de facon systémique dans la plante en
empruntant deux voies de déplacement définies comme apoplastique (ou apoplasmique) et symplastique

(ou symplasmique).

L’apoplasme (ou aposplaste) correspond a la partie « non vivante » de la plante et se situe a
I’extérieur de la membrane plasmique. Les déplacements a courte et longue distance se font
respectivement a travers les espaces intercellulaires et dans les vaisseaux du xyléme (Figure 14). Ces

déplacements & courte et longue distance sont apoplastiques (ou apoplasmiques). Le symplasme (ou
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symplaste) est défini comme la partie vivante de la plante qui est délimitée par la membrane plasmique.
Les transports a courte et longue distance se font respectivement de cellule a cellule via les
plasmodesmes et dans le phloéme (Figure 14) et ils sont définis comme symplastiques (ou
symplasmiques).

Lamelle médiane

Voie apoplastique Membrane plasmique

Cytoplasme

Voie symplastique Tonoplaste

Cytoplasme

Vacuole

Plasmodesme

Figure 14. Représentation des voies apolastique et symplastique (modifiée de Taiz et Zeiger?3).

Les molécules systémiques (fongicides, herbicides, SDN) sont majoritairement appliquées par
pulvérisation sur la surface foliaire de la plante et elles doivent dans un premier temps franchir la cuticule
dont la couche externe est une surface cireuse trés hydrophobe qui joue le rble de barriére physique.
Afin de franchir la cuticule, les composés systémiques ne doivent pas étre trop hydrophiles, mais ils
doivent étre suffisamment lipophiles pour traverser les cires. Une fois la cuticule franchie, les molécules
se retrouvent au niveau de la paroi cellulaire qui se compose de cellulose, d’hémicellulose et de pectine
(polysaccharides). Une fois la paroi cellulaire franchie, les substances systémiques arrivent au niveau
du complexe cellule criblée-cellule compagne du phloeme selon trois voies : la voie apoplasmique (par
diffusion dans les parois puis franchissement la membrane du complexe cellule criblée-cellule
compagne), la voie symplasmique (par franchissement de la membrane plasmique) ou par 1’association
de ces deux voies. Les composés systémiques pourront ensuite étre transportés a longue distance dans

le phloeme selon deux mécanismes.
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4.5- Les mécanismes de transport des xénobiontes

4.5.1- Le mécanisme par piégeage d’acide

De nombreuses molécules a systémie phloémienne, en particulier des herbicides (2,4-D, MCPA,
Picloram...), ont dans leurs structures une fonction acide carboxylique (COOH). Un mécanisme de
franchissement de la membrane plasmique et d’accumulation dans la séve phloémienne a ainsi pu étre
proposeé : le mécanisme dit de « piégeage d’acide » (Figure 15). Dans I’environnement extérieur de la
cellule (apoplasme) ou la valeur du pH est proche de 5,0 ; ces molécules possédant une fonction acide
carboxylique ne sont que partiellement dissociées. La forme neutre ou non dissociée AH de ces
composeés est suffisamment apolaire ou lipophile pour traverser la bicouche phospholipidique de la
membrane plasmique et se retrouver dans le compartiment symplastique. Le pH de ce dernier est plus
élevé avec une valeur proche de 7,5-8,0. Dans ce milieu, les molécules AH vont étre majoritairement
dissociées sous forme anionique A correspondant a un ion carboxylate RCOO". Sous cette forme, les
composeés ne peuvent plus franchir aussi facilement la membrane plasmique et restent ainsi piégées dans
le symplasme. Ces molécules vont alors étre entrainées a longue distance vers les organes en croissance

de la plante via la séve phloémienne.

Tube criblé (phloéme)

AH < ~ AH
4

V
A= = A

Apoplaste, pH = 5.0 Symplaste, pH = 8.0

Figure 15. Représentation du mécanisme par piégeage d’acide dans le symplasme (adaptée de

Bromilow et Chamberlain?®).

Ce mécanisme par piégeage d’acide permet ainsi le transport de molécules (herbicides,
fongicides, phytohormones) dans le phloéme a condition que celles-ci possedent une fonction acide
carboxylique. Des études ont ainsi mis en évidence que cette fonction acide carboxylique était nécessaire
pour le transport dans la séve phloémienne des herbicides tels que le 2,4-D?® qui, sans cette fonction
acide, perd sa propriété de mobilité. Il est également possible de rendre un composé phloéme-mobile en
greffant a celui-ci une fonction acide. Ainsi, 1’ajout d’une fonction acide carboxylique sur un fongicide
non systémique de la famille des phénylpyrroles (fenpiclonil) a permis a ce composé d’étre détecté dans

la séve phloémienne de plantules de Ricinus communis (ricin)?87:28
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4.5.2- Importance des transporteurs membranaires

La membrane plasmique est une barriere de diffusion hydrophobe séparant le cytoplasme du
milieu extérieur, qui doit également étre capable de faciliter et réguler de facon permanente les échanges
(informations et substances) entre la cellule et son environnement extérieur. Les transports a plus grande
échelle entre la plante et son environnement ou entre différentes parties (feuilles et racines) sont régulés
au niveau cellulaire par des transporteurs membranaires?®, Ces transporteurs sont capables d’améliorer
la diffusion de I’eau et des ions a travers les membranes plasmiques des plantes?®®. Ces transporteurs
membranaires sont des canaux ou des protéines porteuses. Les canaux sont des protéines
transmembranaires, ¢’est-a-dire qu’elles traversent entierement la membrane cellulaire et permettent
notamment a 1’eau (canaux d’eau) de traverser les membranes plus rapidement que par une simple
diffusion a travers la bicouche lipidique?®. Parmi tous les transporteurs présents, nous accorderons une

attention particuliére aux transporteurs d’acides aminés et de sucres.

Les acides aminés sont des molécules essentielles dans la structure, la physiologie et le
métabolisme des cellules de I’ensemble des étres vivants et sont également les constituants des peptides
et protéines. Les acides aminés sont synthétisés par la plante et peuvent jouer des roles trés importants
et variés chez celle-ci. lls peuvent notamment modifier la perméabilité des membranes cellulaires,
réguler le transport d’ions®® (H*, Na*, K* ) et protéger la plante lorsqu’elle est soumise a un stress
environnemental (stress hydrique, exposition a des métaux lourds...). Ces composés sont transportés de
leur site de biosynthése aux autres parties de la plante telles que les organes puits (fruits, tubercules,
graines...) via le phloéme et le xyléme dans lesquels des transporteurs d’acides aminés vont avoir un

role essentiel dans le chargement et le déchargement de ces molécules®.

Les sucres tout comme les acides aminés sont des molécules essentielles pour I’ensemble des
étres vivants et en particulier chez les plantes. Ces composés proviennent de facon directe ou indirecte
de la photosynthése et ils ont des roles trés variés. lls sont notamment impliqués dans les processus de
croissance et développement des plantes?®22%3 |a résistance des plantes contre les maladies fongiques
causées par des agents pathogénes et également en tant que molécules de signalisation dans les
mécanismes de défense?®42%_ |es carbohydrates sont transportés dans la plante depuis le site de synthése
jusqu’aux organes puits par des transporteurs de polysaccharides (saccharose...) et de monosaccharides
(glucose...) qui ont un role fondamental dans le chargement et le déchargement des sucres dans le

phloéme?%:2%7,

Ces différents mécanismes de transport, qu’il s’agisse du piégeage d’acide ou par des
transporteurs spécifiques (aminoacides, sucres), sont de nouvelles cibles pour faciliter la circulation de
molécules xénobiotiques (fongicide, herbicide, SDN) dans les séves phloémienne et xylémienne (Figure
16).

40



Symporters
A

S + Amino
H* Na* dina 4 acid
K* H*
H* ») .
PO Antiporter
» H*
H* ¥ CYTOSOL
Na*
NO3 ) pH7.2
V4 AE =-120 mV
Plasma
membrane Efflux
Antiporters carrier
’ pf N Sucrose
-~ H+ +
Mg? Hexose
DP + P;
e ATP
H+ PC-Cd?* ]
pumps< S Na* pH55 ATP
* AE = -90 mV
ADP + P
ATP
VACUOLE Anthocyanin > ABC
pH 5.5 p::;m Gs transporters
ATP ABC ATP
ADP 4+ P, o
H* X
- DP + P,
DP + P; ORESEY | 4 ATP  Fea2+
2p H* pump
Fast vacuolar— ” AP0y Ca?*
(FV) channel Slow vacuolar
Anions iy, [OV)chmnnel
(malate?",
CIT, NO3)
\ - )
Channels
OUTSIDE OF CELL
Inward nward
rectifying 0 K* Q \‘ rectifying
+ 2+
K Outward ” “ O ard e
rectifying rectifying

Figure 16. Apercu des divers transporteurs des membranes plasmique et vacuolaire des cellules

3 A
Channels

végétales (d’aprés Taiz et Zeger?®®).

41



4.6- Utilisation de transporteurs d’acides aminés et de sucres des plantes

Dans le domaine de la recherche pharmaceutique moderne, il a été admis que la diffusion
transcellulaire passive et les mécanismes utilisant un transporteur peuvent coexister afin de contribuer
a I’absorption de substances actives (médicaments) a travers les membranes biologiques. La diffusion a
cependant été longtemps considérée comme 1’unique voie d’absorption et de transport des composés
phytosanitaires dans les plantes. L’activité potentielle de transporteurs de produits
phytopharmaceutiques semblait invraisemblable, tout comme la synthése de composés pouvant étre
sollicités par ces transporteurs.

Mais au cours de ces dernieres décennies, la recherche a progressé et des découvertes ont permis
de mettre en évidence le transport de xénobiontes par des systémes de transport identifiés chez les
plantes. Il a été prouvé que le glyphosate, herbicide largement utilisé, est transporté vers les tissus
racinaires de la plante par le phloéme aprés une application foliaire?®2%°, L’absorption de glyphosate a
faible concentration par un transporteur a été mise en évidence dans les protoplastes (cellules végétales
dont la paroi cellulaire a disparu) foliaires de Vicia faba (feve) via un transporteur de phosphate3®. Une
étude récente a pu également mettre en évidence le role majeur joué par des transporteurs d’acides
aminés de série L (LAT1/LAT2, de I’anglais L-Type Amino Acid Transporter) dans 1’absorption du
glyphosate a travers les tissus épithéliaux de mammiferes®. Le 2,4-D, herbicide auxinique, peut étre
absorbé par les protoplastes de racines de mais selon deux mécanismes, le mécanisme de piégeage
d’acide et le transport actif via un transporteur d’auxine®®. Par ailleurs, le 2,4-D peut également étre

transporté a travers la membrane plasmique par le transporteur d’acides aminés ANT 1%,

4.7- Prédiction des propriétés systémiques des xénobiontes

La prédiction des propriétés systémiques de composés phytopharmaceutiques ou apparentés
peut étre réalisée par des modéles mathémathiques développés depuis trois décennies et/ou par
I’application de régles simples extrapolées depuis le domaine du médicament. Ces régles et modeles
sont employés pour prédire et évaluer 1’absorption et le transfert des composés a étudier en se basant
sur les propriétés physicochimiques de ces derniers. C’est donc principalement la diffusion au travers
de membranes biologiques qui va étre prise en compte par ces prédictions. Pour cela, deux modéles ont
été trés largement utilisés pour déterminer le degré de mobilité de xénobiotiques, le modéle de
Bromilow®® et le modele de Kleier?? (Figure 17) qui, tous les deux, font appel a la constante de
dissociation acide pKa et au coefficient de partage octanol/eau Kow (ou Log P) des molécules. Le
modele de Bromilow a été élaboré de fagon empirique a partir de résultats expérimenataux, alors que le
modele de Kleier est purement mathématique. Dans les deux cas, s’il y a une discordance entre les
résultats expérimentaux et les modeles, par exemple un composé retrouvé concentré dans la séve
phloémienne alors qu’il était prédit comme non mobile, il est alors possible de suspecter 1’intervention

d’un mécanisme de transport actif.
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1- Modéle de Bromilow
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Figure 17. Modéles de Bromilow (1) et de Kleier (2) pour la prédiction de la systémie d’acides faibles

et de composés non ionisés (d’aprés Rocher et al??).
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Pour les prodrogues employées dans le domaine médical, la biodisponibilité orale et la
perméabilité membranaire passive sont les propriétés déterminantes pour I’efficacité de celles-ci. Nous
évoquerons ici simplement deux modeles de prédiction relativement simples et applicables & un grand
nombre de molécules : la régle des cing de Lipinski®® (« Rule of five » en anglais ou Ro5) ainsi que les
régles établies par Veber®®, La régle des cing de Lipinski®® stipule que pour qu’une substance soit
active par voie orale, cette derniére doit : i) Posséder un nombre d’atomes donneurs de liaisons
hydrogéne (liaisons OH, NH, SH) inférieur ou égal a cing ; ii) Posséder un nombre d’atomes accepteurs
de liaisons hydrogene (N, O, S...) inférieur ou égal a dix ; iii) Avoir une masse moléculaire inférieure a
500 daltons (Da) ; iv) enfin, avoir un coefficient de partage octnanol-eau (log P) inférieur ou égal a 5.
La régle de Veber®® stipule que pour qu’une substance soit active par voie orale, celle-Ci doit : i)
Posséder un nombre de liaisons a libre rotation inférieur ou égal a 10 et ii) Avoir une surface polaire ne

dépassant pas 140 Az,

Par analogie, ces approches ont ensuite été employées pour les composés agrochimiques®’-310
afin de cribler et d’optimiser les propriétés de composés candidats. Le processus de criblage va permettre
de sélectionner des molécules censées présenter de bonnes propriétés d’absorption ou de perméabilité
membranaire et donc des propriétés physico-chimiques appropriées pour étre définies comme des
substances actives®”’. Hao et al®™ ont établi des regles pour les composés pouvant étre considérés comme
des pesticides qui sont dérivées des régles de Lipinski pour les médicaments. Ces régles stipulent que
les pesticides employés possédent : i) Un nombres d’atomes accepteurs de liaisons hydrogéne inférieur
ou égal a 6 ; ii) Un nombre d’atomes donneurs de liaisons hydrogéne inférieur ou égal a 2 ; iii) Un poids
moléculaire inférieur ou égal a 435 Da ; iv) Un log P inférieur ou égal a 6 ; v) Un nombre de liaisons a

libre rotation inférieur ou égal a 9 et vi) Un nombre de liaisons aromatiques inférieur ou égal a 17.

5- La stratégie de prodrogues vectorisées

5.1- Concept et définition du concept de prodrogue

Le terme actuel de prodrogue fut introduit pour la premiére fois dans le courant des années 1950
par Adrien Albert®!2 et il définit des substances qui sont inactives par elles-mémes, mais qui deviennent
actives par biotransformation. Ce concept fut ensuite complété par Harper en 1959 lorsqu’il introduisit
le terme de « latence » pour faire référence aux prodrogues spécifiquement congues pour nécessiter une
bioactivation®?, La définition la plus appropriée du terme « prodrogue » reste aujourd’hui celle de
IPTUPAC3®* qui stipule « Une prodrogue est un composé qui subit une biotransformation avant de
présenter des effets pharmacologiques » (biologiques dans le cas des plantes). La prodrogue peut ainsi
étre définie comme un dérivé inactif d’une substance active subissant une transformation enzymatique
et/ou chimique in vivo afin de libérer cette molécule parent (drogue) pour qu’elle puisse exercer son/ses

activité(s) pharmacologique(s)/biologique(s)3'>3°.
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Pour étre transportées dans le systéeme vasculaire de la plante, toutes les molécules (pesticides,
SDN) doivent franchir la membrane plasmique avant de pénétrer dans le symplasme?™®. Le mécanisme
d’entrée du xénobionte dans le symplasme va étre un paramétre crucial qui va influencer le transport a
longue distance et la distribution du composé dans 1’ensemble du végétal. Afin d’optimiser la systémie
de la substance active, une approche classique est de modifier les propriétés physico-chimiques de
celle-ci afin d’améliorer sa diffusion au travers de la membrane plasmique®!’. C’est aussi une approche

couramment employée dans le domaine du médicament pour améliorer 1’absorption instestinale®,

5.2- Lastratégie de prodrogue

La stratégie de prodrogue est avant tout employée pour améliorer les propriétés
physicochimiques, mais également biologiques d’une molécule parente afin d’améliorer sa distribution
dans I’organisme ou dans une zone ciblée de ce dernier®®, La nouvelle molécule (prodrogue) va étre
inactive hors de la zone ciblée (tumeur, milieu cellulaire...), mais avec certaines propriétés
physico-chimiques (stabilité, solubilité, lipophilie, etc.) optimisées. Une fois dans 1’organisme, la
prodrogue subira une biotransformation via une réaction chimique et/ou enzymatique afin de libérer la
drogue et lui permettre d’exercer son activité pharmacologique/biologique (Schéma 6). Au cours des
vingt dernieres années, le nombre de drogues classifiées comme prodrogues a augmenté de facon

significative (10 %) dans le monde®%.
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Schéma 6. Représentation du concept de prodrogue (adapté d’aprés Rautio et al*?).

La stratégie de prodrogue est notamment appliquée dans des traitements de maladies
inflammatoires®??, cardiovasculaires®®, en oncologie®?*, mais peut également concerner le milieu

végétal. En effet, les plantes sont capables de produire par voie enzymatique des conjugués entre des
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molécules endogénes qui peuvent s’associer a des sucres ou des acides aminés. Ainsi, comme nous
I’avons déja mentionné (voir § 3.2.3, pages 20-21), I’acide jasmonique peut se conjuguer a 1’isoleucine
afin de former une « prodrogue » naturelle!**14%, Cette stratégie de bioprécurseur peut aussi étre
transposé a des xénobiotiques (pesticides, composés SDN) afin qu’ils puissent Se retrouver dans le

systeme vasculaire des végétaux (voir § 4.6, page 42) avant de libérer ultérieurement la matiére active.

5.3- Le transport de substances actives par des transporteurs membranaires

L’une des propriétés intéressantes qui peuvent étre conférées par la stratégie des prodrogues est
le transport de ces substances par des transporteurs membranaires spécifiques®®. Ces derniers sont
reconnus comme déterminants dans [’absorption, I’entrée de la substance active dans les zones ciblées
et I’excrétion (élimination)®?. Plus de 400 transporteurs membranaires sont connus et répartis en deux
grandes familles : les transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette en anglais) et les transporteurs de
solutés SLC (Solute Carrier en anglais)®?’. Des tentatives ont été réalisées pour améliorer 1’absorption
des drogues en ciblant des transporteurs spécifiques®?. Les transporteurs couramment exploités sont des
transporteurs d’acides aminés, de peptides et de glucose. Nous nous intéresserons ici aux transporteurs

d’acides aminés et de glucose.

5.3.1- Lestransporteurs d’acides aminés de série L

Les transporteurs d’aminoacides de série L sont I’une des principales voies d’entrée des acides
aminés. Parmi ces transporteurs d’acides aminés, nous porterons un intérét aux transporteurs LAT1-432°
(L-type amino acid tranporter) et plus particulierement au transporteur LAT1 qui est surexprimé dans le
cas de divers cancers®®, Ce transporteur est un échangeur indépendant du sodium qui a été cloné pour
la premiére fois en 199831332 | AT1 intervient dans la distribution vers des tissus de divers organes tels
que le cerveau, ’intestin et les reins®3333 et il est fortement exprimé dans les membranes de la barriere
hémato-encéphalique (BHE)332335:33% || régule notamment le transport d’acides aminés a travers la BHE
et il favorise le passage de composés de série L dont la charge est neutre®*® avec des chaines latérales

volumineuses et/ou ramifiées®®.

L’exploitation du transporteur LAT1 pourrait étre une stratégie intéressante pour renforcer le
franchissement de la BHE afin d’améliorer I’administration de drogues associées a des acides aminés
dans le systéme nerveux central. La L-dihyroxyphénylalanine L-DOPA (Figure 18-1) est une prodrogue
employée dans le traitement de la maladie de Parkinson et qui est transportée dans le cerveau par
LAT13373%8:342 alors que sa molécule parent, la dopamine, n’est que peu transportée dans la BHE en

raison de sa nature hydrophile.
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Figure 18. Structures de prodrogues d’acides aminés. 1, L-dihydroxyphénylalanine L-DOPA38, 2,

Conjugué Kétoproféne-L-tyrosine°. 3, Conjugué Kétoprofene-L-lysine**. 4, Melphalan3**,

La prodrogue conjuguant le Kétoproféene a la L-tyrosine (Figure 18-2) est un exemple
d’application réussie de 1’absorption par le LAT1%% car il s’agit du premier conjugué d’acide aminé a
étre non seulement reconnu, mais également transporté de facon active a travers la BHE par ce
transporteur. Un second conjugué de Kétoproféne associé cette fois-ci a de la L-lysine (Figure 18-3) a
également été capable de franchir la BHE par ’intermédiaire du transporteur LAT13%. Le transport de
ces prodrogues Ketoproféne-acide aminé permettrait de transporter de fagon ciblée la drogue dans le
cerveau®?, Le melphalan (Figure 18-4) est un agent alkylant employé dans le traitement de cancers du
cerveau et qui est transporté a travers la BHE chez le rat par un transporteur d’acides aminés neutre3*.,
Les prodrogues d’acides aminés ont pu mettre en évidence leur capacité a améliorer I’administration des
drogues ayant une faible solubilité aqueuse et perméabilité. Elles ont également été employées avec
succés pour obtenir une libération prolongée de la substance active et améliorer la stabilité

métabolique3*.

Cette stratégie de substances actives associées a des acides aminés peut également étre appliquée
au domaine végétal car les plantes possedent également des transporteurs d’aminoacides. Des travaux
initiés par Dufaud et al*® ont permis de mettre en évidence D’activité inhibitrice sur le transport de
thréonine de deux molécules associant I’herbicide 2,4-D et un alcool triazolique respectivement a la
L-lysine et a I’acide L-aspartique (Figure 19-1a et 1b), ceci en conservant la fonction a-aminoacide
libre. Ces conjugués ont inhibé 1’absorption de thréonine (acide aminé protéinogéne) et le chargement
du phloeme par les tissus foliaires, laissant supposer ainsi que ces herbicides modifiés pouvaient étre

reconnus par un transporteur d’acides aminés3%.
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Figure 19. Structures de différents conjugués pesticide-acides aminés. 1, Conjugués 2,4-D-lysine (1a)

et alcool triazolique-acide aspartique®* (1b). 2, Conjugués dérivés auxiniques-lysine®*. 3, Conjugué

fenpiconil acide glutamique)®*’. 4, Conjugués Fenpiclonil-aminoacide avec un espaceur triazolique®*®

(4a, n=1, Prodrogue fenpiclonil-acide diaminobutyrique; n= 3, Prodrogue Fenpiclonil-lysine) ou sans

espaceur (4b,

conjugué fenpiclonil-L-lysine). 5, Conjugué Fipronil-glycine3%.

6, Conjugué

fipronil-acide glutamique. 7, Conjugués Tralopyril-acide glutamique avec un espaceur triazolique3*° (n=

2-10).

48



Une autre étude, utilisant cette fois-ci un large panel de dérivés d’acides
phénoxyalcanecarboxyliques associés a la L-lysine (Figure 19-2), a permis de démontrer que les
transporteurs d’acides aminés des plantes sont capables de reconnaitre de nombreuses substances
conjuguées avec des propriétés physicochimiques (structure, longueur de chaine, Kow) hétérogenes34
La distribution comparative du 2,4-D et de sa forme conjuguée a la lysine a été étudiée sur la féeve et une
différence significative a été mise en évidence dans certains organes de la plante®®, notamment dans le
systéme racinaire ou 1’accumulation de la forme conjuguée (2,4-D-lysine) se trouve étre 5 a 10 fois

supérieure a celle du xénobionte parent (2,4-D)**.

Plus récemment, des travaux réalisés par Wu et al**’ ont permis de mettre en évidence que la
conjugaison d’un acide aminé avec un fongicide non systémique pouvait rendre ce dernier mobile dans
la plante. En effet, le fenpiclonil, fongicide de la famille des phénylpyrroles, est un composé non
systémique, mais en associant ce dernier a un acide aminé (acide glutamique), les auteurs ont montré
gue ce conjugué fenpiclonil-acide glutamique (Figure 19-3) était mobile dans le phloéme de plantules
de ricin®’. Les mobilités des deux isoméres L et D des conjugués fenpiclonil-acide glutamique ont
également été comparées et cela a permis de mettre en évidence une mobilité cing fois plus importante
pour I’isomére de configuration L, suggérant ainsi I’implication d’un ou de transporteurs stéréosélectifs

chez les plantes®*.

Ce conjugué fongicide-acide aminé présente un espaceur 1,2,3-triazole pour lier la substance
acitve (fongicide) au nutriment (acide aminé). Cet espaceur peut étre obtenu par une réaction dite de
« chimie click » (« click chemistry » en anglais) et c’est I’un des plus employés dans la préparation de
prodrogues. Il présente divers avantages dont sa stabilité®1352 et ses activités biologiques potentielles®s2.
Marhadour et al®*® se sont intéressés a l’influence de cet espaceur triazolique sur la systémie
phloémienne de trois conjugués fenpiclonil-acide aminé liés par ce dernier (Figure 19-3 et 19-4a). Parmi
ces conjugués, nous retrouvons le conjugué avec 1’acide L-glutamique, mais également deux composés
associés a I’acide L-2,3-diaminobutyrique (n=1) et a la L-lysine (n= 3). Un quatriéme conjugué étudié
correspond au conjugué fongicide-L-lysine sans espaceur (Figure 19-4b). Une étude sur la relation
structure-activité de ces quatre conjugués a été réalisée et a mis en évidence que le conjugué avec la
chaine latérale la plus courte en présence de I’espaceur (conjugué fenpiclonil-acide diaminobutyrique,
n= 1) avait la meilleure mobilité dans les plantules de ricin. Les auteurs ont montré que la présence de
cet espaceur triazolique n’avait pas d’impact négatif sur la mobilité des conjugués et que ces derniers

étaient manipulés par un tranporteur dépendant du pH et reconnaissant la fonction a-amino acide.

Par ailleurs, Xie et al**® ont travaillé sur des conjugués associant un insecticide non systémique,
le fipronil, & des acides aminés. Le conjugué avec la glycine (Figure 19-5) s’est avéré mobile dans le
phloéme de Ricinus communis grace a des transporteurs d’acides aminés, ceci, et contrairement aux

conjugués évoqués précédemment, malgré 1’absence d’une fonction aminoacide libre. En effet, les
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auteurs ont pu montrer que ce composé €tait capable d’induire une surexpression de génes permettant
I’absorption et le chargement de ce dernier dans le phloéme. Les auteurs ont poursuivi leurs études sur
le fipronil en synthétisant un conjugué®* associant le fipronil aux deux énantioméres (D et L) de I’acide
glutamique (Figure 19-6). L’isomére L a montré une meilleure mobilité phloémienne que la forme D.
De plus, son activité biologique est comparable a celle du fipronil, faisant ainsi de cette prodrogue un
candidat potentiel pour un insecticide phloéme-mobile.

Des études ont également été réalisées sur I’insecticide non systémique Tralopyril®*° conjugué
a I’acide glutamique (Figure 19-7). Les auteurs ont étudié¢ 1’influence de la longueur de la chaine
carbonée, allant de 3 & 11 atomes de carbone entre I’espaceur triazolique et I’aminoacide, sur la mobilité
phloémienne. Parmi les neufs composés synthétisés, quatre d’entre eux (n= 2-5) présentaient une
systémie phloémienne permettant de confirmer les résultats de Marhadour et al sur les conjugués du
fenpiclonil®* et la longueur de la chaine carbonée. Les auteurs ont ensuite étudié le métabolisme des
deux conjugués avec les chaines carbonées les moins longues (n= 2-3) sur des larves de Plutella
xylostella (papillon). Ces deux conjugués libérent le composé parent (tralopyril) in vivo, faisant de ces

derniers des composés prometteurs en tant qu’insecticides phloéme-mobiles.

5.3.2- Les transporteurs de glucose

Les sucres peuvent étre transportés dans le corps humain par 1’intervention de transporteurs de
glucose tels que le transporteur GLUT1 (GLUcose Transporter 1 en anglais) auquel nous allons nous
intéresser. Ce transporteur appartient a la famille des transporteurs de solutés, tout comme les
transporteurs d’acides aminés. Il s’agit d’une protéine transmembranaire indépendante du sodium et
responsable de la diffusion facilitée du glucose a travers une membrane*®. GLUT1 posséde une grande
capacité de transport®?! et est notamment distribué sur la barriére hémato-encéphalique BHE®®. Il
transporte le D-glucose et également d’autres hexoses tels que le galactose, le mannose et le

déoxyglucose®’.

Plusieurs études ont montré que GLUT1 pouvait participer au transport de prodrogues
présentant un motif glycosidique a travers la BHE. Fernandez et al®® ont synthétisé une gamme de
prodrogues de la dopamine sur différentes positions du D-glucose (Figure 20-1). La dopamine est
greffée aux positions 1 (a), 3 (b) et 6 (c) du sucre par un groupement carbamate. Les auteurs ont étudié
I’activité inhibitrice de ces conjugués sur le transport du glucose en employant des érythrocytes
(globules rouges). Ces érythrocytes expriment le méme transprteur GLUT1 que dans la BHE. Les
résultats obtenus ont montré que la prodrogue subtituée en position 6 du D-glucose présentait une

meilleure affinité pour GLUTL.
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Figure 20. Structures de conjugués de D-glucose reconnus par le transporteur GLUT1 de la barriére
hémato-encéphalique. 1, Conjugués de la dopamine3>® aux positions 1 (a), 3 (b) et 6 (c). 2, Conjugué de
la DAPPD**, 3, Conjugués du Naproxene®®. 4, Conjugués de Kétoproféne (4a) et d’Indométacine®®?
(4b).

Kim et al®® se sont également intéressés a la synthése d’une prodrogue glycosylée en
conjuguant la N,N’-diacétyl-para-phénylenediamine DAPPD (agent neuroantiinflammatoire) a du
D-glucose en position 1 (Figure 20-2). Les auteurs ont montré que cette stratégie de prodrogue améliore
la solubilité de la DAPPD et lui permet de franchir la BHE chez la souris, mais aussi de conserver les

propriétés biologiques du composé parent.

Cette stratégie de glycosylation a également été utilisée afin de transporter le naproxene (agent
anti-inflammatoire non stéroidien) dans le systéme nerveux central®®. Ces prodrogues de type glucosyl
thiamine disulfure de naproxene (Figure 20-3) ont montré une capacité remarquable a franchir la BHE
aprés injection chez la souris. Par ailleurs, Gynther et al®*! ont synthétisé deux conjugués de kétoprofene
et d’indométacine avec du D-glucose (Figure 20-4) qui inhibent de fagon significative 1’absorption du
D-glucose marqué au carbone 14 dans le cerveau du rat. Ces deux prodrogues sont également capables

de franchir la BHE, suggérant que I’absorption de ces conjugués est liée a I’intervention de transporteurs.

Des transporteurs de sucres et de polysaccharides sont également présents dans le monde
végétal. En effet, diverses études de composés phytosanitaires (fongicide, insecticide) et également de
composeés éliciteurs ont été réalisées et ont permis de mettre en évidence ’intérét de ces transporteurs

de composés osidiques chez les plantes. L’association de produits phytosanitaires avec des sucres a
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également été étudiée pour developper des composés mobiles (insecticides, fongicides) dans le phloeme.
Yang et al®*®? ont notamment travaillé sur la synthése d’un conjugué associant un insecticide, le fipronil,
a du glucose afin d’évaluer sa mobilité dans le phloéme de plantules de Ricinus communis et ils ont ainsi
pu détecter le conjugué de fipronil dans la seve phloémienne. Lei et al*®® ont également travaillé sur ce
conjugué fipronil-glucose (Figure 21-1) fonctionnalisé sur la position anomérique (position 1) du sucre
et ses isomeres en positions 2, 3, 4 et 6. Les auteurs ont pu observer une mobilité phloémienne modérée
de chacun de ces isomeres et que celle-ci était étroitement liée a la position sur le glucose. Une étude
plus approfondie du conjugué fipronil-glucose (en position 1) a mis en évidence que le mécanisme de
systémie du composé faisait appel a un transporteur impliqué dans 1’absorption et le chargement du

phloéme®s4,

Afin de visualiser le mouvement de ce conjugué, ce dernier a été modifié en lui greffant une
sonde fluorescente (4-amino-7-benzofurazane représenté en violet sur la Figure 21-2) en position 2 du
glucose®®. Ce conjugué fluorescent présentait une mobilité phloémienne comparable a celle du
conjugué parent. La microscopie a fluorescence a permis de montrer que ce conjugué modifié pouvait
étre chargé dans les tubes criblés et transporté du cotylédon a I’hypocotyle dans les plantules de ricin®®,
Les auteurs se sont également intéressés a la synthése de conjugués de fipronil associés a différents
sucres®® (hexoses, pentoses et composés déoxy). Dix conjugués (Figure 21-5) ont ainsi pu étre
synthétisés pour évaluer leur mobilité phloémienne sur des plantules de ricin et leur activité insecticide
vis-a-vis de Spodoptera litura (papillon). Sur ces dix molécules, huit d’entre elles s’avérent mobiles
dans les plantes a des degreés trés variables, ce qui met en évidence I’importance de 1’orientation et des
positions des groupements hydroxyles (OH) sur la mobilité phloémienne des conjugués. Les résultats
sont cependant moins concluants concernant ’activité insecticide car aucun conjugué ne semble

présenter une quelcongue activité.

Des travaux réalisés par Chen et al®®’ se sont intéressés a la synthése de conjugués de tralopyril
(Figure 21-3a et 3b) associé a du glucose (R= CH.OH), de I’acide glucuronique (R= CO:H) ou du
glucuronate de méthyle (R= CO2CHs) afin d’évaluer leur mobilité ainsi que leur activité insecticide. Ces
Six conjugués présentent un espaceur triazolique (3a) et pour trois d’entre eux, une chaine
méthoxyméthyl (3b) entre I’hétérocycle pyrrole et 1’espaceur. Parmi ces six bioprécurseurs, les
conjugués d’acide glucuronique (R= CO;H) présentent des résultats intéressants tant en termes de

mobilité que d’activité insecticide.

Wu et al®**" se sont également intéressés a la synthése d’un conjugué associant le fenpiclonil a
du D-glucose (Figure 21-4). Bien qu’ayant une mobilité phloémienne moindre que celle des conjugués
analogues avec des aminoacides, les auteurs ont cependant mis en évidence 1’activité inhibitrice
remarquable®®® de ce conjugué sur des transporteurs de saccharose, en faisant ainsi un outil de premier

choix pour I’é¢tude des propriétés de ces transporteurs.
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Figure 21. Structures de xénobiontes associés a des composés glycosylés. 1, Conjugués fipronil-
glucose®2. 2, Conjugué fipronil-glucose avec une sonde fluorescente®®. 3, Conjugués tralopyril-glucose
(R=CH20H), acide glucuronique (R= CO.H) et glucuronate de méthyle (R= CO,CHjs) avec (3a) et sans
(3b)

fipronil-monosaccharide®®®. 6, Conjugués acide benzoique-glucose (6a) et galactose®*® (6b). 7,

chaine  méthoxyméthyl*®’. 4, Conjugué fenpiclonil-glucose3%%8, 5 Conjugués

Conjugués d’acide benzoique et analogues associés a de la glucosamine®”
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Plusieurs équipes ont réalisé des synthéses de conjugués d’acide benzoique et d’une large
gamme d’analogues associés a des sucres. Les conjugués qui seront évoqués, bien qu’ils présentent des
similitudes dans leurs structures, ont des applications trés hétérogeénes allant de I’inhibiton de
glucosidases a I’utilisation en tant qu’insectides. Trés récemment, Shukla et al*®® ont réalisé la synthése
de six conjugués d’acide benzoique et de ses analogues 2-hydroxy (salicylique), 2-amino et
2-(4-méthylsulfonamido)benzoiques, associés a du glucose (Figure 21-6a) ou du galactose (Figure 21-
6b) par un espaceur triazolique. Aprés évaluation de 1’activité inhibitrice de ces conjugués sur une
a-glucosidase, trois de ces molécules ont montré un taux d’inhibition avoisinant les 40 % contre 53 %
pour 1’acarbose (médicament utilisé dans le traitement du diabéte de type 2), faisant de ces composés

des candidats potentiels en tant qu’agents anti-diabétiques.

Dong et al*® se sont également intéressés a la synthése de conjugués d’acide benzoique et de
vingt-cing analogues avec de la glucosamine (Figure 21-7) afin d’évaluer leur activité inhibitrice sur
I’enzyme -N-acétylhexosaminidase OfHex1 d’insectes. Ces conjugués n’ont cependant montré qu’une
activité modeste par rapport a des conjugués de naphtalamides présentant des résultats bien plus

prometteurs.

Ces différentes études permettent ainsi de souligner I’implication des transporteurs de glucose,
aussi bien chez I’homme que chez les plantes, dans 1’absorption et I’acheminement de prodrogues vers
une zone ciblée (BHE, seve phloémienne) et leur intérét potentiel pour de futurs schémas de
vectorisation. Cependant, la conjugaison avec ces composés osidiques peut entrainer une perte d’activité
de la substance active (fipronil, fenpiclonil), mais peut conférer de nouvelles activités parfois
inattendues (inhibiteur de transporteurs de saccharose pour le conjugué de fenpiclonil associé au

glucose).
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Objectifs de la these

La stratégie de vectorisation en utilisant des bioprécurseurs permet de transporter des substances
actives dans des zones non accessibles pour ces derniéres en les associant (conjuguant) avec des
composés endogénes pouvant étre reconnus par des transporteurs membranaires. Cette stratégie est
employée pour leurrer un transporteur en greffant un nutriment reconnu (acide aminé, sucre) par ce
dernier sur la substance active. La vectorisation en utilisant des prodrogues est largement employée dans
le domaine pharmaceutique, mais elle reste peu développée dans 1’industrie agrochimique. Cependant,
cette stratégie a fait I’objet d’é¢tudes fondamentales pour le domaine agrochimique avec 1’objectif

d’améliorer I’efficacité des produits phytosanitaires et d’en réduire 1’utilisation.

Les composés éliciteurs (SDN), qui sont produits par les plantes en réponse a une source de
stress, peuvent également étre considérés comme une alternative possible a I’utilisation des produits
phytopharmaceutiques. Parmi ces composés, 1’acide salicylique intervient dans de nombreux processus
biologiques et physiologiques®?37372 des végétaux, mais ce dernier est rapidement métabolisé et
compartimenté (stocké) lorsqu’il est appliqué de facon exogene. Ceci va avoir pour conséquence, une
action limitée dans le temps de ’activité biologique de 1’acide salicylique. Pour pallier ce probleme,
nous avons envisagé d’utiliser la stratégie de prodrogue en conjuguant I’acide salicylique ou des
analogues halogénés a un composé endogéne reconnu par les transporteurs membranaires des végétaux
tels qu’un acide aminé ou un sucre comme cela a déja été mis en ceuvre au laboratoire pour divers
xénobiontes34534, Cette stratégie devrait permettre aux transporteurs d’aminoacides ou de sucres de
reconnaitre et manipuler ces prodrogues d’acide salicylique, en espérant par la suite une libération
progressive de ce dernier in planta afin d’augmenter sa durée de vie et par conséquent son activité

biologique.
Les objectifs de ces travaux de thése sont donc de :

1) Réaliser la synthése de conjugués d’acide salicylique ou d’analogues chlorés en les associant a des
acides aminés ou des sucres et de réaliser leurs caractérisations par des techniques usuelles
d’analyses de composés organiques (RMN, HRMS).

2) Lors de ces synthéses, effectuer des modulations sur les structures de ces conjugués en insérant si
besoin des espaceurs variés (triazole, éthyléne glycol), mais également en modifiant la substance
active (AS ou analogues chlorés) ou le nutriment aminoacide (sérine, acide glutamique,
tryptophane...).

3) Réaliser des études préliminaires sur les relations structure-activité de ces conjugués en effectuant
des tests de systémie sur des plantules de ricin et en évaluant ’activité biologique de ces molécules

et de leurs composés parents (AS et analogues).
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Chapitre 2: Synthese de
bioprécurseurs associant l'acide
salicylique ou ses analogues chlorés a
des acides aminés ou a un sucre

57



58



1- Structures des bioprécurseurs d’acide salicylique

1.1- La substance active

Dans le cadre de ces travaux de these, nous nous sommes intéressés a la synthése de conjugués
ayant pour substance active 1’acide salicylique ou acide 2-hydroxybenzoique (AS, Figure 23) et deux
analogues chlorés ; les acides 5-chloro et 3,5-dichlorosalicyliques (5-CIAS et 3,5-diCIAS sur la Figure
23). Ces molécules possédent sur leurs structures deux fonctions réactives, la fonction acide

carboxylique (COOH) et la fonction phénol (OH) en position 2 (ortho).

o

(0] (0]
(o]
Cl OH
OH OH

OH

OH OH
Cl
AS 5-CIAS 3,5-diCIAS

Figure 23. Structure de l'acide salicylique et de ses analogues 5-chloro et 3,5-dichlorosalicyliques.

Ces deux fonctions chimiques s’avérent étre nucléophiles et peuvent réagir avec des composés
¢lectrophiles tels que des halogénures d’alkyle (RX avec X= Cl, Br ou I) en milieu basique. Cependant
ces deux fonctions peuvent étre impliquées de fagon sélective dans des réactions chimiques. En effet,
les fonctions acide carboxylique et phénol possédent des constantes d’acidité (pKa) bien distinctes qui
sont respectivement de I’ordre de 3,0 et de 13,8. Cette différence d’acidité entre la fonction phénol et la
fonction acide carboxylique permet de faire réagir sélectivement la fonction acide carboxylique en
employant des bases faibles telles que de 1’hydrogénocarbonate de sodium (NaHCO3). L’emploi de
bases plus fortes telles que des bases carbonatées ou les alcoolates entrainerait une compétition entre les
deux fonctions. Il s’aveére donc primordial de trouver une stratégie afin de réaliser des réactions

sélectives sur la fonction souhaitée.

Ainsi, la protection d’une de ces deux fonctions s’avére nécessaire afin d’éviter des réactions
secondaires indésirables. Le choix des groupements protecteurs va donc s’avérer étre une étape
stratégique. En effet, les groupements employés doivent répondre a plusieurs critéres tels que la stabilité
dans diverses conditions expérimentales (conditions acides, basiques, oxydantes ou réductrices). Ces
groupements doivent également étre déprotégés pour certains de fagon sélective. Ces réactions de
protection/déprotection vont correspondre aux étapes déterminantes de ces voies de synthése car ces
derniéres doivent permettre d’obtenir le composé désiré. Cependant, la partie substance active n’est pas
la seule a devoir étre protégée afin d’obtenir ces conjugués. La partie nutriment (acide aminé ou sucre)

doit également étre protégeée.
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1.2- Les nutriments acides aminés et sucres

Les conjugués synthétisés au cours de ces travaux de thése présentent tous un nutriment
(vecteur) reconnu par des transporteurs de la membrane plasmique des plantes. Parmi ces nutriments,
nous nous sommes plus particulierement intéressés aux acides aminés et aux sucres. Cependant, ces
nutriments (acides aminés ou sucres) doivent remplir certaines conditions afin d’étre reconnus par les
transporteurs spécifiques de la plantes. Les conditions nécessaires a cette reconnaissance vont étre
évoquées dans les parties 1.2.1 et 1.2.2.

1.2.1- Les nutriments acides aminés

Afin d’étre reconnus par les transporteurs d’acides aminés de la membrane plasmique, les acides
aminés employés pour les synthéses de conjugués doivent remplir plusieurs conditions. Comme nous
avons pu I’évoquer dans la partie introductive du manuscrit, les a-aminoacides peuvent étre reconnus
de facon sélective par des transporteurs®¥’. En effet, les énantioméres de série L sont bien mieux
reconnus par ces transporteurs que les énantiomeéres D. Ainsi, les acides aminés employés pour les
syntheses devront posséder cette configuration L. Ces derniers doivent également posséder leur fonction
a-aminoacide libre, c’est-a-dire que les fontions acide carboxylique (CO;H) et amine (NH-) ne doivent
pas étre fonctionnalisées. Cette condition va impliguer que les acides aminés de série L employés pour
les synthéses de ces conjugués possedent une fonction chimique réactive XH sur leur chaine latérale.
Cette fonction XH peut étre un alcool (OH), une amine (NH>), un acide carboxylique (CO;H) ou bien
encore un hétérocycle azoté (indole). La structure type des acides aminés employés pour les synthéses

de conjugués est présentée sur la Figure 24.

H.
xVIy” “oH

NH,
n=1-4
XH= OH, NH; CO3H, Indole.

Figure 24. Structure type des aminoacides de série L employés pour les synthéses des conjugués.

Cette condition visant a obtenir des conjugués avec cette fonction a-aminoacide libre va
nécessiter la protection des fonctions acide carboxylique et amine. Tout comme pour I’AS et ses
analogues, le choix des groupes protecteurs va s’avérer stratégique car les groupements choisis ne
pourront étre déprotégés qu’a la fin des synthéses. Ces étapes de déprotection sont stratégiques car les
conditions opératoires de ces déprotections ne doivent pas détruire la structure du nouveau composé

AS-espaceur-aminoacide et permettre d’accéder au conjugué désiré.

60



Ainsi, le choix des nutriments s’est porté sur six a-aminoacides de série L présentant des
structures simples ou plus élaborées. Les acides aminés sélectionnés sont la L-sérine, les acides
L-2,3-diaminopropionique (ADAP) et L-2,4-diaminobutyrique (ADAB), I’acide L-glutamique, la
L-lysine et le L-tryptophane. Les structures des acides aminés sélectionnés sont présentées sur la Figure

25.
o} o o
H,N
HO OH H,N OH OH
NH, NH, NH,

L-sérine ADAP ADAB
o
OH
H,N N
HO OH OH N
NH, NH, H
Acide L-glutamique L-lysine L-tryptophane

Figure 25. Structures des acides aminés employeés pour les syntheses de prodrogues.

1.2.2- Le nutriment glucose

Pour étre reconnus par les transporteurs de glucose, les sucres choisis pour les syntheses de
prodrogues doivent présenter leurs fonctions alcools libres. Dans le cas des conjugués synthétisés, les
fonctions alcools doivent étre déprotégées en positions 2, 3, 4 et 6 du sucre. Ainsi, afin de déprotéger
toutes ces fonctions alcools en une seule étape, la meilleure stratégie est que toutes ces fonctions soient
protégées par un groupement protecteur unique. Parmi les groupements employés pour protéger les
fonctions alcools des sucres, les esters sont des fonctions fiables et faciles a déprotéger. Dans le cas des
conjugués synthétisés avec un nutriment ose, le choix s’est porté sur un dérivé commercial de glucose :
le bromure de 2,3,4,6-tétra-O-acétyl-a-D-glucopyranosile dont la structure est détaillée sur la Figure 26.
La présence de I’atome de brome en position anomérique (position 1) du sucre permet de fonctionnaliser
ce dernier par des fonctions chimiques ayant un caractere nucléophile telles que des alcools, amines ou

bien un azoture.

AcO

(0]
oRA¢
Br OAc

Figure 26. Strucutre du dérivé commercial de glucose employé pour les synthéses de conjugués

glycosylés.
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1.3- L’utilisation stratégique des espaceurs

Lors de la synthése de ces bioprécurseurs, un troisieme composé est utilisé pour lier la substance
active et le nutriment afin de modifier la distance entre ces deux parties. Cette troisiéme partie est
appelée espaceur et permet de faire la liaison entre la substance active (drogue) et le nutriment (acide
aminé ou sucre). Cette partie espaceur doit dans un premier temps, ne pas étre toxique pour la plante
mais également permettre une libération de la drogue via un clivage enzymatique et/ou chimique dans

I’environnement ciblé (milieu cellulaire végétal).

Parmi les espaceurs employés pour la synthése de conjugués, 1’espaceur 1,2,3-triazole est I'un
des plus simples a obtenir. En effet, ce dernier est obtenu par une réaction dite de chimie click (click
chemistry) entre un alcyne vrai et un azoture en présence d’un sel de cuivre. Ce cycle 1,2,3-triazole
présente I’avantage d’étre stable en milieux acides et basiques, oxydants et réducteurs®! et s’avére

également étre un bioisostére de liaisons amides3”=74,

Nous nous sommes également intéressés a la chaine éthyléne glycol comme espaceur.
L’espaceur éthyléne gycol est généralement employé sous la forme de polymere ou polyéthyléne glycol
(PEG). Il permet d’obtenir des conjugués avec des fonctions esters entre le nutriment et la substance
active. Ces liaisons esters sont susceptibles d’étre hydrolysées afin de libérer la substance active (AS ou

analogues).

Nous nous sommes également intéressés a ’emploi d’espaceurs dicarbonylés (diCO) et plus
particulierement 1,4 (n= 1) et 1,5-dicarbonylés (n=2). Ces derniers présentent 1’avantage d’établir des

liaisons sous forme d’esters et/ou d’amides.

Les structures des espaceurs sélectionnés pour les synthéses des conjugués sont présentées sur

la Figure 27.

(0]
N
\ Q-
QM » o™ W

n =1, espaceur 1,4-diCO.
n = 2, espaceur 1,5-diCO.

Figure 27. Structures des quatre espaceurs sélectionnés pour les synthéses de conjugués.

1,2,3-triazole. Ethyléne glycol.
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2- Synthese de conjugués associant I’AS et ses analogues a des acides
aminés
2.1- Synthese de conjugués associant I’AS (ou anlogues) a de I'acide

L-glutamique

2.1.1- Synthese de conjugués associés par un espaceur 1,2,3-triazole

Les travaux antérieurs du laboratoire ont permis de mettre en évidence 1’utilité des acides aminés
pour rendre mobile un fongicide non systémique (Fenpiclonil) in planta®734, Dans le cadre de ces
travaux de thése et compte-tenu des résultats obtenus antérieurement, nous nous sommes intéressés a la
synthése de conjugués a partir de 1’acide L-glutamique ayant pour espaceur un cycle 1,2,3-triazole et
avons réalisé des modulations au niveau de la substance active correspondant a 1’acide salicylique ou a

ses analogues chlorés (Figure28).

o)
H N=N " \__NH
OH NH,
Y o \
6a, X= Y= H. )/\/}OH
6b, X= CI, Y= H. o
6¢c, X= Y=Cl.

Figure 28. Structure des conjugués acide salicylique-acide L-glutamique avec un espaceur triazolique.
6a, conjugué d’acide salicylique (X= Y= H). 6b, conjugué d’acide 5-chlorosalicylique (X= CI, Y=H).
6c, conjugué d’acide 3,5-dichlorosalicylique (X= Y= ClI).

Ces conjugués présentent sur leurs structures deux liaisons amides situées sur la fonction acide
carboxylique de la substance active et sur la chaine latérale de I’acide L-glutamique. Ces liaisons amides
présentent I’avantage d’étre stables en conditions acides et basiques mais également oxydantes, rendant
leurs synthéses plus abordables qu’avec des liaisons esters plus sensibles aux milieux basiques. La
présence de ’espaceur 1,2,3-triazole facilite également la synthése car elle va permettre de former le
conjugué avec les groupements protecteurs adaptés en une étape unique qu’est la réaction de chimie
click. Ces conjugués protégés seront par la suite déprotégés dans des conditions opératoires adaptées

afin d’obtenir les conjugués 6a-c.

Ces composes 6a-c peuvent étre obtenus par une voie de synthese se décomposant en cing étapes
pour le composé 6a et six étapes pour les composés 6b et 6¢. Les différentes étapes de cette voie de

synthése et leurs conditions opératoires sont présentées sur le Schéma 7.
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Schéma 7. Voie de synthése des conjugués acide salicylique-acide L-glutamique 6a-c avec un espaceur
1,2,3-triazole.

Cette voie de synthése débute par une réaction de substitution nucléophile d’ordre 2 (Sn2) sur
le bromhydrate de 2-bromoéthylamine par de I’azoture de sodium (NaNs) afin de former la
2-azidoéthylamine 1. L’amine 1 est ensuite engagée dans une réaction de condensation avec 1’acide
5-tert-butoxy-4S-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique commercial protégé sur la fonction
a-aminoacide par des groupements tert-butyle (carbamate et ester). Cette réaction de condensation
permet d’obtenir I’azoture d’acide L-glutamique protégé 2. Ces deux étapes permettent de générer

’azoture de 1’acide L-glutamique 2 nécessaire a la formation du cycle 1,2,3-triazole.

Dans un second temps, les acides 5-chloro et 3,5-dichlorosalicyliques sont engagés dans des
réactions d’acétylation afin de protéger leurs fonctions phénols. Cette étape permet d’obtenir les
composeés acétylés 3b et 3c. Disposant d’aspirine 3a commerciale, cette étape n’a pas été réalisée sur
I’acide salicylique. Cette étape de protection de la fonction phénol est nécessaire afin d’éviter que cette
derniére n’interfére dans 1’étape de condensation peptidique. Ces dérivés acétylés (composés 3a-c) sont
a leur tour, engagés dans des réactions de condensations peptidiques avec de la propargylamine. Cette
étape de condensation permet d’obtenir les amides 4a-c présentant un groupement alcyne terminal
(R = H), également appelé alcyne vrai. Cette fonction alcyne vrai tout comme le groupement azoture du
composé 2 est indispensable pour la réaction de click chemistry. Les dérivés propargyliques d’acide
salicylique 4a-c sont ensuite engagés dans une réaction de click chemistry avec 1’azoture d’acide

L-glutamique protégé 2 afin d’obtenir les conjugués protégés 5a-c présentant le cycle 1,2,3-triazole. Ces
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composés sont ensuite déprotégés pour conduire aux conjugués 6a-c présentant la fonction
a-aminoacide. Ces étapes de synthése ainsi que les conditions opératoires et les résultats expérimentaux

obtenus seront présentés plus en détail dans les sous-parties suivantes.
2.1.1.1- Formation de la 2-azidoéthylamine 1 par substitution nucléophile
2.1.1.1.1- Présentation des conditions opératoires
Cette premiere étape de la voie de synthése correspond a une réaction de substitution
nucléophile d’ordre 2 (Sn2) du bromhydrate de 2-bromoéthylamine avec utilisation d’azoture de sodium

(NaNs) comme nucléophile. Cette réaction est réalisée en milieu aqueux avec un chauffage a 80 °C

comme 1’ont décrit plusieurs auteurs®”>%'8, Les conditions opératoires de cette étape sont présentées sur

le Schéma 8.
NaN3
(2.0 éq.),
Br/\/NHz.HBr — N ~_ NH;
H,0, 3
80 °C

Schéma 8. Conditions opératoires de la réaction de substitution nucléophile par de I'azoture de sodium.

2.1.1.1.2- Résultat expérimental de la réaction de substitution nucléophile Sx2

Cette premiére étape a permis d’obtenir le composé 1 avec un rendement de 97 %. La structure

du composé a pu étre confirmée par une analyse RMN *H, conforme a la littérature®7>37¢,

2.1.1.2- Condensation peptidique de la 2-azidoéthylamine 1 avec un dérivé commercial d’acide

L-glutamique
2.1.1.2.1- Présentation des conditions opératoires

La seconde étape de cette réaction est une réaction de condensation peptidique entre la
2-azidoéthylamine 1 et I’acide 5-tert-butoxy-4S-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique. Cette
réaction est réalisée en présence de 4-diméthylaminopyridine (DMAP) en quantité catalytique et d’un
agent de condensation ou agent d’activation qui est le  chlorhydrate de
1-éthyl-3--(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide®”” (EDCI) employé en excés. Cette réaction va
engager la fonction amine de la 2-azidoéthylamine 1 et la fonction acide carboxylique libre de I’acide

5-tert-butoxy-4S-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique afin de former I’amide 2 (Schéma 9).
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Schéma 9. Conditions opératoires de la réaction de condensation entre lI'azidoéthylamine 1 et I’acide

5-tert-butoxy-4S-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique (adaptées de Wu et al®*7).

2.1.1.2.2- Résultat expérimental de la réaction de condensation peptidique

Cette réaction a permis d’isoler I’amide 2 avec un rendement de 97 %. La structure de ce
composé a été confirmée par des analyses RMN (proton *H et carbone *C) qui s’avérent conformes a

celles décrites dans la littérature3*.

2.1.1.3-  Réactions d’acétylation des analogues halogénés de I'AS
2.1.1.3.1- Présentation des conditions opératoires
La troisiéme étape de cette voie de synthése va consister a protéger les fonctions phénols des

analogues chlorés de I’acide salicylique. Cette étape de protection correspond a une réaction

d’acétylation en présence d’anhydride acétique (Ac20) et d’acétate de sodium (AcONa, Schéma 10).

ACZO, (o)
0 AcONa X
X ~ s
OH (0.1-0.2 éq.), OH
OH 60°C (o)
Y Y /go
X=Cl, Y=H (5-CIAS). 3b, X=CIl, Y = H.
X=Y= CI (3,5-diCIAS). 3¢, X=Y=CIL

Schéma 10. Conditions opératoires de la réaction d'acétylation des analogues halogénés de I'acide

salicylique (adaptées de Mojtahedi et Samadian®®)
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2.1.1.3.2- Résultats expérimentaux des réactions d’acétylations des fonctions phénols

Les réactions d’acétylation des acides 5-chloro et 3,5-dichlorosalicyliques ont permis d’obtenir
les composés acétylés 3b et 3¢ avec des rendements respectifs de 77 % et 85 % en appliquant des
conditions opératoires identiques pour les deux acides. La structure des composés acétylés 3b et 3c est
confirmée par des analyses en RMN *H. Les analyses RMN H confirment la présence des groupements
acétyle par ’apparition d’un singulet intégrant pour trois protons a 2.25 ppm pour le dérivé 3b et

2.32 ppm pour le dériveé 3c.

2.1.1.4-  Réactions de condensation entre les dérivés acétylés et la propargylamine

2.1.1.4.1- Présentation des conditions opératoires

Ces réactions de condensation peptidique vont engager les composés acétylés 3a-c et la
propargylamine en présence de DMAP et d’EDCI. Les conditions opératoires sont présentées sur le
(Schéma 11).

/NHz

o (2.0 &q.) 0
X EDCI (2.0éq.) X
OH  DMAP (0.18q) H\
OAc CH,Cl, OAc
Y 0°C puis t.amb Y

3a,X=Y=H. 4a, X= Y=H.

3b, X=Cl, Y=H. 4b, X= CI, Y= H.

3c, X=Y=Cl. 4c, X= Y= CI.

Schéma 11. Condition opératoire de la réaction de condensation peptidique entre les dérivés acétylés
d'acide salicylique et la propargylamine.

2.1.1.4.2- Mécanisme réactionnel de la condensation peptidique

La formation des amides propargyliques 4a-c résulte d’une condensation peptidique dont le
mécanisme réactionnel est décrit sur le Schéma 12. La premiére étape est une réaction acido-basique
entre la fonction acide carboxylique du composé acétylé et le carbodiimide générant le carboxylate A et
I’ammonium correpondant. L’intermédiaire A va présenter un caractére nucléophile exacerbé lui
permettant de réagir avec le carbodiimide via une addition nucléophile afin de générer I’intermédiaire
B. Ce dernier va ensuite réagir par prototropie avec I’ammonium de propargylamine, conduisant a
I’isourée C. La propargylamine va ensuite réagir sur le carbonyle de cette isourée C par addition
nucléophile afin de générer I’intermédiaire tétraédrique D. Cet intermédiaire va spontanément se

réarranger et conduire aux dérivés propargyliques 4a-c et a I’'urée de I’EDCI E.
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Schéma 12. Mécanisme réactionnel proposé de la condensation peptidique entre les dérivés 4a-c et la
propargylamine.

2.1.1.4.3- Résultats expérimentaux des réactions de condensations peptidiques entre les dérivés

acétylés d’AS et la propargylamine

Tableau 1. Résultats expérimentaux des condensations peptidiques entre les deérivés acétylés d'AS et la

propargylamine.

Nréactif Temps Rendement
Entrées Réactifs
(mmol) (h) (%)
1 3a 36,3 24 50
2 3b 9,32 26 40
3 3c 8,03 222 25

a: dont 5h a reflux.

Les composés 4a-c ont été isolés avec des rendements respectifs de 50 %o, 40 % et 25 %. Ces
trois composés ont été analysés par RMN *H afin de confirmer leur structure. Ces analyses nous
confirment : i/ la formation de ’amide propargylique par la présence d’un triplet intégrant pour un
proton a 9.19 (4a) et 9.22 ppm (4b) correpondant au NH. ii/ la présence du groupement propargyle par
des signaux présents a 2.26 et 4.10 ppm (4a), 3.20 et 4.10 ppm (4b), 2.24 et 4.34 ppm (4c).correspondant
aux protons propargyliques. iii/ la perte des groupements acétyle par la présence d’un singulet intégrant
pour un proton entre 12.27 et 12.35 ppm, caractéristique d’un groupement phénol.
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Nous avons pu grace a ces analyses RMN tH, mettre en évidence la désacétylation du phénol
lors de I’obtention des composés 4a-c. Nous avons également pu isoler lors de la réaction de
condensation du composé 3c, un produit qui, apres une analyse par RMN *H a pu étre identifié comme
étant la propargylamine acétylée. Cette analyse confirme la perte du groupement acétyle sur la fonction
phénol conduisant aux produits de condensation désacétylés 4a-c. Nous avons ainsi pu proposer un

mécanisme réactionnel (Schéma 13) conduisant a 1’obtention de ces dérivés propargyliques.

o

\We\CI

x @w

0 "9{
Y /N
o)\ H.e_C”

WY
-

N
3a, X=Y=H. R A
3b, X=CIl, Y=H
3¢, X=Y=CI.
g
o ~ o o
(0] o (o) NH X o
)L /\ X OH X (0]
N N - -
H X + OH H N\///
OH OH 2
J Y H
Y Iy
Condensation
peptidique
/NHz (DMAP/EDCI)
o
X N/\
NN
OH
Y

4a, X=Y=H, 50%.
4b, X= Cl, Y= H, 40%.
4c, X= Y= Cl, 25%.
Schéma 13. Mécanisme réactionnel proposé pour la formation des composés 4a-c et la

propargylacétamide J.

Le mécanisme va débuter par une réaction acido-basique entre la fonction acide carboxylique
des dérivés acétylés 3a-c et ’EDCI générant I’intermédiaire protoné A et le carboxylate F dont le
caractére nucléophile a été exacerbé. Le carboxylate F va pouvoir réagir en intramoléculaire avec le
groupement carbonyle présent sur le phénol via une étape d’addition nucléophile pour générer
I’orthoformate intermédiaire G. Cet orthoformate G va spontanément se réarranger et générer
I’anhydride mixte H via une réaction d’élimination permettant de libérer la fonction phénol. L’anhydride
mixte H va ensuite réagir avec de la propargylamine par une réaction d’addition-élimination passant par
I’intermédiaire tétraédrique I, se réarrangeant en propargylacétamide J et acide salicylique (ou
analogues). L’acide salicylique ou ses analogues pourront ensuite réagir selon le mécanisme de

condensation peptidique permettant d’obtenir les dérivés propargyliques désacétylés 4a-c. Ce
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mécanisme réactionnel conduisant a la perte du groupement acétyle de ’aspirine a également été décrit

par Chandrasekhar et Kumar®”®,

Cette désacétylation est également favorisée par I’emploi de propargylamine en exceés (2,0
équivalents). Il serait intéressant de réaliser ces réactions de condensation en modifiant le groupement
protecteur de la fonction phénol de I’acide salicylique (ou analogues) ou en employant un réactif limitant
la désacétylation tel que I’hydroxybenzotriazole. Bien qu’elle ait un impact sur les rendements en
produits de condensation, cette réaction de désacétylation s’avere bénéfique pour la suite de la synthese

car elle permet de déprotéger la fonction phénol.

2.1.1.5- Couplage entre les dérivés propargyliques 4a-c et I'azoture d’acide L-glutamique 2 par

réaction de click chemistry

2.1.1.5.1- Présentation des conditions opératoires

Les dérivés propargyliques 4a-c sont ensuite engagés dans des réactions de click chemistry avec
I’azoture d’acide L-glutamique 2 en présence d’un sel de cuivre I généré in-situ par réduction de sulfate
de cuivre Il pentahydraté (CuSO..5H,0) avec de I’ascorbate de sodium. Ces réactions sont réalisées
dans un solvant protique (Schéma 14). La formation de ce cycle 1,2,3-triazole permet de générer les
conjugués protégés 5a-c.

o o
N3\/\N
o HN o\k
X NN 2(1.0éq.) © /\(\ o %
H \\ %\’?/O
OH CuS0,.5H,0 (0.2 éq.)
Y Ascorbate de Na (0.4 éq.) HN
t-BuOH/H,0
4a,X=Y=H. 50°C 5a, X= Y= H. <
4b, X= CIl, Y=H. 5b, X=CI, Y=H.
4c, X=Y=Cl. 5c, X=Y=CI.

Schéma 14. Conditions opératoires des réactions de click chemistry entre les dérivés propargyliques

4a-c et l'azoture d'acide L-glutamique 2.

Cette réaction de click chemistry est également appelée cycloaddition 1,3-dipolaire de
Huisgen®°. Cette réaction appartient a la famille des cycloadditions et dans le cas présent, des
cycloadditions [3+2]. Elle est définie comme une réaction péricyclique concertée. Afin de former le
cycle a cing atomes, la réaction va étre engagée entre une espéce définie comme 1,3-dipole (ici I’azoture
2) et un second composé défini comme un dipolarophile (dérivés propargyliques 4a-c). Ces conditions

opératoires permettent de générer spécifiquement le cycle triazolique sous la forme de son régioisomére
1 4381,382.
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2.1.1.5.2- Mécanisme réactionnel de la cycloaddition [3+2] de Huisgen catalysée par du cuivre
(CuAAC)

Le mécanisme de cycloadtion [3+2] de Huisgen permettant d’accéder a nos composés est le
suivant, il repose sur le cycle catalytique représenté sur le Schéma 15. Ce cycle catalytique a été proposé

par Rotovstev et al®®,

Cu I
N;N\ Ascorbate de Na
N_R2
~
R1)\< R,—=——H 4a-<c
5a-c I Cu!
H@
€]
H R,—=——Cu K
_N
N/ N
N T N-R,
R1)\< N;—R;
Cu 2
®
R
//J\N/ 2
|
R1 ——Cu

_N_. Ry
N/ N ‘__/ L
R4 ¢
M

Schéma 15. Mécanisme réactionnel de la cycloaddition 1,3-dipolaire de Huisgen catalysée par un sel

de cuivre d’aprés Rostovstev et al*®,

Le sel de cuivre | va réagir avec la fonction alcyne terminale des composés 4a-c générant
I’alcynylcuprate K. Cet alcynylcuprate K va ensuite réagir avec ’azoture 2 et 1’atome d’azote
nucléophile de cette fonction N3z va se coordiner a I’atome de cuivre pour générer 1’intermédaire L. Cet
intermédiaire L va se réarranger de facon a former un cycle a 6 chainons via une réaction entre I’atome
d’azote terminal de la fonction azoture et I’une des liaisons © de la fonction alcyne. L’intermédiaire M
est ainsi généré et va se réarranger afin d’obtenir le cuprate du cycle 1,2,3-triazole N. L’intermédiaire
N va ensuite subir une élimination réductrice par réaction avec une source de protons (solvant)
permettant d’obtenir le cycle 1,2,3-triazole sous la forme du régioisomere 1,4-disubstitué souhaité. Cette

étape d’élimination réductrice permet également de régénérer le sel de cuivre.

Bien que le mécanisme proposé par Rostovstev et al®? ait été admis, des auteurs se sont

intéressés de plus prés au mécanisme réactionnel de cette cycloaddition [3+2] de Huisgen. Worrell et
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al®® ont étudié cette réaction et ont proposé un mécanisme impliquant deux atomes de cuivre. Le

mécanisme réactionnel proposé par Worrell et al*® est présenté sur le Schéma 16.

NﬁN\N—R
A( :
R4 ¥ 5a-c R,—==—H 4a-c
o Ik
H@ \\ (.I;u K'
Ry—==—H
I
N’/N\ Cu
N N-R; R
S H
R1)\<
Cu
: o
Y R—==—Cu L'
WMoy Re
>\(K;'/\Cu . N3—R;
R1 '// R 2
I/ N . 2
CI:u
R,—==—Cu

Schéma 16. Mécanisme réactionnel de la cycloaddition [3+2] de Huisgen d’aprés Worrell et al®®3,

La premiére étape de ce cycle catalytique est une coordination du sel de cuivre sur la triple

liaison de la fonction alcyne des composés 4a-c afin de former I’intermédiaire K’. L’addition d’un

second atome de cuivre va se produire sur I’intermédiaire K’ entrainant la perte du proton terminal de

la fonction alycne et générant 1’alcynylcuprate L’ présentant deux atomes de cuivre. L’étape suivante

correspond a I’addition de 1’azoture 2 qui va permettre de générer I’intermédiaire cyclique M’ coordiné

aux deux atomes de cuivre. M’ va se réarranger de fagon spontanée en éliminant un atome de cuivre.

Ce réarrangement va conduire a la formation de I’intermédiaire N correspondant a 1’organocuprate du

cycle 1,2,3-triazole. Puis I’étape d’élimination réductrice va conduire a la formation des conjugués

triazoliques 1,4-disubstitués 5a-c.
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2.1.1.5.3- Résultats expérimentaux des réactions de cycloaddition de Huisgen

Tableau 2. Résultats expérimentaux des réactions de cycloadditions [3+2] sur les dérivés

propargyliques 4a-c.

Nalcyne
Entrées Alcyne Terr?ps Rencj;ment
(mmol) (h) (%)
1 4a 18,0 1 T
2 4b 2,32 3 44
3 ac 3,03 2 7

Les composés 5a-c ont pu étre obtenus avec des rendements respectifs de 41 % (5a), 44 % (5b)
et 74 % (5¢). Les structures de ces composés ont été confirmées par des analyses en RMN !H. La
formation des cycles triazoliques est confirmée par I’apparition de singulets intégrant pour un proton a
8.04 ppm (5a) et 8.00 ppm (5b-c). La présence des signaux caractéristiques de I’acide aminé confirment
également la formation des conjugués et notamment les signaux du proton de la fonction a-aminoacide
présents respectivement a 3.74 ppm pour les composeés 5a-b et 3.76 ppm pour le composé 5¢. Parmi les
signaux caractéristiques, 1’apparition de singulets entre 1.37 et 1.39 ppm, intégrant pour dix-huit protons

confirme la présence des groupements protecteurs tert-butyle.

2.1.1.6- Déprotection des fonctions a-aminoacide des composés 5a-c
2.1.1.6.1- Présentation des conditions opératoires
Les conjugués protégés 5a-c ont ensuite été engagés dans des réactions de déprotection de leurs

fonctions acide carboxylique et amine. Ces réactions sont réalisées en présence d’acide trifluoroacétique

(CF3CO2H), dans un solvant organique (ici, dichlorométhane, Schéma 17).

o

N = X
“/\N(:,'N’\,NH o V- CF3COH, NP

N
OH o R Ho Ney NH O o
CH,Cl, OH )7_—\/2\'

Y o}
° HN— tamb Y 3
0«% NH,
5a, X= Y=H. 6a, X= Y= H.
5b, X= Cl, Y= H. 6b, X= Cl, Y= H.
5¢, X= Y= CI. 6c, X= Y= CI.

Schéma 17. Conditions opératoires des réactions de déprotection des fonctions a-aminoacides en milieu
acide.
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L’emploi de I’acide trifluoroacétique est employé pour déprotéger des groupements tert-butyle
de carbamates pour les fonctions amines et d’esters pour les acides carboxyliques®®**®, Ainsi, en une

seule étape, nous accédons aux conjugués 6a-c avec la fonction a-aminoacide libre.

2.1.1.6.2- Résultats expérimentaux des réactions de déprotection des composés 5a-c

Tableau 3. Résultats expérimentaux des réactions de déprotection des composes 5a-c

. o Nréactif Rendement
Entrées Réactif Temps (h)
(mmol) (%)
1 5a 3,73 3 70
2 5b 2,24 3 42
3 5¢c 2,11 3 41

Les conjugués 6a-c avec des rendements respectifs de 70 % (6a), 42 % (6b) et 41 % (6¢). Les
analyses des trois composés en RMN *H ont permis de confirmer la perte des groupements tert-butyle
présents entre 1.37 et 1.39 ppm intégrant pour neuf ou dix-huit protons. Les structures des conjugués
ont pu étre confirmées par la présence des sighaux correspondant aux phénols a 12.46 (6a), 12.90 (6b)
et 13.63 ppm (6¢€). La présence du cycle 1,2,3-tiazole est également confirmée par des singulets
apparaissant respectivement a 8.15, 8.00 et 8.05 ppm. La présence de 1’acide L-glutamique est également
confirmée par des signaux compris entre 1.95 et 3.27 ppm (6a), 1.93 et 3.46 ppm (6b) et 1.92 et 3.90 ppm
(6¢).

Des analyses par spectrométrie de masse (HRMS) ont également été réalisées afin de confirmer
les analyses RMN. Ainsi ces analyses complémentaires ont permis de mesurer des valeurs m/z de
391.1739 (6a), 425.1336 (6b) et 459.0940 (6c), correspondant aux especes chargées [M+H]*. Ces

analyses HRMS permettent ainsi de confirmer les structures de ces trois conjugués.

2.1.1.7-  Bilan des réactions de la voie de syntheése des conjugués 6a-c

Les composés finaux 6a-c ont pu étre obtenus avec des rendements globaux de synthese de
13 % en cinq étapes pour le composé 6a, 4 % et 6 % en six étapes pour les conjugués 6b et 6c¢.
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2.1.2- Syntheése de conjugués présentant un espaceur éthylene glycol

Suite & la synthese des conjugués 6a-c associant 1’acide salicylique (ou ses analogues) a 1’acide
L-glutamique par un espaceur triazoligue, nous nous sommes intéressés a la préparation de nouveaux
conjugués en modifiant la structure de I’espaceur en employant cette fois-ci un espaceur éthylene glycol
entre la substance active et le nutriment. La structure générale de ces conjugués est présentée sur la
Figure 29.

? N 9a, X=Y=H
X o/\/OMOH 9b, X= Cl, Y= H.
5 5 9¢, X= Y= CI.
OH

Y

Figure 29. Structure des conjugués associant I'acide salicylique (et analogues) a l'acide L-glutamique
par un espaceur éthyléne glycol. 9a, Conjugué d’acide salicylique (X= Y= H). 9b, Conjugué d’acide
5-chlorosalicylique (X= CI, Y= H). 9c, Conjugué d’acide 3,5-dichlorosalicylique (X= Y= CI).

Cet espaceur permet d’associer les différentes parties des conjugués (substance active et
nutriment) par des liaisons esters. Afin de préparer ces trois conjugués, une synthese en trois étapes
(Schéma 18) a été envisagée a partir des dérivés acétylés d’AS 3a-c et de [Iacide

5-tert-butoxy-4S--[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique employé précédemment.

T Ak

HO
HN\H/O\</
X X i B ©
e - > OAc Réaction
Estérification v d'estérification
de Steglich en milieu
X=Y=H 7a,X=Y =H, basique
3b, X=CI, Y=H. 7b,X=Cl,Y=H
3c, X=Y=Cl. 7c, X=Y=Cl
Y )(
o
o NH, Déprotection o O)\NH
B des fonctions B
o M R 8o Ty
o o) aminoacide [o} (o)
OH et phénol OAc
Y Y
9a,X=Y=H, 8a,X=Y=H,
9b, X=Cl,Y=H, 8b,X=Cl,Y=H
9¢c,X=Y=Cl 8c,X=Y=Cl

Schéma 18. Voie de synthése des conjugués 9a-c associant I'acide salicylique (et analogues chlorés) a

I'acide L-glutamique par un espaceur éthylene glycol.
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La premiére étape de cette voie de synthése est une réaction de condensation entre les dérivés
acétylés (3a-c) et du 2-bromoéthanol en employant des conditions opératoires similaires a celles des
condensations peptidiques des composes 2 et 4a-c. Cette étape de condensation est également appelée
estérification de Steglich, elle permet d’obtenir les esters 7a-c. Les bromoesters 7a-c sont ensuite
condensés avec la fonction acide carboxylique libre de I’acide L-glutamique commercial. Ces réactions
permettent d’obtenir les conjugués protégés 8a-c. Ces derniers sont ensuite engagés dans des réactions
de déprotection des fonctions acide carboxylique, amine et phénol en milieu acide pour générer les

conjugués 9a-c avec leurs fonctions aminoacides et phénol libres.

2.1.2.1- Estérifications de Steglich entre les dérivés 3a-c et le 2-bromoéthanol

2.1.2.1.1- Présentation des conditions opératoires

L’estérification de Steglich fut découverte par le professeur Wolfgang Steglich et Bernard
Neises®® en 1978. Elle permet de synthétiser des esters en engageant des acides carboxyliques et des
alcools en présence de DMAP comme agent de transfert de groupement acyle et d’un agent de
condensation. Les auteurs ont employé la dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et ont pu obtenir les esters
désirés avec des rendements allant de 30 a 98 % en fonction des réactifs engagés. Les conditions

opératoires de ces réactions d’estérifications sont présentées sur le Schéma 19.

Le choix d’employer ’EDCI a la place de la DCC comme agent de condensation est stratégique
car cela permet d’éviter la formation de dicyclohexylurée, qui s’avere difficile a éliminer. Peu de
réactions d’estérifications entre des dérivés d’acide salicylique et le 2-bromoéthanol ont été décrites et

aucune de celles répertoriées n’emploient d’agent de condensation®®73%,

HO/\/Br
0 (1.0 6q) 0
X oy EDCI(1.0-1.5¢q) X o > Br
DMAP (0.1 éq.)
—_—
OAc CH,Cly, OAc
Y 0°C puis t.amb Y
3a, X= Y= H. 7a, X= Y= H.
3b, X= CI, Y= H. 7b, X= CI, Y= H.
3¢, X=Y=CI. 7c, X=Y=ClI

Schéma 19. Conditions opératoires des réactions d'estérifications de Steglich entre les dérivés acétylés
d'AS et le 2-bromoéthanol (Adaptées de Steglich et Neises®2?).
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2.1.2.1.2- Résultats expérimentaux des réactions d’estérifications de Steglich

Tableau 4. Résultats expérimentaux des réactions d'estérifications de Steglich sur les dérivés acétylés

de I'AS et de ses analogues.

. o e Equivalent Rendement
Entrées Réactif Temps (h)

(mmol) EDCI )

3a 18,9 1,0 60 67
3b 5,36 1,0 24 34
3c 6,43 1,5 24 50

Le composé 7a a été isolé avec un rendement de 67 %. Apres une analyse RMN tH, nous avons
pu constater que le produit obtenu avait conservé son groupement acétyle observé par la présence d’un
singulet intégrant pour 3 protons a 2.36 ppm. L’apparition de deux triplets, intégrant pour deux protons
chacun a 4.57 et 3.70 ppm permet de nous confirmer la présence de la chaine éthyle de I’ester.
Cependant, I’analyse RMN 'H ne permet pas de confirmer la présence de I’atome de brome en position
2 de cette chaine éthyle. Afin de confirmer la présence de I’halogéne, une analyse de spectrométrie de
masse HRMS a été réalisée. Cette derniére a permis de confirmer la présence de 1’atome de brome sur

le composé en mesurant une valeur m/z de 308.9737, correspondant a I’espece chargée [M+Na]*.

Les composés 7b et 7c ont été isolés avec des rendements respectifs de 34 et 50 %. Ces derniers
ont été analysés afin de confirmer leurs structures. Ces analyses RMN s’avérent comparables a celles
du composé 7a. La présence du groupement acétyle a pu étre confirmée par des singulets intégrant pour
trois protons, présents respectivement a 2.36 (7b) et 2.41 ppm (7c). La présence des chaines
2-bromoéthyle a également pu étre confirmée par deux triplets de deux protons chacun, présents
respectivement a 3.61 et 4.59 ppm pour les deux composés.

Les conditions opératoires de Steglich permettent d’obtenir les esters correspondants.
Contrairement aux condensations peptidiques, nous n’avons pas observé la perte du groupement acétyle
au cours de ces réactions. La présence du groupement acétyle va s’avérer problématique car les
conjugués 9a-c possédent également deux liaisons esters supplémentaires qui sont susceptibles d’étre
saponifiées lors de la déprotection des fonctions phénols. Il s’avére donc nécessaire de réfléchir a des

alternatives ne nécessitant pas de protéger cette fonction phénol.
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2.1.2.1.3- Alternative a la réaction d’estérification de Steglich

Ainsi, nous nous sommes intéresseés a la formation de ces esters désacétylés en employant des
acides forts comme décrit dans les conditions d’estérification de Fischer®®. L’estérification de Fischer
fut décrite pour la premiére fois en 1895. Elle met en jeu un acide carboxylique et un alcool en présence
d’un catalyseur acide. Afin de réaliser cette réaction d’estérification, nous nous sommes inspirés des
travaux d’Egorova et al®*® réalisés sur I’acide salicylique en présence d’acide sulfurique et de Babazadeh
et Edjlali®** employant le diéthyléthérate de trifluorure de bore (BFs.Et,0) afin d’obtenir le composé 7a’

avec sa fonction phénol libre (Schéma 20).

(3.5 €éq.), Br
OH  0°C puis 100°C. 0
—_—
OH ou OH
BF3.Et,0 7a"
(0.5 &q.),
100°C

Schéma 20. Conditions opératoires des réactions d'estérification avec un acide de Bransted (H,SO)3%®
ou un acide de Lewis (BF3.Et,0)*,

Tableau 5. Résultats expérimentaux des estérifications de Fischer de I’AS

Acide Temps Conditions Rendement
Entrées
employé (h) opératoires 72’ (%)
1 H,S04 (3,5 éq) 24 Egorova et al®*° 25
BF3.Et,O Babazadeh et
2 , 8 Edjlali®® 51
(0,5 éq) .

Ainsi, dans les conditions d’Egorova et al*®, le composé 7a’ a pu étre isolé avec un rendement
de 25 %. Dans les conditions de Babazadeh et Edjlali®®, le composé 7a’ a pu étre isolé avec un
rendement de 51 %. Ce dernier a été analysé par RMN *H afin de confirmer sa structure. L’analyse a
ainsi permis de confirmer la présence de la chaine 2-bromoéthyle par I’apparition de deux triplets
intégrant pour deux protons a 3.66 et 4.63 ppm. La présence du groupement phénol a également pu étre

confirmée par un singulet intégrant pour un proton a 10.57 ppm.
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2.1.2.2- Réactions d’estérification de l'acide L-glutamique en milieu basique

2.1.2.2.1- Présentation des conditions opératoires

La seconde étape de cette voie de synthése va correspondre a des réactions d’estérification de
la fonction acide carboxylique de 1’acide 5-tert-butoxy-4S-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5-
oxopentanoique avec les dérivés bromés 7a-c. Ces réactions sont réalisées en présence de carbonate de
potassium (K,COz) dans du DMF anhydre. Ces conditions opératoires permettent d’obtenir les
conjugués protégés 8a-c présentant I’espaceur éthyléne glycol. Les conditions opératoires présentées
sur le Schéma 21 sont adaptées des travaux de Donald White3%? sur des réactions d’alkylation avec du

carbonate de potassium.
o) (:< Oceg ) \"/ 0 O&I\NH
X B 2093 :

v

OAc DMF OR o o

Y t.amb Y
7a, X=Y=H. 8a,X=Y=H,R=Ac
7b, X=Cl, Y=H. 8b', X=Cl,Y=H,R=H.
7c, X=Y=CI. 8c',X=Y=CILR=H

Schéma 21. Conditions opératoires des réactions d'estérifications de l'acide L-glutamique commercial
par les composés 7a-c en milieu basique (Adaptées de White39%?).

2.1.2.2.2- Résultats expérimentaux des réactions d’estérification de I'acide L-glutamique

Tableau 6. Résultats expérimentaux des réactions d’estérification de I'acide L-glutamique.

Entrées Dérivé Eq. Temps  Rendement Rendement
bromé base (h) 8 (%) 8’ (%)
1 7a 2,0 18 98 /
2 b 2,0 16 a 9
3 7c 2,0 16 a 17

a : Composé obtenu en mélange avec I’acide glutamique commercial.

Le composé 8a a pu étre obtenu avec un rendement de 98 %. Ce dernier a été analysé par RMN
'H afin de confirmer sa structure. L’analyse RMN nous informe de la présence du groupement acétyle
par la présence d’un singulet a 2.33 ppm. La présence de I’acide L-glutamique est également confirmée
par quatre multiplets situés respectivement 4 1.87, 2.16, 2.41 et 4.19 ppm, correspondant aux protons de
la chaine aliphatique et au CH de 1’aminoacide.
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Malgré des conditions opératoires similaires a celles du composé 8a, les dérivés 8b et 8c ont pu
étre identifiés par RMN *H sans étre isolés. Cependant, des sous-produits minoritaires ont pu étre isolés
avec des rendements respectifs de 9 % pour le composé 8b’ et de 17 % pour le composé 8¢’. Ces
composés 8b’ et 8¢’ ont été analysés par RMN H et présentent des caractéristiques similaires au
composé 8a a I’exception du groupement acétyle qui n’est pas présent. Nous avons cependant pu
remarquer la présence de singulets intégrant pour un proton a respectivement 10.56 (8b”) et 11.12 ppm
(8¢’) qui sont caractéristiques de groupements phénols. Ces déerivés 8b’ et 8¢’ correspondent ainsi aux

produits d’estérification désacétylés.

2.1.2.3- Réactions de déprotection des fonctions a-aminoacides en milieu acide

2.1.2.3.1- Présentation des conditions opératoires

L’étape suivante de la voie de synthése correspond a la déprotection des groupements tert-butyle
présents sur les fonctions acide carboxylique et amine des composés 8b’ et 8¢’ et également phénol pour
le composé 8a. Les déprotections sont comme précédemment, réalisées en milieu acide en employant

1’acide trifluoroacétique (Schéma 22).

P
0 07w 0

CF;CO,H, NH,
X X o . _OH
\n/\/\n/ \{/ CH2C|2 0/\/ \n/\/\n/
o) o)
OR t. amb OH
8a, X= Y= H, R= Ac. Y 9a, X= Y= H.
8b', X= Cl, Y= H, R= H. 9b, X=Cl, Y=H
8c', X=Y=CI,R=H 9¢c, X= Y= Cl.

Schéma 22. Conditions opératoires des réactions de déprotection de la fonction a-aminoacide des

composeés 8a, 8b" et 8c" en milieu acide.

2.1.2.3.2- Résultats expérimentaux des réactions de déprotection des fonctions a-aminoacides

Tableau 7. Résultats expérimentaux des réactions de déprotections des fonctions aminoacides.

Nréactif VT1EA Rendement
Entrées Composé Temps (h)
(mmol) (mL) (%)
8a 0.68 5 48 79
8b’ 0.39 4 1 63
8¢’ 0.19 2 3 96
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Les composés 9a-c ont pu étre obtenus avec des rendements respectifs de 79 %, 63 % et 96 %.
Les composés ont été analysés par RMN *H afin de déterminer leurs structures. Ces analyses ont tout
d’abord permis de confirmer la perte des groupements protecteurs tert-butyle présents sous formes de
singulets de neufs protons entre 1.41 et 1.46 ppm sur les spectres ‘H des composés 8a, 8b’ et 8c’.
L’analyse du composé¢ 9a a également permis de confirmer la perte du groupement acétyle par

I’apparition d’un singulet intégrant pour un proton a 10.54 ppm.

La présence de I’espaceur a également été confirmée par des signaux apparaissant sous formes
de deux triplets intégrant pour deux protons a 3.70 et 4.32 ppm (9a), 3.73 et 4.32 ppm (9b), 4.41 et
4.54 ppm (9c¢). La présence de 1’acide L-glutamique a également pu étre confirmée par la présence de
multiplets compris entre 1.92 et 2.37 ppm, correspondant aux deux groupements CH; de I’aminoacide.
La présence du proton de la fonction a-aminoacide a également pu étre confirmée par des multiplets
intégrant pour un proton a 3.90 (9a), 4.06 (9b) et 3.72 ppm (9c¢). Ces trois composés ont également été
analysés par HRMS pour confirmer leurs structures. Les analyses HRMS ont mesuré des valeurs m/z
respectives de 312.1071 (9a), 345.0688 (9b) et 380.0230 (9c), correspondant aux especes chargés
[M+H]*.

2.1.2.4- Bilan des réactions de la voie de synthese des conjugués 9a-c

Les conjugués 9a-c ont pu étre obtenus avec des rendements globaux de synthese de 52 % (9a),
2 % (9b) et 8 % (9c) en trois étapes. Le composé 9a présente un rendement global bien supérieur a ses
deux analogues chlorés. L’étape limitante s’avére étre I’estérification de 1’acide L-glutamique
conduisant a I’obtention des composés 8b et 8¢ en mélange avec ’aminoacide commercial mais

¢galement a I’obtention des composés désacétylés 8b’ et 8¢’ en faibles quantités.

2.1.3- Synthése d’un conjugué AS-acide L-glutamique sans espaceur

Nous avons par la suite choisi d’orienter nos travaux vers la synthése d’un nouveau conjugué
associant 1’acide salicylique a I’acide L-glutamique sans espaceur. L’acide salicylique est associé a
I’acide L-glutamique par une liaison ester entre la fonction phénol de la substance active et la fonction

acide carboxylique de la chaine latérale du nutriment (Figure 30).

Figure 30. Structure du conjugué acide salicylique-acide L-glutamique 12 sans espaceur.
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Afin d’obtenir le conjugué 12, nous avons proposé une synthese en trois étapes (Schéma 23) en
employant deux groupements protecteurs distincts : le groupement tert-butyle (R= t-Bu) et le
groupement benzyle (R= CH2Ph).

(o] (0]
HOJ\/\‘)J\OR
RO\H/NH
(0]
9 Protection 9
OH sélective O/R
> Estérification
OH de la fonction OH de Steglich
acide carboxylique R= t-Bu.
10a, R= t-Bu. E, R= CHuPh
10b, R= CH,Ph ’ "
\
o
(0] 0’R
OH Déprotection o) o)

des fonctions
o o < o OR
acides et amine
OWOH Ro\[(”"'

NH, o

11a, R= t-Bu.
11b, R= CH,Ph.

Schéma 23. Voie de synthése du conjugué 12.

Cette voie de synthése en trois étapes débute par une réaction de protection sélective de la
fonction acide carboxylique de 1’acide salicylique pour obtenir les esters 10a (R =t-Bu) et 10b
(R = CH2Ph). Ces composés sont ensuite engagés dans des estérifications de Steglich avec les acides
5-tert-butoxy-4S-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique (R = t-Bu pour 10a) et 5-benzyloxy-
4S-[(benzyloxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique (R= CH:Ph pour 10b). Ces condensations
permettent d’obtenir les conjugués protégés 11a et 11b qui seront ensuite déprotégés afin d’obtenir le
conjugué 12. Nous avons choisi de réaliser ces réactions avec des groupements benzyle afin d’obtenir
le composé 12 dans des conditions de déprotection différentes de celles proposées pour la déprotection

des groupements tert-butyle.

2.1.3.1- Réactions de protection de la fonction acide carboxylique de I'AS

2.1.3.1.1- Présentation des conditions opératoires

Afin de protéger de fagon sélective la fonction acide carboxylique de I’acide salicylique, nous

nous sommes intéressés a des conditions opératoires permettant de conserver la fonction phénol libre.
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Ainsi, nous avons choisi de réaliser la protection sous forme d’esters de tert-butyle (10a) et de benzyle
(10b). Les conditions opératoires conduisant a I’ester 10a ou des analogues substitués ont pu étre
décrites par divers auteurs tels que Bolton et al®® et plus récemment Chuprakov et al®*, Les conditions
expérimentales conduisant a 1’ester benzylique 10b ont quant a elle été décrites par Kotian et al*® et
Thomas et al*®. Les conditions opératoires de ces deux réactions sont présentées sur le Schéma 24.

a: R=t-Bu

DCC (1.5 éq.) J<
DMAP (0.1 eq
0 THF/t-BuOH,
t.amb
0a
OH
OH
(1 5¢éq.) (:61\
NaHCO3 /\©
(1.5 éq.)
DMF, 10b
t.amb
b: R= CH,Ph

Schéma 24. Conditions opératoires des réactions de protection de I'acide salicylique sous forme d'esters
de tert-butyle®33% (10a) et de benzyle3%:3% (10b).

2.1.3.1.2- Résultats expérimentaux des réactions de protections sélectives de I'AS

Tableau 8. Résultats expérimentaux des réactions de protections sélectives de I'AS.

NAs Rendement
Entrées Temps (h)
(mmol) (%)
1 36,7 t-Bu 18 8
2 32,6 CHzPh 40 78

L’ester de tert-butyle 10a a pu étre isolé avec un trés faible rendement de 8 %o. Le résultat obtenu
s’avére trés modeste en comparaison des résultats obtenus par les auteurs sur les acides
5-formylsalicylique® (93 %) et 5-nitrosalicylique®” (81 %). Ce résultat peut étre justifié par I’absence
de groupements a effet inductif (-1) ou mésomeére (-M) attracteurs en position 5 de I’acide salicylique.
Malgré un rendement trés faible, le composé a pu étre isolé et identifié en RMN *H avec I’apparition
d’un singulet de 9 protons a 1.61 ppm. La conservation de la fonction phénol libre est également

confirmée par la présence d’un singulet intégrant pour un proton a 11.05 ppm.
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L’ester benzylique 10b a pu étre obtenu avec un rendement de 78 %. La structure de 1’ester
benzylique a pu étre confirmée par une analyse en RMN *H avec I’apparition d’un singulet intégrant
pour deux protons & 5.24 ppm et de multiplets de cing protons compris entre 7.38 et 7.51 ppm
correspondant au groupement CH, et aux protons aromatiques du groupement protecteur benzyle. La
présence de la fonction phénol est également confirmée par un singulet intégrant pour un proton a
10.79 ppm.

2.1.3.2- Estérification des composés 10a-b et des acides glutamiques commericaux

2.1.3.2.1- Présentation des conditions opératoires

Les esters d’AS 10a et 10b sont ensuite engagés dans des réactions d’estérifications de Steglich
avec respectivement les acides 5-tert-butoxy-4S-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique et
5-benzyloxy-4S-[(tert-benzyloxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique. Ces réactions vont permettre de
générer les esters 11a et 11b (Schéma 25).

o o

wo~Kor
RO_ _NH

g o)

(o}
(1.0 éq.) OR
o DMAP (0.1 éq.),
EDCI (2.0 &q.), o o
©\)J\OR ( q )
oH CH,Cly, OWOR

0°C puis t.amb RO NH
10a, R= t-Bu. a: R= t-Bu \n/ 11a, R= t-Bu.
10b, R= CH,Ph. b: R= CH,Ph o 11b, R= CH,Ph.

Schéma 25. Conditions opératoires des réactions d'estérification de Steglich entre les dérivés protégés
(10a et 10b) et les acides 5-tert-butoxy-4S-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique et

5-benzyloxy-4S-[(tert-benzyloxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique.

2.1.3.2.2- Résultats expérimentaux des estérifications des dérivés 10a et 10b

Tableau 9. Résultats expérimentaux des réactions d'estérification de Steglich.

N1o Rendement
Entrées Terr:lps
(mmol) W) (%)
1 2,93 t-Bu 20 95
2 2,69 CHPh 24 64
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L’ester 11a (R = t-Bu) a pu étre obtenu avec un rendement de 95 %.Une analyse par RMN H
a pu confirmer la fonctionnalisation du groupement phénol par la disparition du singulet intégrant pour
un proton & 11.05 ppm sur le composé 10a. La structure du composé 11a a également pu étre confirmée
par la présence des 3 groupements tert-butyle apparaissant sous la forme de trois singulets de neuf
protons chacun entre 1.45 et 1.55 ppm mais également par des signaux compris entre 2.06 et 4.29 ppm
intégrant pour cing protons correspondant a la chaine aliphatique et a la fonction a-aminoacide de ’acide
glutamique. Les quatre signaux correspondant aux protons aromatiques entre 7.10 et 7.90 ppm

permettent de confirmer la présence de 1I’AS.

Le composé 11b (R = CHyPh) a été obtenu avec un rendement de 64 %. La structure du
composé a pu étre confirmée par RMN *H avec la disparition du singulet intégrant pour un proton a
10.79 ppm sur le composé 10b. La présence de trois signaux apparaissant sous formes singulets a 5.11,
5.17 et 5.23 ppm intégrant chacun pour deux protons ainsi qu’un multiplet de seize protons a 7.32 ppm
confirme la présence des groupements protecteurs benzyle. La présence de 1’acide glutamique est
confirmée par les quatre signaux compris entre 1.91 et 4.4 ppm qui correspondent & la chaine latérale et
a la fonction a-aminoacide de ce dernier. La présence de I’AS est quant a elle confirmée par les quatre

cyles aromatiques obervés entre 7.04 et 8.04 ppm.

2.1.3.3- Réactions de déprotection des composés 11a et 11b

2.1.3.3.1- Présentation des conditions opératoires

Les conjugués protégés 11a (R =t-Bu) et 11b (R = CH2Ph) sont engagés dans des réactions de
déprotection des groupements tert-butyle du composé 11a et benzyle du composé 11b. Les groupements
tert-butyle vont étre déprotégés en milieu acide par I’emploi d’acide trifluoroacétique (CFsCO,H). Les
groupements benzyle sont quant a eux déprotégés en présence de palladium déposé sur charbon (Pd/C)

sous atmospheére d’hydrogéne (Schéma 26).

o
a: R= t-Bu, (0]
OR CF;CO,H,
CH2C|2’ t.amb OH
o o)
w B © Q
o OR b: R= CH,Ph, )\/\‘/\k
RO_ _NH H,, Pd/C, o OH
\([)f CH3OH, NH,
t.amb. 12
11a, R= t-Bu.
11b, R= CH,Ph.

Schéma 26. Conditions opératoires des réactions de déprotection des composés 11a et 11b.
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2.1.3.3.2- Résultats expérimentaux des réactions de déprotection des composés 11a et 11b

L’avancement de ces réactions de déprotection a pu &tre suivi par chromatographie sur couche
mince (CCM). Le suivi de ces réactions a permis de confirmer la conversion des composés protégés 11a
(R = t-Bu) et 11b (R = CHPh). Cependant, le résultat observé sur les plaques CCM correspond a la
formation de deux produits distincts. La formation de deux produits au cours de ces réactions laisse
supposer que la liaison ester entre les fonctions phénol de I’AS et acide carboxylique de 1’acide
glutamique a été clivée. Des analyses RMN *H des milieux réactionnels ont été réalisées et ont permis
d’identifier un composé présentant quatre protons aromatiques compris entre 6.90 et 7.80 ppm. Ces
analyses ont permis d’identifier ’acide salicylique comme produit de réaction, permettant de confirmer

la destruction de la liaison ester entre le phénol de I’AS et I’acide caboxylique de I’acide L-glutamique.

Dans le cas des conditions opératoires de déprotection du composé 11a (R= t-Bu), la liaision
ester entre I’AS et I’acide glutamique s’avére peu stable en milieu acide. Les conditions opératoires de
déprotection du composé 11b (R= CH:Ph), I’emploi de méthanol comme solvant de réaction a conduit
a une transestérificiation de la liaison ester entre la substance active et le nutriment a-aminoacide. Afin
d’éviter cette réaction, nous pourrions réaliser la déprotection du composé 11b en employant un alcool

plus encombré tel que I’isopropanol ou le tert-butanol.

2.1.3.4- Bilan des réactions de la voie de synthése du conjugué 12

Les deux étapes de synthése ont permis d’obtenir les composés protégés 11a et 11b avec des
rendements globaux de syntheése respectifs de 7 et 50 % en deux étapes. Les conditions opératoires
présentées n’ont pas permis d’aboutir a la synthése du conjugué 12. En effet, les conditions opératoires
employées ont conduit a la formation des acides L-glutamique et salicylique. Ainsi, si nous souhaitons
réaliser la synthése du conjugué 12, nous devons envisager d’employer des conditions opératoires
différentes (solvant pour I'hydrogénolyse et acide employé pour les gorupement tert-butyle) ou d’autres

groupements protecteurs afin de ne pas hydrolyser cette fonction ester.
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2.1.4- Bilan des syntheses de conjugués associant I’AS a de I'acide L-glutamique

Les voies de synthese présentées dans ce premier chapitre ont permis d’obtenir six conjugués
d’acide salicylique et de ses analogues 5-chloro et 3,5-dichlorosalicyliques associés a de 1’acide
L-glutamique. Parmi ces six molécules, trois sont associées a I’aminoacide par un espaceur 1,2,3-triazole

(6a-c) et par un espaceur éthyléne glycol (9a-c). Les structures de ces conjugués sont représentées sur

la Figure 31.
X o o NH,
= X o ‘. _OH
on NN N3 OH 0 0
Ny o
Y o Y

6a,X=Y =H. NH, 9a, X= Y=H.
6b, X =CI, Y = H. 9b, X= CI, Y= H.
6c,X=Y =Cl. 9¢c, X=Y=ClI.

Figure 31. Structures des conjugués associant I’AS ou ses analogues chlorés a I’acide L-glutamique par

des espaceurs 1,2,3-triazole (6a-c) et éthyléne glycol (9a-c).
2.2- Synthese de conjugués associant I'acide salicylique au L-tryptophane
2.2.1- Synthése d’un conjugué présentant un espaceur 1,2,3-triazole

Nous nous sommes intéressés a la synthése d’un conjugué associant I’acide salicylique au

L-tryptophane par un espaceur triazolique (Figure 32).

Figure 32. Structure du conjugué 20 associant I’AS au L-tryptophane par un espaceur triazole.

Ce dernier, présentant un noyau indole, s’avére particuliérement intéressant car cette structure
est impliquée dans la synthése de 1’auxine®"3% ou acide 3-indoleacétique (AIA). Ainsi pour accéder a
cette structure, nous avons élaboré une voie de synthese en huit étapes & partir du chlorhydrate de

L-tryptophanate de méthyle commercial et du composé 7a’ (Schéma 27).
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Schéma 27. Voie de synthése simplifiée du conjugué AS associé au L-tryptophane par un espaceur
1,2,3-triazole 20.

Cette voie de synthese va ainsi débuter par une protection sélective de la fonction amine en a
de I’acide carboxylique sous forme de carbamate de tert-butyle en employant un nombre limité
d’équivalents d’anhydride de Boc afin d’éviter la protection du NH de 1’indole qui sera impliquée dans
I’obtention de I’espaceur 1,2,3-triazole. Cette premiére étape va permettre de générer I’intermédiaire 13
qui sera ensuite saponifié puis protégé sous forme d’ester benzylique 15. Cette modification de
groupement protecteur est réalisée afin d’¢éviter les réactions en milieu basique délétaires pour la liaison

ester entre I’AS et ’espaceur.

Le composé 15 est ensuite engagé dans une réaction d’alkylation de I’atome d’azote
(N-alkylation) de I’indole en présence de bromure de propargyle afin de greffer la fonction alcyne vrai
nécessaire a la formation du cycle triazole. Cette réaction permet d’obtenir 1’indole propargylique 16.
Le composé 7a’, préalablement synthétisé est quant a lui engagé dans une réaction de substitution
nucléophile du second ordre avec de I’azoture de sodium (NaNs) afin d’obtenir ’azoture d’acide
salicylique 17. L’indole propargylique 16 et 1’azoture 17 sont ensuite couplés par réaction de click
chemistry conduisant a 1’obtention du conjugué protégé 18. Le composé 18 est ensuite déprotégé en
deux étapes successives i/ de la fonction amine en milieu acide (CFsCO;H) et ii/ de la fonction acide

carboxylique par hydrogénolyse catalytique conduisant au conjugué 20.
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2.2.1.1- Réaction de protection de la fonction amine du L-tryptophane commercial

2.2.1.1.1- Présentation des conditions opératoires

La premiere étape de cette voie de synthése va consister a protéger de fagon sélective la fonction
amine du chlorhydrate de L-tryptophanate de méthyle commercial. Cette protection est réalisée en
présence de triéthylamine et de dicarbonate de di-tert-butyle. Afin de la réaliser, nous avons suivi les
conditions opératoires décrites par Nappi et al®* et Ruiz-Sanchis et al *®° (Schéma 28).

o/ )(OJ\O)LOJ<

° (1.1 éq.)
Et3
A\ A\
N CHZCIZ N
H H 13

t. amb.

Schéma 28. Conditions opératoires de la réaction de protection de la fonction amine du tryptophane
commercial.

2.2.1.1.2- Résultats expérimentaux des réactions de protection de la fonction amine

Les différentes réactions de protection de la fonction amine du L-tryptophanate de méthyle ont
permis d’obtenir le composé 13 avec des rendements compris entre 85 et 97 %. La structure du composé
a pu étre confirmée par une analyse en RMN *H par la présence d’un singulet intégrant pour neuf protons
a 1.45 ppm correspondant aux trois groupements méthyle du groupement tert-butyle. La formation du
carbamate est également confirmée par la présence d’un doublet intégrant pour un proton a 5.11 ppm
correspondant au NH du carbamate. La présence d’un singulet intégrant pour un proton a 8.19 ppm
correspondant au NH de I’indole, confirmant que la protection de la fonction amine en position a a été

sélective.

2.2.1.2- Réaction de saponification de l'ester méthylique du composé 13

2.2.1.2.1- Présentation des conditions opératoires

La seconde étape de la voie de synthése est une saponification de 1’ester méthylique du composé
13, réalisée en présence d’hydroxyde de sodium (NaOH) dans un mélange méthanol/eau décrites par
Roush et al* (Schéma 29).
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Schéma 29. Conditions opératoires de la réaction de saponification de I'ester méthylique du tryptophane
protégé 13 (adaptées de Roush et al*’?).

2.2.1.2.2- Résultat expérimental de la réaction de saponification

La réaction de saponification de 1’ester méthylique a permis d’obtenir I’acide carboxylique 14
avec un rendement de 79 %. La perte de I’ester méthylique a pu étre confirmée par RMN H par la
disparition du singulet intégrant pour trois protons a 3.70 ppm sur le composé 13 et par ’apparition d’un
singulet élargi intégrant pour un proton a 12.57 ppm correspondant au proton de 1’acide carboxylique

sur le spectre du composé 14.

2.2.1.3- Réaction de benzylation de 'acide carboxylique 14

2.2.1.3.1- Présentation des conditions opératoires

L’acide carboxylique 14 est ensuite protégé sous forme d’ester benzylique en milieu basique
(K2CO3) en présence de bromure de benzyle. Les conditions opératoires s’apparentent a celles décrites
dans les travaux d’alkylation de White3%, Les conditions opératoires de cette réaction décrites par Yu

et al*?240% sont présentées sur le Schéma 30.
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Schéma 30. Conditions opératoires de la réaction de benzylation de I'acide carboxylique 14 (adaptées

de Yu et al*0240%3),

2.2.1.3.2- Résultat expérimental de la réaction de benzylation de 'acide carboxylique 14

L’ester benzylique du L-tryptophane 15 a pu étre obtenu avec un rendement de 75 %. La
structure du composé 15 a pu étre confirmée par RMN !H qui s’avére conforme aux données décrites

dans la littérature?02493,
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2.2.1.4- Réaction de N-alkylation du noyau indolique du composé 15
2.2.1.4.1- Présentation des conditions opératoires
Le composé 15 est ensuite engagé dans une réaction de N-alkylation en présence de bromure de

propargyle et d’hydrure de sodium (NaH) addaptée des conditions de Henrottin®®, Schultz*® et Junk*®,
(Schéma 31).

o
o ) NaH (1.2 éq.) o
/ZZ) 2) i H/KO/%
TR P \
\ .
(1.1éq.) N
N 15 DMF/PhCH3 / 16
H t.amb
am //
Schéma 31. Conditions opératoires de la réaction de N-alkylation du noyau indolique du L-tryptophane
protégé 15 (adaptées de Henrottin®, Schultz*%® et Junk*°®).

2.2.1.4.2- Résultat expérimental de la réaction de N-alkylation du noyau indolique

Le dérivé propargylique du tryptophane 16 a pu étre isolé avec un rendement de 80 %. La
structure du composé 16 a pu étre confirmée par une analyse RMN *H avec la disparition du singulet
intégrant pour un proton a 8.11 ppm, correspondant au proton de 1’indole du composé 15. L’apparition
de deux doublets a 2.36 ppm et 4.73 ppm intégrant respectivement pour un et deux protons confirme la

présence du groupement propargyle sur I’atome d’azote de 1’indole.

2.2.1.5- Synthese de I'azoture d’AS 17 par substitution nucléophile Sn2
2.2.1.5.1- Présentation des conditions opératoires
Afin de pouvoir synthétiser le composé 18, il est nécessaire de préparer 1’azoture a partir du

dérivé 7a’obtenu précédemment a partir de ’acide salicylique (Schéma 20)%°3, Cette réaction a ainsi

été réalisée dans des conditions opératoires présentées par Ghaly et al*’ (Schéma 32).

o NaN;
DMF
OH ’ OH
7a' t.amb. 17

Schéma 32. Conditions opératoires de préparation de l'azoture d'acide salicylique 17 (adaptées de Ghaly

et al*%’),
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2.2.1.5.2- Résultat expérimental de la réaction de substitution nucléophile sur le composé 7a’

Le composé 17 a été isolé avec un rendement 81 %. La structure de ce dernier a pu étre
confirmée par des analyses RMN *H et 1*C. L’analyse RMN H a permis de confirmer la présence de la
chaine éthyle de 1’ester par deux triplets intégrants chacun pour deux protons a 3.64 et 4.53 ppm. Un
singulet a 10.59 ppm ainsi que guatre signaux correspondant aux protons aromatiques entre 6.92 et 7.89
ppm permettent de confirmer la présence de I’ AS. L’analyse RMN 3C a permis de confirmer la présence
du groupement carbonyle de 1’ester par un signal a 169.8 ppm. La présence de six signaux dont quatre
CH, compris entre 111.9 et 161.8 ppm permet de confirmer la présence du noyau aromatique de I’AS.
La présence des groupements CH- de I’ester a également pu étre confirmée par les deux signaux a 49.8

et 63.8 ppm.

2.2.1.6- Couplage des composés 16 et 17 par click-chemistry

2.2.1.6.1- Présentation des conditions opératoires

Le composé propargylique 16 et I’azoture d’acide salicylique 17 sont engagés dans une réaction
de cycloaddition [3+2] de Huisgen®® afin de générer le conjugué protégé 18 par la formation du cycle

1,2,3-triazole. Les conditions opératoires employées sont décrites par Suryapeta et al*® (Schéma 33).
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Schéma 33. Synthese du conjugué protégé 18 par réaction de cycloaddition®° [3+2] entre le dérivé

propargylique 16 et I’azoture d’AS 17 (adaptées de Suryapeta et al*%®).

2.2.1.6.2- Résultat expérimental de la réaction de cycloaddition [3+2] de Huisgen

Le composé 18 a pu étre isolé avec un rendement de 86 %. La structure du composé obtenu a
pu étre confirmée par RMN H par des signaux compris entre 6.61 et 7.56 ppm intégrant pour quinze
protons correspondant aux protons aromatiques du composé 18. La présence du groupement phénol a
également pu étre confirmée par I’apparition d’un singulet intégrant pour un proton a 10.40 ppm. La
présence des cing groupements CH, a pu étre confirmée par un multiplet & 3.23 ppm, deux triplets a
3.23 et 4.61 ppm et deux singulets a 5.05 et 5.29 ppm. La présence du CH de 1’aminoacide a quant &

elle pu étre confirmée par un multiplet intégrant pour un proton a 4.66 ppm.
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2.2.1.7- Déprotection de la fonction a-aminoacide du composé 18

2.2.1.7.1- Présentation des conditions opératoires

Cette étape va débuter par la déprotection de la fonction amine en milieu acide puis de la

fonction acide carboxylique par hydrogénolyse catalytique conduisant au conjugué 20 (Schéma 34).

% 2
1) CF3CO,H,
o N=N N J o CH,C o N=N N / OH

= 2Cla, =
I HN i HzN
o) t.amb
O/\/N\/)-\—/ \]? b 0/\/N\/)\/
18 (0} 2) H,, Pd/C, 20
OH CH30H, OH
t.amb

Schéma 34. Conditions opératoires de déprotection de la fonction a-aminoacide du composé 18.

2.2.1.7.2- Résultat expérimental de I'étape de déprotection de la fonction aminoacide

Le composé 20 a pu étre obtenu avec un rendement de 74 % en deux étapes. Le composé a été
analysé par des RMN (*H et *C) et HRMS afin de confirmer la perte des groupements protecteurs
tert-butyle et benzyle. L’analyse RMN *H a ainsi permis de confirmer la disparition du singulet de neuf
protons correspondant aux groupements tert-butyle a 1.40 ppm et des signaux a 5.05 et 7.18 a 7.30 ppm
correspondant aux groupement benzyle sur le spectre du composé 18. La présence de dix protons
aromatiques compris entre 6.89 et 8.16 ppm permet de confirmer la présence de I’AS, de ’espaceur
triazole et de I’indole sur le bioprécurseur 20. La présence des groupements CH; a pu étre confirmée
par quatre signaux observés a 3.23, 4.60, 4.72 et 5.39 ppm. La présence de la fonction aminoacide a

également été confirmée par un multiplet intégrant pour un proton a 4.35 ppm.

L’analyse RMN *C a permis de confirmer la présence des deux groupements carbonyle du
composé 20 a 171.3 et 168.3 ppm, correspondant aux fonctions ester de I’AS et acide carboxylique de
I’acide aminé. La présence du groupement phénol a également pu étre confirmée par le signal observé
a 160.4 ppm. Les quinze signaux compris entre 107.8 et 144.1 ppm, dont dix CH permettent de
confirmer la présence des cycles aromatiques (benzene, triazole et indole) sur le composé 20. Les quatre
signaux correspondant aux CH, observés a 26.6, 41.3, 48.9 et 63.9 ppm et un cinquiéme correspondant
au CH a 53.4 ppm permettent de confirmer la présence de 1’espaceur et de 1’aminoacide. L’analyse
HRMS a permis de valider la structure du conjugué 20 en mesurant une valeur m/z de 472.1580

correspondant a I’espéce chargée [M+Na]".
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2.2.1.8- Bilan des réactions de la voie de synthése du conjugué 20

Le conjugué 20 a pu étre obtenu par la voie de synthése proposée en huit étapes. Cette derniere,
bien qu’elle présente un nombre important d’étapes a permis d’obtenir chacun des intermédiaires
réactionnels (13 a 19) avec des rendements expérimentaux compris entre 75 et 97 %. Ainsi, le composé
20 a pu étre obtenu avec un rendement global de synthése de 23 % en huit étapes.

2.2.2- Synthese de deux conjugués associant I’AS au L-tryptophane par des espaceurs 1,4 et

1,5-dicarbonylés.

Nous nous sommes cette fois-ci intéressés a la synthese de deux nouveaux bioprécurseurs
associant I’AS et le L-tryptophane par des espaceurs 1,4 et 1,5-dicarbonylés (Figure 33). Ainsi, I’acide
salicylique sera lié a I’espaceur par une fonction ester sur le groupement phénol et le tryptophane par

une fonction amide sur I’atome d’azote du cycle indolique.

n= 1, conjugué 24a
n= 2, conjugué 24b

Figure 33. Structure des conjugués associant I'AS au L-tryptophane par des espaceurs 1,4 (n=1) et 1,5

(n = 2) dicarbonylés.

En plus de la fonction aminoacide, ces composés possédent également une fonction acide
carboxylique libre sur I’AS. Ainsi, en plus d’utiliser des transporteurs d’acides aminés, ces
bioprécurseurs sont susceptibles de favoriser le franchissement de la membrane plasmique par un
mécanisme de piégeage d’acide. Afin de réaliser la synthése de ces deux conjugués, nous avons imaginé
une voie de synthése en quatre étapes a partir du dérivé de L-tryptophane protégé 15 et du composé 10b
obtenus antérieurement. La voie de synthése des conjugués 24a (n= 1) et 24b (n = 2) est présentee

ci-dessous (Schéma 35).
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Schéma 35. Voie de synthése des conjugués 24a (n = 1) et 24b (n = 2).

Cette voie de synthese va débuter par une premiére étape correspondant a des réactions
d’ouverture des anhydrides succinique (n = 1) et glutarique (n = 2). Cette premiére étape va permettre
de générer les composés 21a (n = 1) et 21b (n = 2) avec une fonction acide carboxylique libre. Ces deux
intermédiaires vont ensuite étre engagés dans des réactions d’estérification de Steglich avec le
groupement phénol du composé 10b pour obtenir les conjugués protégés 22a (n = 1) et 22b (n = 2). Les
composés 22a et 22b vont ensuite étre engagés dans deux étapes successives de déprotection de leurs

fonctions acides carboxyliques et amine afin d’obtenir les conjugués 24a (n = 1) et 24b (n = 2) désirés.

2.2.2.1- Réactions d’ouverture des anhydrides succinique (n = 1) et glutarique (n = 2)
2.2.2.1.1- Présentation des conditions opératoires

La premiére étape de cette voie de synthése va correspondre a des réactions d’ouverture des
anhydrides succinique (n = 1) et glutarique (n = 2) par le L-tryptophane protégé 15. Le composé 15 va
réagir par addition nucléophile du NH de I’indole sur les deux anhydrides conduisant aux intermédiaires
21a (n=1) et 21b (n = 2). Cette premiére étape va permettre de former la liaison amide entre 1’espaceur
et le L-tryptophane mais également de générer la fonction acide carboxylique indispensable lors de
I’étape suivante de la synthése. Ces réactions ont été réalisées en adaptant les conditions opératoires

présentées dans les travaux de Dai*®, Saget*?° et Zhong*!* (Schéma 36).
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Schéma 36. Conditions opératoires des réactions d'ouverture des anhydrides succinique (n = 1) et

glutarique (n = 2) par le dérivé 15 (adaptées de Dai**®, Saget*\® et Zhong*').

2.2.2.1.2- Résultats expérimentaux des réactions d’ouverture des anhydrides succinique et

glutarique

Tableau 10. Résultats expérimentaux des ouvertures d’anhydrides par le composé 15.

N15 Temps Rendement
Entrées Anhydride
(mmol) W) (%)
1 7,67 Succinique 4 95
2 0,89 Glutarique 24 66

Le composé 21a (n = 1) et 21b (n = 2) ont été isolés avec des rendements respectifs de 95 % et
66 %. Les structures des composés ont pu étre confirmées par RMN H avec la disparition du singulet
intégrant pour un proton a 8.11 ppm, correspondant au NH de 1’indole sur le spectre du composé 15. La
présence des espaceurs a pu étre confirmée par un multiplet compris entre 3.19 et 3.38 ppm et un triplet
a 2.81 ppm intégrant pour deux protons pour le composé 21a et par trois signaux apparaissant sous
forme de triplets intégrant chacun pour deux protons a 2.40, 2.51 et 3.03 ppm pour le composé 21b. Les
dix protons aromatiques observés entre 7.23 et 8.45 ppm permettent de confirmer la présence de 1’indole

et du groupement protecteur benzyle.

2.2.2.2- Réactions d’estérification de Steglich entre les composés 21a-b et 10b

2.2.2.2.1- Présentation des conditions opératoires

Cette étape correspond a des réactions d’estérification de Steglich®® entre la fonction acide
carboxylique libre des composés 21a et 21b et la fonction phénol du composé 10b. Ces réactions vont

générer la liaison ester correspondante qui associe la substance active a I’espaceur (Schéma 37).
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Schéma 37. Conditions opératoires des réactions d'estérifications de Steglich des composés 21a (n =
1) et 21b (n = 2) avec le composé 10b (R = CHPh).

2.2.2.2.2- Résultats expérimentaux des estérifications de Steglich

Tableau 11. Résultats expérimentaux des réactions d’estérifications de Steglich entre le composé 10a

et les dérivés 21a et 21b.

Composé Temps Rendement
Entrées
engagé (h)
1 2la(n=1) 6,52 17 79
2 21b (n=2) 0,69 6 65

Les composés 22a (n = 1) et 22b (n = 2) ont été isolés avec des rendements respectifs de 79 %
et 65 %. Leurs structures ont pu étre confirmées par RMN *H qui nous informe de la présence de
dix-neuf protons aromatiques entre 7.25 et 8.45 ppm pour 22a et 7.13 et 8.48 pour 22D, correspondant
aux groupements protecteurs benzyle, a I’AS et au noyau indole. La présence des espaceurs a pu étre
confirmée par deux triplets a 2.91 et 3.20 ppm (22a) et par trois signaux apparaissant respectivement
sous formes d’un multiplet a 2.14 ppm et de deux triplets & 2.66 et 2.85 ppm (22b) intégrant pour deux
protons chacun. La présence de I’acide aminé a également pu étre confirmée par les signaux a 3.25 et

4.68 ppm (22a) et 3.23 et 4.76 ppm (22b) correspondant au groupement CH; et au CH de 1’aminoacide.
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2.2.2.3- Déprotection de la fonction a-aminoacide des composés 22a et 22b
2.2.2.3.1- Présentation des conditions opératoires

Les composés 22a et 22b sont ensuite engagés dans des déprotections successives des fonctions
acides carboxyliques par hydrogénolyse catalytique puis amine en milieu acide (Schéma 38).

1) H, Pd/C,
CH30H,
t.amb
2) CF3CO,H,
t.amb

n=1, 22a
n=2, 22b

Schéma 38. Conditions opératoires des réactions de déprotection des fonctions acides

carboxyliques et amine des composés 22a et 22b.

Les composés 23a-b ne sont pas détaillés dans ce manuscrit. Ces derniers correspondent aux
bioprécurseurs obtenus aprés hydrogénolyse catalytique des esters benzyliques. La structure des des

deux composés partiellement déprotégés est présentée sur la Figure 34.

n=1, 23a
n= 2, 23b

Figure 34. Structure des bioprécurseurs partiellement déprotégés 23a-b.

2.2.2.3.2- Résultats expérimentaux des réactions de déprotection

Tableau 12. Résultats expérimentaux des réactions de déprotection des composés 22a et 22b.

Composé 2z 12d
Entrées . Rendement (%)
engage (mmol)  (mmol)
1 22a(n=1) 0,72 0,44 64
2 22b (n=2) 0,35 0,27 78
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Les réactions de déprotection ont permis d’obtenir le conjugué 24a (n =1) avec un rendement
de 64 % en deux étapes. Des analyses RMN 'H et HRMS ont permis de confirmer la structure du
conjugué. L’analyse RMN *H a permis de confirmer la perte des groupements benzyle par la disparition
des multiplets intégrant pour dix protons entre 7.28 et 7.52 ppm ainsi que le singulet et le doublet
présents a 5.16 et 5.36 ppm sur le spectre du composé 22a. La perte du groupement tert-butyle a
également été confirmée par la disparition du singulet de neuf protons a 1.38 ppm. La structure du
composé 24a a pu étre confirmée par les neuf protons aromatiques correspondant a I’AS et a I’indole,
compris entre 7.22 et 8.37 ppm. La présence de I’espaceur et de I’aminoacide est également validée par
les deux triplets présents respectivement a 3.03 et 3.26 ppm et deux mulitplets a 3.39 et 4.17 ppm. Le
composé 24b (n= 2) a été obtenu avec un rendement de 78 % en deux étapes. La structure du
bioprécurseur a également pu étre confirmée par des données similaires a celles du composé 24a excepté
pour ’espaceur présentant trois triplets intégrants chacun pour deux protons a 2.08, 2.74 et 3.18 ppm.
Les composés 24a-b ont été analysés par HRMS, ce qui a permis de mesurer des valeurs m/z respectives
de 425.1359 (24a) et 439.1506 (24b), correspondant aux espéces chargées [M+H]*.

2.2.2.4- Bilan des réactions de la voie de synthese des conjugués 24a et 24b

Les conjugués 24a (n = 1) et 24b (n = 2) ont ainsi pu étre obtenus par cette voie de synthése en
quatre étapes. Ces derniers ont été obtenus avec des rendements globaux de synthése de 48 % pour le
conjugué 24a et 33 % pour le composé 24b en quatre étapes.

2.2.3- Bilan des synthéses de conjugués associant I’AS au L-tryptophane

Ces synthéses ont permis d’obtenir trois bioprécurseurs associant 1’acide salicylique au

L-tryptophane par trois espaceurs différents (Figure 35).

(0]
(0}
o) N=N N / OH
/\)\/ HaN
OH
n=1, 24a
20 n= 2, 24b

Figure 35. Structures des conjugués associant l'acide salicylique au L-tryptophane par différents

espaceurs.
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2.3- Synthese de conjugués associant I’AS a des aminoacides sans espaceur

2.3.1- Synthese de conjugués associant I'AS a des acides diaminocarboxyliques

Apres la synthése des conjugués 24a et 24b, nous nous sommes intéressés a la synthése d’une
série de bioprécurseurs associant 1’acide salicylique a des acides aminés présentant une fonction amine
sur leur chaine latérale et ne présentant pas d’espaceur. La structure simplifiée de ces conjugués est

représentée sur la Figure 36.

Les trois conjugués présentés vont associer [’acide salicylique aux acides
L-2,3-diaminopropionique (n = 1, 26a), L-2,4-diaminobutyrique (n = 2, 26b) et a de la L-lysine (n = 4,
26c). Ces conjugués 26a-c sont fonctionnalisés par une liaison amide entre la fonction acide

carboxylique de I’AS et la fonction amine de la chaine latérale de 1’acide aminé engagé.

NMOH
H

NH
OH 2

n
n
n

1, 26a
2, 26b
4, 26¢

Figure 36. Structure des conjugués associant l'acide salicylique a des acides aminés présentant une
fonction amine sur leur chaine latérale. 26a, Conjugué AS-acide L-2,3-diaminopropionique. 26b,
Conjugué AS-acide L-2,4-diaminobutyrique. 26¢, Conjugué AS-L-lysine.

Afin d’obtenir les conjugués 26a-C en un nombre limité d’étapes, le groupement amine de la
fonction a-aminoacide doit étre protégé sélectivement. Nous avons pour cela employé des
a-aminoacides commerciaux protégés sous forme de carbamates de tert-butyle (Boc). Afin de réaliser
la synthése de ces trois composés, nous avons utilisé les conditions opératoires décrites par Rentzea et
al*? et de Wang et al*®®. Pour ces réactions, nous avons transformé ’acide carboxylique en chlorure
d’acide puis I’avons condensé avec la fonction amine libre des acides aminés. Nous avons ainsi pu

proposer une synthése en deux étapes pour obtenir les bioprécurseurs 26a-c (Schéma 39).

1) SOCl,, 0 0
o DMF/CH,Cl, NMOH o o
reflux H CF3CO.H
OH oH HN\(O Ir:ll n OH
OAc 2) NaOH, o on NH
HQO/T(I)-lF \k
n=1, 25a n=1, 26a
H,N“ Ay “OH n= 2, 25b n= 2, 26b
NHBoc n= 2, 25¢c n= 4, 26¢c

Schéma 39. Voie de synthése des conjugués 26a-c (adaptée de Rentzea*'? et Wang*3).
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La premiére étape de cette voie de synthese correspond a une condensation peptidique en milieu
basique entre le chlorure d’acide de 1’aspirine et les acides aminés commerciaux. Cette étape va
permettre d’obtenir les composés 25a-c tout en de déprotégeant le groupement acétyle présent sur la
fonction phénol. Les composés 25a-c vont ensuite étre déprotégés de fagon habituelle en milieu acide
(CF3CO2H) conduisant aux bioprécurseurs 26a-c.

2.3.1.1- Réactions de condensations peptidiques entre [l'aspirine et les acides aminés
commerciaux

2.3.1.1.1- Présentation des conditions opératoires

La premiére partie de cette étape correspond a la transformation de la fonction acide
carboxylique de I’aspirine sous forme de chlorure d’acide. Afin de préparer le chlorure d’acide de
I’aspirine [25], nous avons adapté les conditions opératoires décrites dans les travaux de He et al*!* et
Lu et al*®®, Une fois généré, le chlorure d’acide de I’aspirine est directement condensé avec les acides
aminés commerciaux (Schéma 40) afin d’accéder aux composés 25a (n = 1), 25b (n = 2) et 25¢ (n = 4).

(o)
H,N /A OH
NHBoc
(1.0 éq.),
SOCl,, 0 NaOH N~h OH
- : H
OH DMFcat, cl (3.0-5.0 éq.), on HN\(O
OAc CH,Cl,, OAc H2°O/TH.F, o
reflux 0°C puis
t.amb n=1, 25a
[25] n= 2, 25b
n=4, 25¢c

Schéma 40. Conditions opératoires des réactions de condensation entre 1’aspirine et les acides aminés

commerciaux.

2.3.1.1.2- Mécanisme réactionnel de formation des amides 25a-c a partir du chlorure d’acide
[25]

Le mécanisme réactionnel de la condensation peptidique entre le chlorure d’acide de 1’aspirine
[25] et les acides aminés commerciaux est présenté sur le Schéma 41. Ce mécanisme réactionnel va
débuter par une réaction acido-basique entre I’hydroxyde de sodium et la fonction acide carboxylique
libre de ’acide aminé engagé. Cette réaction acido-basique va générer le carboxylate O de I’aminoacide
correspondant. La fonction amine libre de I’intermédiaire O va réagir avec le groupement carbonyle du
chlorure d’acide par une étape d’addition-élimination. Seule cette fonction amine s’avére étre assez
nucléophile pour réagir avec le chlorure d’acide. Cette étape d’addition-élimination va générer
I’intermédiaire tétraédrique P, qui par son instabilité va spontanément conduire a I’intermédiaire Q par

élimination.
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Schéma 41. Mécanisme réactionnel de la condensation peptidique entre le chlorure d'acide [25] et les

acides aminés commerciaux.

Cette élimination va générer des ions chlorure qui vont se retrouver sous forme de chlorure de

sodium. Cette étape d’addition-¢limination permet d’établir la liaison amide souhaitée entre la substance

active et I’acide aminé. Ces conditions opératoires vont également permettre de déprotéger la fonction

phénol de I’acide salicylique. En effet, I’hydroxyde de sodium va ensuite réagir avec le groupement

protecteur acétyle, présent sur la fonction phénol de I’intermédiaire Q via une addition nucléophile, afin

de générer I’intermédiaire tétraédrique R. L’intermédiaire R va spontanément conduire au phénolate de

sodium S par élimination du groupement acétate. L’intermédiaire S est ensuite neutralisé par une

solution acide (HCI dilué) afin d’obtenir I’amide désiré (25a-c).
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2.3.1.1.3- Résultats expérimentaux des réactions de condensations peptidiques en milieu

basique

Tableau 13. Résultats expérimentaux des réactions de condensations peptidiques avec le chlorure

d'acide de l'aspirine [25].

Naspirine = Atli Temps
Entrées Aminoacide Eq;wglants Renc:;ment
(mmol) a (h) (%0)
L-Boc-ADAP
1 n=1) 5,39 4,0 2 65
L-Boc-2,4-
2 ADAB (n = 2) 2,27 4,0 2 68
L-Boc-Lys
3 9,05 5,0 19 55
(n=4)

Les composés 25a-c ont été isolés avec des rendements compris entre 55 et 68 %. Ces trois
composés ont été analysés par RMN *H afin de confirmer leurs structures. Ces analyses ont permis de
nous informer : i/ de la perte du groupement acétyle de 1’aspirine par I’apparition de singulets intégrant
pour un proton entre 12.47 et 12.74 ppm. ii/ de la formation des liaisons amides par la présence de
triplets intégrant pour un proton entre 8.65 et 8.82 ppm. iii/ de la présence de la substance active grace
aux quatre signaux correspondant aux protons aromatiques compris entre 6.84 et 7.86 ppm. iv/ de la
présence des acides aminés par les signaux correspondant aux protons des fonctions a-aminoacide entre
3.89 et 3.98 ppm. v/ de la présence des chaines aliphatiques de ces acides aminés. Ainsi, le composé
25a présente un doublet de doublet intégrant pour deux protons a 3.46 ppm. Le composé 25b présente
quant a lui deux signaux intégrant pour quatre protons sous forme de deux doublets de doublet et d’un
multiplet a 1.80, 2.02 et 3.36 ppm. Le composé 25c présente quant a lui des signaux sous forme de
multiplets intégrant pour huit protons compris entre 1.37 et 3.85 ppm. vi/ de la présence des groupements
protecteurs par des singulets intégrant pour neuf protons a 1.37 et 1.38 ppm.
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2.3.1.2- Réactions de déprotection des fonctions amines des composés 25a-c

2.3.1.2.1- Présentation des conditions opératoires

Les composés 25a-c sont engagés dans la déprotection des fonctions amines en milieu acide
trifluoroacétique (CF3CO-H) afin d’obtenir les conjugués 26a-c (Schéma 42).

(0] (0] o o
N CF4COH, \ WJ\OH
HN (0] > H
OH \|¢ Acétone, OH NH,
O\{/ t.amb

n=1, 25a n=1, 26a
n= 2, 25b n= 2, 26b
n=4, 25c n=4, 26¢c

Schéma 42. Conditions opératoires de déprotection des fonctions amines des composés 25a-c.
2.3.1.2.2- Résultats expérimentaux des déprotections des composés 25a-c

Tableau 14. Résultats expérimentaux des réactions de déprotection des composés 25a-c en milieu acide.

Composé Nzs Temps

Entrées Ren(?;ment
engagé (mmol) (h) (%0)
1 25a (n=1) 1,00 3 77
2 25b (n = 2) 1,54 5 76
3 25c (n = 4) 2,17 24 78

Les composés 26a-c ont été obtenus avec des rendements compris entre 76 et 78 %. Les trois
bioprécurseurs ont été analysés par RMN *H afin de confirmer la déprotection des fonctions amines.
Les analyses ont permis de confirmer la perte des groupements tert-butyle par la disparition des singulets
intégrant pour neuf protons a 1.37 et 1.38 ppm sur les spectres des composés 25a-c. La présence de la
fonction amine a pu également étre confirmée pour le composé 26b (n = 2) par I’apparition d’un singulet
intégrant pour deux protons a 8.34 ppm. Les structures des trois composés ont également pu étre
confirmées par la présence de quatre protons aromatiques compris entre 6.76 et 7.87 ppm. Ces analyses
ont également permis de confirmer la présence des acides aminés grace aux signaux entre 3.69 et 3.79
ppm (26a), 2.01 et 4.08 ppm (26b) et 1.29 et 3.59 ppm (26¢) correspondant aux protons des chaines
aliphatiques (CH>) et de la fonction a-aminoacide. Afin de confirmer les structures de ces trois
bioprécurseurs, ces derniers ont été analysés par HRMS. Les analyses ont permis de mesurer des valeurs
m/z respectives de 225.0873 pour le composé 26a (n = 1), 239.1027 pour le composé 26b (n = 2) et

267.1347 pour le composé 26¢ (n = 4). Ces valeurs correspondent aux espéces chargées [M+H]".
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2.3.1.3- Bilan de synthese des conjugués 26a-c.

Les conjugués 26a (n = 1), 26b (n = 2) et 26¢ (n = 4) ont pu étre obtenus par la voie de synthese
en deux étapes a partir de I’aspirine et de dérivés commerciaux d’acides aminés protégés sur la fonction
amine en position o. Les conjugués 26a-c ont pu étre obtenus avec des rendements globaux de synthése
de 50 % (26a), 52% (26b) et 43% (26c) en deux étapes. Cette voie de synthése permet d’accéder de
fagon aisée a des conjugués associant I’AS a des a-aminoacides possédant une fonction amine sur leur

chaine latérale.

2.3.2- Syntheése d’un conjugué associant I’AS a un hydroxy a-aminoacide

Nous nous sommes également intéressés a la synthése d’un nouveau conjugué associant 1’acide
salicylique a un aminoacide possédant cette fois-ci une fonction alcool sur sa chaine latérale. Le choix
d’aminoacides possédant une fonction alcool s’avére limité entre la L-sérine et la L-thréonine. Nous

avons fait le choix d’initier cette synthése avec la L-sérine (Figure 37).

o) OH

oo

NH
OH 2

32

Figure 37. Structure du conjugué 32 associant I'acide salicylique a la L-sérine.

Afin de réaliser la synthése du composé 32, nous avions envisagé d’employer des conditions
opératoires similaires a celles des composes 25a-c. Cependant, la fonction ester générée s’avere sensible
dans de telles conditions opératoires. De plus, ne disposant pas de dérivés commerciaux de L-sérine
protégée, il est nécessaire de protéger la fonction a-aminoacide. De ce fait, nous avons envisagé une
synthése en six étapes a partir d’un dérivé commercial de 1’acide salicylique : le salicylate de méthyle
et de la L-sérine non protégée. Les différentes étapes de cette voie de synthése sont présentées sur le
Schéma 43.

Cette voie de synthese va débuter par la protection de la fonction phénol du salicylate de
méthyle. Ce dernier sera protégé sous la forme d’un éther benzylique 27. Le composé 27 va ensuite étre
engagé dans une seconde étape de déprotection de la fonction acide carboxylique nécessaire a la
formation du conjugué 32. Cette étape de saponification va permettre d’obtenir le composé 28. La
seconde partie de la voie de synthése va correspondre & deux étapes successives de protection des
fonctions amine puis acide carboxylique de la L-sérine sous forme de carbamate et d’ester benzyliques.

Ces deux étapes vont successivement conduire a la formation des composés 29 puis 30.
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Schéma 43. Voie de synthése proposée pour la préparation du conjugué 32.

Les composes 28 et 30 vont par la suite, étre engagés dans une réaction d’estérification de

Steglich entre la fonction acide carboxylique de 28 et la fonction alcool primaire de 30. Cette étape va

permettre de générer le conjugué protégé 31, qui sera par la suite engagé dans une étape finale de

déprotection des fonctions acide carboxylique, amine et phénol afin d’obtenir le conjugué 32.

2.3.2.1-

2.3.2.1.1-

Protection de la fonction phénol du salicylate de méthyle

Présentation des conditions opératoires

La premiére étape de la voie de synthese correspond a une réaction de benzylation de la fonction

phénol du salicylate de méthyle commercial. Cette premiére étape présente des conditions opératoires

similaires a celle décrites par DeBerardinis*®, Kikkeri*'’ et Shen*® qui ont réalisé cette réaction en

employant I’acétone comme solvant de réaction (Schéma 44).
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Schéma 44. Conditions opératoires de la réaction de benzylation de la fonction phénol du salicylate de

méthyle (adaptées de DeBerardinis*®, Kikkeri*'’ et Shen*18).

2.3.2.1.2- Résultat expérimental de la benzylation de la fonction phénol

Le composé 27 a pu étre isolé avec un rendement de 76 %. Ce dernier a été analysé par RMN
'H afin de confirmer sa structure. L’analyse RMN 'H a tout d’abord permis de confirmer la
fonctionnalisation du groupement phénol par la disparition du singulet intégrant pour un proton a
10.78 ppm présent sur le spectre du salicylate de méthyle. La présence du groupement benzyle sur le
composé 27 a pu étre confirmée par I’apparition d’un singulet de deux protons a 5.15 ppm correspondant
au CH ainsi que par deux doublets a 7.29 et 7.48 ppm et d’un triplet a 7.37 ppm correspondant aux cing
protons aromatiques. La présence du groupement méthyle a pu également étre confirmée grace au

singulet intégrant pour trois protons a 3.88 ppm.

2.3.2.2- Saponification de 'ester méthylique du composé 27

2.3.2.2.1- Présentation des conditions opératoires

Le compose 27 est saponifié par de I’hydroxyde de sodium dans un mélange méthanol/eau en

employant les conditions opératoires de Shanzer et al*'® et de Bremmer et al*?® (Schéma 45).

o o
~ NaOH
o OH
(3.0 éq.),
o - o
CH50H/H,0,
27 60 °C 28

Schéma 45. Conditions opératoires de la réaction de saponification du produit d'alkylation 27 (adaptées

de Shanzer*®® et Bremner‘%),
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2.3.2.2.2- Résultat expérimental de la réaction de saponification de la fonction ester du composé
27

Le composé 28 a été obtenu avec un rendement de 85 %. Ce dernier a été analysé par RMN tH
afin de confirmer la perte du groupement méthyle de ’ester et la formation de la fonction acide
carboxylique. La disparition du singulet intégrant pour trois protons sur le spectre du composé 27 et
Papparition d’un singulet élargi sur le spectre RMN 'H du composé 28, intégrant pour un proton a

10.81 ppm permet de confirmer la saponification de I’ester méthylique.

2.3.2.3- Protection de la fonction amine de la L-sérine

2.3.2.3.1- Présentation des conditions opératoires

La réaction de protection de la fonction amine de la L-sérine sous forme de carbamate de benzyle
est réalisée en présence de chloroformiate de benzyle en milieu basique selon les conditions opératoires

décrites par Anzi¢ek et al*?! et Yamamoto et al*?? (Schéma 46).

(0}

N

o” Ci

(1.0 éq.), 0

("éa:gff HO OH
o o HN_ _O

0°C at.amb

NH
2 29

Schéma 46. Conditions opératoires de la réaction de protection de la fonction amine de la L-sérine sous
forme de carbamate de benzyle (adaptées d’ Anzi¢ek*?! et Yamamoto???).

2.3.2.3.2- Résultat expérimental de la protection de la fonction amine de la L-sérine

Le composé 29 a pu étre isolé avec un rendement de 46 %. La structure du composé a été
confirmée par RMN H. L’apparition d’un singulet intégrant pour deux protons a 5.05 ppm et d’un
multiplet intégrant pour cing protons aromatiques entre 7.30 et 7.37 ppm sur le spectre RMN 'H
correspondent aux protons du groupement benzyle sur le composé obtenu. Une analyse RMN 3C permet

de nous confirmer la présence du groupement carbamate avec un signal caractéristique a 156.5 ppm.
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2.3.2.4- Protection de la fonction acide carboxylique du composé 29

2.3.2.4.1- Présentation des conditions opératoires
La fonction acide carboxylique du composé 29 est protégée sous forme d’ester benzylique. Cette
réaction est réalisée dans des conditions opératoires similaires a celles présentées dans les travaux

d’Anzicek et al*?! (Schéma 47). Ces conditions opératoires vont permettre d’obtenir le composé 30

possedant ses fonctions acide carboxylique et amine protégées sous forme d’ester et de carbamate de

o™
o

(1.5 éq.),

o
HO/\)kOH K,CO; Hoﬁ)ko
HN_ _O (1.5 éq.), HNYO
o
30

benzyle.

Y —
(0] DMF,
t.amb
29 60 h

Schéma 47. Conditions opératoires de la benzylation de fonction acide carboxylique du composé 29 en

milieu basique (adaptées d’Anzi¢ek et al*?t).
2.3.2.4.2- Résultat expérimental de la réaction de benzylation du composé 29

Le composé 30 a été isolé avec un rendement de 25 %. Ce résultat s’avére modeste et peut étre
justifié par la formation d’un second produit bien moins polaire au cours de la réaction, identifié sur

CCM et appelé 30a. Les deux composés 30 et 30a ont été analysés par RMN H.

Le spectre RMN *H du composé 30 permet de confirmer la structure présentant un proton de la
fonction a-aminoacide a 4.46 ppm apparaissant sous la forme d’un multiplet. Les signaux compris entre
3.85 et 3.98 ppm, intégrant pour deux protons permettent de confirmer la présence du groupement CH,
de la chaine aliphatique de I’aminoacide. La protection de la fonction acide carboxylique est également
validée par la présence de deux singulets intégrant chacun pour deux protons a 5.08 et 5.17 ppm mais

également par la présence du multiplet de dix protons aromatiques compris entre 7.29 et 7.34 ppm.

Le composé 30a a également été analysé en RMN *H afin de déterminer sa structure. Le spectre
de ce dernier a permis d’identifier deux groupements benzyle sur les fonctions acide carboxylique et
amine par la présence de deux singulets intégrant chacun pour deux protons a 5.15 et 5.24 ppm ainsi
que par le multiplet intégrant pour dix protons aromatiques entre 7.23 et 7.37 ppm. Deux signaux ont
également pu étre observés a 5.84 et 6.26 ppm. Ces derniers apparaissent respectivement sous forme de
doublet et de singulet intégrant chacun pour un proton. Ces éléments confirment que le composé 30a

correspond a I’alcéne (Figure 38) résultant d’une déshydratation du composé 30.
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Figure 38. Structure proposée pour le composé 30a.

Ce composé 30a, également appelé déhydroalanine est obtenu par une réaction d’élimination
(déshydratation) de la fonction alcool pouvant étre ou non activée sous diverses formes (carbonates*?,
esters sulfoniques*442). Le spectre RMN *H du composé 30a s’avére conforme a la littérature*?® nous
permettant de proposer un mécanisme réactionnel conduisant aux formations successives des composés
30 puis 30a (Schéma 48).
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Schéma 48. Mécanisme réactionnel proposé pour la formation des composés 30 et 30a.

Ce mécanisme réactionnel va se décomposer en deux étapes qui correspondent : i/ a la formation
du composé 30 et ii/ a la conversion du composé 30 en composé 30a. La premiere étape va correspondre
a une réaction acido-basique entre la fonction acide carboxylique du composé 29 et le carbonate de
potassium. Cette réaction va conduire a la formation du carboxylate de potassium T, qui va ensuite
réagir avec le bromure de benzyle pour former 1’ester benzylique 30. Dans un second temps, la base va
réagir avec le proton de I’aminoacide du composé 30. Cette réaction acido-basique va conduire a

I’élimination du groupement hydroxyle en position B. Cette 3-élimination va conduire a la formation du
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composé 30a observé en RMN !H. Afin d’éviter cette réaction de B-élimination, nous pourrions

diminuer le temps de réaction, réduire la quantité de base employée ou bien engager une base faible.

2.3.2.5- Réaction d’estérification de Steglich entre les composés 28 et 30

2.3.2.5.1- Présentation des conditions opératoires

Cette étape de synthese correspond a une estérification de Steglich entre la fonction acide

carboxylique du composé 28 et la fonction alcool de la L-sérine protégée 30 (Schéma 49).
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Schéma 49. Conditions opératoires de I'estérification de Steglich entre les composés 28 et 30.

2.3.2.5.2- Résultat expérimental de 'estérification de Steglich entre les composés 28 et 30

Les conditions opératoires de cette estérification ont permis d’isoler I’ester 31 avec un
rendement de 75 %. La structure du composé 31 a été confirmée par RMN *H. Le spectre RMN *H
présente dix-neuf protons aromatiques situés entre 6.91 et 7.37 ppm, correspondant aux protons
aromatiques de I’AS et des groupements protecteurs benzyle. La présence des groupements benzyle est
également confirmée par les trois singulets intégrant chacun pour deux protons entre 5.09 et 5.17 ppm.
La présence de la fonction aminoacide a quant a elle pu étre confirmée par la présence du doublet de
doublet a 4.59 ppm et du multiplet a 4.77 ppm intégrant respectivement pour un et deux protons.

2.3.2.6- Déprotection des groupements benzyle par hydrogénolyse catalytique
2.3.2.6.1- Présentation des conditions opératoires

Le composé 31 est ensuite engagé dans une déprotection des fonctions acide carboxylique,
amine et phénol qui sont respectivement protégées sous formes d’ester, de carbamate et d’éther

benzyliques. Afin de déprotéger ces trois fonctions, le composé 31 va étre engagé dans une réaction

d’hydrogénolyse catalytique en présence de palladium déposé sur charbon (Schéma 50).
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Schéma 50. Conditions opératoires de la réaction d'hydrogénolyse des fonctions a-aminoacide et phénol

du composé 31.

2.3.2.6.2- Résultat expérimental de la réaction d’hydrogénolyse catalytique du composé 31

Le composé 32 a pu étre obtenu avec un rendement de 26 %. La structure du composé 32, a été

confirmée par RMN (*H et 1*C) et spectrométrie de masse haute résolution (HRMS).

L’analyse RMN H permet de confirmer la perte des groupements benzyle par I’absence des
signaux compris entre 5.09 et 5.17 ppm et des protons aromatiques compris entre 7.25 et 7.67 ppm
présents sur le spectre du composé 31. Nous pouvons remarquer la présence de signaux intégrant pour
quatre protons compris entre 6.93 et 7.98 ppm. Ces signaux correspondent aux quatre protons
aromatiques de I’AS. La présence de trois doublets dédoublés a 3.79, 4.48 et 4.65 ppm, intégrant chacun
pour un proton confirme la présence de ’acide aminé sur la structure du conjugué. L’analyse RMN *C
permet également de confirmer la structure du composé par la présence des deux groupements carbonyle
a 168.8 et 174.9 ppm, des six carbones aromatiques entre 113.3 et 160.5 ppm et des deux carbones de
I’acide aminé présents respectivement a 53.2 (CH) et 65.1 ppm (CHy).

Le conjugué 32 a ensuite été analysé par HRMS, qui a permis de mesurer une valeur m/z de
226.0258 correspondant a I’espéce chargée [M+H]*. Cette valeur permet de confirmer la structure du

conjugué associant 32 I’AS a la L-sérine sans espaceur.

2.3.2.7- Bilan global de la synthése du conjugué 32

Le conjugué 32 a été obtenu avec un rendement global de synthése de 1 % en six étapes. Cette
valeur tres modeste est justifiée par des tres faibles rendements de synthése obtenus lors des deux étapes
de protection de la L-sérine et lors de 1’étape finale de déprotection. Afin d’optimiser cette voie de
synthése, nous pourrions modifier les groupements protecteurs employés pour protéger la fonction
aminoacide de la L-sérine par des groupements tert-butyle qui sont largement employés*?’2 et peuvent
étre facilement déprotégés. Il serait également intéressant de réaliser 1’étape finale de déprotection en
employant un alcool plus encombré comme tel que I’isopropanol comme solvant de réaction afin de

limiter la transestérification de la fonction ester entre I’AS et la sérine.
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2.3.3- Bilan des syntheses de conjugués d’AS sans espaceur

Ces deux voies de synthése ont permis d’aboutir a I’obtention de quatre conjugués associant
1I’AS a des acides aminés possédant des fonctions amine ou alcool. Ainsi, nous avons pu dans un premier
temps, obtenir une série de trois conjugués d’AS fonctionnalisé€s par une liaison amide via une voie de
synthése en deux étapes. Ces conjugués 26a (n = 1), 26b (n = 2) et 26¢ (n =4) ont pu étre obtenus de
facon aisée. Le quatriéme conjugué 32, associant I’AS a la L-sérine a également pu étre obtenu par une

voie de synthese en six étapes. Les structures des quatre conjugués obtenus sont présentées sur la Figure

39.
o) o) o) o
NMOH O/YJ\OH
H  NH, NH,
OH OH

n= 2, 26a 32
n= 2, 26b
n= 4, 26¢

Figure 39. Structures des conjugués associant I'AS a des acides aminés sans espaceur.

3- Synthese de conjugués associant I’AS (ou analogues) a un sucre

3.1- Synthese de conjugués associant I'AS ou ses analogues chlorés a du glucose

par un espaceur triazolique

Suite a I’obtention des conjugués d’AS et analogues associés a différents aminoacides et compte
tenu des résultats obtenus antérieurement au laboratoire®-*%, nous nous sommes intéressés a la synthese
de conjugués associant I’AS et ses analogues chlorés a du B-D glucose par un espaceur triazolique
(Figure 40).

0 HO
X %ﬂ“
H/\%N HO
N:N
OH
Y H

35a, X=Y=H.
35b, X=ClI, Y=H.
35¢, X=Y=CI.

Figure 40. Structure des conjugués associant I'AS (et analogues) a du D-glucose par un espaceur

triazolique. 35a, Conjugué acide salicylique-B-D-glucose. 35b, Conjugué acide 5-chlorosalicylique-p-

D-glucose. 35¢, Conjugué acide 3,5-dichlorosalicylique-B-D-glucose.
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Les conjugués 35a-c associent I’ AS ou ses analogues halogénés au -D-glucose par un espaceur
1,2,3-triazole. Ainsi, la partie substance active est fonctionnalisée par une liaison amide propargylique
tandis que le B-D-glucose portera la fonction azoture nécessaire a la cycloaddition conduisant au cycle
triazole. Afin de préparer ces conjugués 35a-c, nous avons proposé une voie de synthese en trois étapes
a partir des dérivés propargyliques d’acide salicylique 4a-c (voir 8 2.1.1.4, pages 67 & 70) et d’un dérivé

commercial de glucose, le bromure de 2,3,4,6-tétra-O-acétyl-a-D-glucopyranosyle (Schéma 51).

(o}
X
NN
OH
Y 4a,X=Y=H.
4b, X=CI, Y=H.
OAc NaN OAc 4c, X= Y= CL.
o alNs
A% A9,
AcOg, Synthése de OAc Couplage
I'azoture de 33 des
glucose composés
4a-c et 33
HO Déprotection AcO
o des o
X ° oﬁH fonctions o o%‘“
H N=r OH - H N=n OAc
OH ~N alcools du OH ~N
Y glucose Y
35a, X=Y=H. 34a, X=Y=H.
35b, X=Cl, Y=H. 34b, X=ClI, Y= H.
35¢c, X=Y=CI. 34c, X=Y=CI.

Schéma 51. Voie de synthése proposée pour les conjugués associant I’AS ou ses analogues chlorés a du

B-D-glucose par un espaceur triazolique.

Cette voie de synthése va débuter par une réaction de substitution nucléophile du second ordre
(Sn2) sur le bromure de 2,3,4,6-tétra-O-acétyl-a-D-glucopyranosyle par 1’azoture de sodium afin
d’obtenir I’azoture de glucose peracétylé 33. L’azoture 33 est ensuite engagé dans des réactions de
couplage par click chemistry avec les dérivés propargyliques d’AS (ou analogues) 4a-c, préalablement
synthétisés. Cette seconde étape va permettre d’obtenir les conjugués protégés 34a-c par click chemisty.
Ces conjugués pourront étre déprotégés afin d’obtenir les fonctions alcools libres du sucre conduisant

aux conjugués finaux 35a-c.
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3.1.1- Synthese de I'azoture de glucose 33 par substitution nucléophile Sx2

Cette premiére étape va correspondre a une réaction de substitution nucléophile Sn2 sur la
position anomérique du bromure de 2,3,4,6-tétra-O-acétyl-a-D-glucopyranosyle afin d’obtenir I’azoture
de glucose 33. Cette étape a été réalisée en adaptant les conditions opératoires de Silva**°, Jarrahpour®,
et Ibatullin®®? (Schéma 52). Ces conditions opératoires vont conduire a une inversion de configuration
absolue du carbone en position anomérique du glucose. Ainsi, le composé 33 va étre obtenu sous la

forme de I’anomere f3.

OAc NaN, OAc
o (5.6 €q.), o
) MO0,
AcOg,

Acétone/H,0, OAc
t.amb, 18 h 33

Schéma 52. Conditions opératoires pour la synthése de I'azoture de glucose peracétylé 33 (adaptées de
Silva*®, Jarrahpour®! et Ibatullin®3?).

L’azoture de B-D-glucopyranose 33 a pu étre obtenu avec un rendement de 88 %. Le composé
a ensuite été analysé par RMN H et *C. Ces analyses RMN sont conformes aux données de la

littérature*®.

3.1.2- Couplage entre les dérivés propargyliques 4a-c et I'azoture de glucose 33 par click

chemistry

La seconde étape de cette voie de synthése correspond a une réaction de cycloaddition [3+2]
de Huisgen entre 1’azoture de glucose 33 et les dérivés propargyliques 4a-c conduisant a la formation

des conjugués protégés 34a-c (Schéma 53).

OAc
o
Ax%oévum,
33 OAc
9 (1.0 éq.), o Ago
X CuS0,4.5H,0 (0.2 éq.), X Ac
H/\ Ascorbate de Na (0.4 éq.), H/\\/\N OAc ORC
> N: /
H N
° tBUOH/H,0, OH
Y 50°C Y
4a, X=Y=H. 34a, X=Y=H.
4b, X= CI, Y= H. 34b, X=CI, Y=H.
4c, X=Y=CI. 34c, X=Y=CI.

Schéma 53. Conditions opératoires des réactions de cycloaddition [3+2] de Huisgen entre les dérivés

d'AS propargyliques 4a-c et I'azoture de glucose 33.
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Tableau 15. Résultats expérimentaux des réactions de cycloaddition [3+2] de Huisgen entre I'azoture

de glucose 33 et les dérivés propargyliques 4a-c.

Alcyne Rendement

Entrées (%)

engagé

Les composés 34a-c ont été isolés avec des rendements respectifs de 83 %, 47 % et 40 %. Les
analyses RMN *H de ces composés ont permis de confirmer : i/ la formation du cycle triazole par la
présence d’un singulet intégrant pour un proton & 7.89 (34a), 8.31 (34b) et 7.90 ppm (34c). ii/ la présence
de la substance active avec des signaux entre 6.79 et 7.35 ppm (34a), 6.94 et 7.90 ppm (34b), 7.43 et
7.46 ppm (34c). iii/ la présence de la fonction phénol par un singulet intégrant pour un proton, observé
respectivement a 12.21 (34a), 12.39 (34b) et 12.79 ppm (34c). iv/ la présence du sucre par des signaux
intégrant pour un total de sept protons, compris entre 3.99 et 6.30 ppm correspondant aux CH et au CH,
de I’ose. v/ la présence des groupements acétyle du sucre sous la forme quatre singulets intégrant chaque

pour trois protons entre 1.80 et 2.08 ppm.

3.1.3- Déprotection des fonctions alcools du glucose en milieu basique

Les composés 34a-c sont déprotégés par méthanolyse des groupements acétyle permettant
d’obtenir les conjugués désirés. Afin d’obtenir ces fonctions alcools libres, la réaction de Zemplen*3+43¢
s’avere intéressante. Cette derniére implique du méthanolate de sodium (CH3ONa) qui est généré in-situ
par réaction du méthanol avec du sodium métallique. Ces conditions opératoires sont décrites par
Goyard et al**’, Shukla et al®® et Yu et al*® (Schéma 54). Dans ces conditions, les alcoolates sont
générés puis neutralisés par ’utilisation d’une résine échangeuse d’ion acide (Amberlite IRN-77)

permettant d’accéder aux conjugués 35a-c.

1) CH;ONa
o AcO (5.0-8.0 éq),
° pe tamb kﬁ
X tamb
OAc
NN Ghe /\(\
OH N=N 2) Amberlite
v IRN-77
34a, X=Y=H. 35a, X=Y=H.
34b, X=Cl, Y=H. 35b, X=CIl, Y=H
34c, X=Y=_ClI. 35¢c, X=Y=CI.

Schéma 54. Conditions opératoires des réactions de déprotection des fonctions alcools du glucose par

méthanolyse (adaptées de Goyard et al*®’, Shukla et al®*® et Yu et al*®).
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Entrées

Composé

engagé

N34

(mmol)

Equivalents

Na’°

Tableau 16. Résultats expérimentaux des réactions de méthanolyse des composés 34a-c.

Rendement

(%)

1 34a 4,74 6,0 80
2 34b 2,26 5,0 38
3 34c 0,50 8,0 75

Les composés 35a-c ont pu étre obtenus avec des rendements respectifs de 80 %, 38 % et 75 %.
Ces composés ont été analysés par RMN *H afin de confirmer la structure de ces bioprécurseurs. Ces
analyses montrent la perte des goupements acétyle par la disparition des quatres singulets intégrant
chacun pour trois protons entre 1.80 et 2.08 ppm présents sur les spectres des composés 34a-c.
L’apparition de quatre signaux intégrants chacun pour un proton entre 4.60 et 5.35 ppm pour le composé
35a et 4.63 et 5.36 ppm pour le composé 35b confirme la présence des fonctions alcools sur les

conjugués. Ces signaux n’ont cependant pas €té observées pour le composé 35c.

Ces trois composeés ont été analysés par HRMS, afin de mesurer les valeurs m/z de ces derniers.
Ainsi, les analyses ont permis de mesurer des valeurs respectives de 381.1429 (35a), 415.0993 (35b) et
447.0469 (35c). Ces valeurs correpondent aux espéces chargées [M+H]* pour les composés 35a-b et

[M-H] pour le composé 35c.

3.2- Bilan de la synthése des conjugués 35a-c

Nous avons ainsi pu obtenir une nouvelle série de conjugués associant I’acide salicylique ou ses
analogues chlorés au B-D-glucose par un espaceur 1,2,3-triazole. Les conjugués 35a-c ont pu étre
obtenus par une voie de synthese en trois étapes avec des rendements globaux de synthése de 58 %
(35a), 16 % (35b) et 26 % (35c).

4- Perspectives : synthése d’un conjugué associant I’acide salicylique a de la

L-sérine par un espaceur triazole

Aprés avoir validé la synthése de ces seize conjugués associant 1’acide salicylique ou ses
analogues chlorés a différents nutriments acides aminés ou glucose, nous avons également pu initier la
synthése d’un nouveau conjugué. Ce conjugué associe 1’acide salicylique a la L-sérine par un espaceur

1,2,3-triazole. La structure du conjugué est présentée sur la Figure 41.
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Figure 41. Structure du conjugué 42 associant l'acide salicylique a la L-sérine par un espaceur

triazolique.

Ainsi, afin de synthétiser ce composé, une voie de synthese en sept étapes peut étre proposée a
partir de la L-sérine non protégée et du dérivé propargylique de I’AS 4a. Cette voie de synthese est
présentée sur le Schéma 55. La premiére étape correspond a la protection sélective de la fonction acide
carboxylique de la L-sérine sous forme d’ester méthylique. Cette premiére étape a permis d’obtenir le
chlorhydrate d’ester méthylique 36 avec un rendement quantitatif (100 %). Le composé 36 a ensuite été
engageé dans une réaction de protection de sa fonction amine sous forme de carbamate de tert-butyle 37.
Le composé 37 a pu étre isolé avec un rendement de 68 % avant d’étre engagé dans une troisieme étape
correspondant a I’activation de la fonction alcool libre en présence de chlorure de para-toluénesulfonyle

(tosyle) afin de générer I’ester sulfonique 38. Le composé 38 a pu étre isolé a hauteur de 99 %.

oo
aa ke
o) o) o~o"o o)
SoCl, EtsN,
NH, CH30H, NH,.HCI CH,Cly, HN__O
reflux, 36 t. amb, 37 \f
100% 68% o

-10°C
puis t.amb,

\\ ,, Pyridine,
99%

o
CUSO4 5H20 \\ //
— Ascorbate NaN -~
EI/\'E’:,N ° de Na /\‘)L DEI:‘\/IF3 /©/ /\)k
OH - -~
o
o Mg t-BUOH, \f 70-80°C \f
, r H,0, \k 50% \k
| 0 )T 50°C
CH,Cl, :
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\/
o
(0]
H/\K\Nw CHsONa, ©\)LN/\(\N o
=N e H _
OH HN O™ CH30H on N°N /H
H-N OH
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Schéma 55. Voie de synthése du conjugué 42.
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L’azoture 39 a pu étre isolé avec un rendement de 50 %. Le composé 39 et le dérivé
propargylique 4a ont ensuite été engagés dans une réaction de click chemistry afin d’obtenir le conjugué
protégé 40 présentant 1’espaceur triazolique. Ce dernier a pu étre obtenu avec un rendement de 82 %o.
La voie de synthése n’a cependant pas pu aboutir a 1I’obtention du composé final par manque de temps

et les étapes de déprotection de la fonction a-aminoacide restent a réaliser.

Une fois, le conjugué 42 synthétisé, nous pourrons initier la synthése d’un nouveau conjugué
associant 1’acide salicylique a un hydroxyaminoacide afin de réaliser une nouvelle série de composés

sans espaceur. Ainsi, la L-tyrosine serait associée a I’AS par sa fonction phénol (Figure 42).

o)

o} OH
NH,

OH

Figure 42. Structure du conjugué associant I'AS a la L-tyrosine sans espaceur.

Ainsi, au cours de ces travaux, nous avons obtenu seize bioprécurseurs associant 1’acide
salicylique ou ses analogues mono ou dichlorés a différents nutriments aminoacide ou glucose. Cela a
permis de valider des voies de synthése multi-étapes conduisant a des conjugués ou série de composés
désirés. Cependant, la chiralité de ces molécules et de leurs intermédiaires réactionnels n’a pas été
cofirmée. En effet, au cours des différentes synthéses réalisées, nous avons employé des bases telles que
la DMAP, la triethylamine, de I’hydrure de sodium, de ’hydroxyde de sodium ou bien encore des bases
carbonatées (K.COs, NaHCOs).

L’emploi de ces bases conduit a la racémisation des centres stéréogeénes tels que ceux présents
sur les nutriments a-aminoacide ou glucose. Afin de confirmer la racémisation du centre stéréogéne des
nutriments, les fomes finales des bioprécurseurs ainsi que leurs intermédiaires réactionnels seront
analysés par chromatographie liquide chirale (HPLC chirale). Ces analyses de chiralité de nos composés

s’averent donc primordiales avant de réaliser les études des propriétés biologiques de ces derniers.

Si la racémisation des composés est confirmée, nous devrons réléchir & des stratégies de
synthese limitant la perte de I’information chirale. Ainsi, nous porrons dans un premier temps employer
de I’hydroxybenzotriazole (HOBL) a la place de la DMAP lors des étapes de condensation avec I’EDCI.
11 serait également intéressant d’employer des produits commeriaux dont la fonction a-aminoacide est
déja protégée. Cela réduirait le nombre d’étapes de synthése et I’emploi de bases conduisant a la

racémisation du centre stéréogene.
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Chapitre 3 : Etudes de l'activité biologique
potentielle de six bioprécurseurs associant
'acide salicylique ou ses analogues chlorés a
un acide aminé ou un sucre

Présenté sous la forme d’un article scientifique soumis au journal Pest Management Science le
23/01/2022 puis apres correction le 24/04/2022. Synthesis, phloem mobility and induced plant resistance
of synthetic salicylic acid amino acid or glucose conjugates. Benoit GUICHARD, Hanxiang WU,
Sylvain LA CAMERA, Richa HU, Cécile MARIVINGT-MOUNIR, Jean-Frangois CHOLLET.
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1- Introduction

Les six bioprécurseurs associant I’acide salicylique (AS) et ses deux analogues chlorés a I’acide
L-glutamique (6a-c) ou au B-D-glucose (35a-c) avec un espaceur triazole ont fait I’objet d’une premicre
étude de leurs propriétés biologiques. Leurs composés parents (acides salicylique, 5-chlorosalicylique
et 3,5-dichlorosalicylique) ont été intégrés a cette étude comme base de comparaison. Les résultats

obtenus sont présentés sous la forme d’une publication soumise au journal Pest Management Science.

Dans un premier temps, cet article décrit les synthéses des bioprécurseurs 6a-c et 35a-c (déja
présentées en parties 2.1.1, pages 63 a 74 et 3.1, pages 112 a 117). Les numérotations des conjugués
sont différentes de celles utilisées dans les précédents chapitres du manuscrit. Les concordances de
numéros attribués aux conjugués dans 1’article sont mentionnées dans le Tableau 17. Nous utiliserons

ci-aprés la nomenclature de I’article.

Tableau 17. Attribution des numéros des bioprécurseurs dans l'article scientifique

Structure des bioprécurseurs Substituants O MU
manuscrit article
X N
o N:N,N’\’N;/\’}OH X=Cl, Y=H 6b 8b
Y o
NHz | X=Y=ClI 6c 8c
o HO X=Y=H 35a 9a
x Lo
Q\)LH/\NVT\,N o X=Cl, Y=H 35b %b
=N
OH
v X=Y=Cl 35¢ 9

Les propriétés biologiques de ces six conjugués ont pu étre étudiées grace a une collaboration
avec le Dr Hanxiang Wu travaillant au State Key Laboratory for Biology of Plant Diseases and Insect
Pests, Institute of Plant Protection, situé a Beijing. L article présente dans un premier temps les résultats
de mobilité phloémienne des conjugués 8a-c, 9a-c et des composés parents réalisés sur des plantules de
ricin. La seconde partie de ces études s’intéresse a I’activité fongicide directe de ces neuf molécules sur
un pathosysteme modele, le champignon Bipolaris maydis responsable de 1’helminthosporiose du mais.
La troisiéme partie est consacrée a I’activité des bioprécurseurs et de leurs molécules parentes a induire
chez le mais (Zea mays) une résistance contre Bipolaridis maydis. Enfin, lors de la derniére partie, la

capacité des conjugués a induire I’expression de deux genes de défense a été évaluée.
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2- Matériel et méthodes

2.1-  Produits chimiques

Les différents solvants employés pour les synthéses organiques ont été achetés auprés d'Acros
Organics (Fisher Scientific SAS, lllkirch, France). Les réactifs utilisés ont été achetés a : i/Acros
Organics (bromure de 2,3,4,6-tétra-O-acétyl-alpha-D-glucopyranosyle, acide 5-chlorosalicylique,
sulfate de cuivre pentahydraté, ascorbate de sodium, azide de sodium). ii/ TCI Europe N.V. (Paris,
France ; bromhydrate de 2-bromoéthylamine, acide 3,5-dichlorosalicylique, chlorhydrate de 1-(3-
diméthylaminopropyl)-3-éthylcarbodiimide (EDCI), ester 1-tert-butylique d'acide N-Boc-L-
glutamique, propargylamine). iii/ Alfa Aesar (Thermo Fisher GmbH, Kandel, Allemagne ; 4-
diméthylaminopyridine (DMAP), anhydride acétique, Amberlite IRN 77, acétate de sodium). iv/ Sigma
Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne ; acide salicylique, aspirine, acide 2-(N-
morpholino)éthanesulfonique monohydraté [tampon MES]). v/ Solarbio (Solarbio Science &
Technology Co., Ltd., Beijing, Chine ; agent de surface Silwet-L77, Tween-20).

2.2-  Synthése des bioprécurseurs d’acide salicylique

Les réactions décrites dans cet article ont été réalisées sous atmosphére inerte d’azote. Toutes
les réactions ont été suivies par analyse chromatographie sur couche mince (CCM) en utilisant des
plagues a couche mince en gel de silice Merck 60F-254. La chromatographie sur colonne a été réalisée
sur gel de silice Merck 60 (0,015-0,04 mm). Les points de fusion ont été mesurés sur un appareil a point
de fusion Biichi B-540 et ne sont pas corrigés. Les analyses RMN H et 3C ont été réalisées dans le
chlorofome deutéré (CDCIs) ou le DMSO-ds a l'aide de spectrométres Bruker AVANCE 400 MHz ou
Bruker UltrashieldTM 500 Avance NEO, respectivement a des fréquences de 400 ou 500 MHz pour les
expériences *H et de 101 ou 126 MHz pour les expériences *C. Des expériences DEPT (90 et 135) et
2D (*H-13C et 'H-'H) ont été réalisées pour confirmer l'attribution des signaux RMN. Les déplacements
chimiques sont rapportés comme des valeurs 0 exprimées en parties par million (ppm) par rapport au
tétraméthylsilane (TMS) comme standard interne et les constantes de couplage (J) sont données en hertz
(Hz). Les abréviations suivantes sont utilisées pour décrire les profils de pic lorsque cela est approprié :
s (singulet), d (doublet), t (triplet), g (quartet), m (multiplet). Les spectres de masse a haute résolution
ont été obtenus sur un spectrométre Bruker Q-TOF Impact HD utilisant une source d'ionisation

électrospray (ESI).
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2.3-  Matériel végétal et souche fongique

2.3.1- Test de mobilité phloémienne (systémie)

Les graines de ricin (Ricinus communis) proviennent de I'Académie des sciences agricoles de
Zibo (Shandong, Chine) et ont été placées dans de la ouate humide pendant vingt-quatre heures a 27°C
+ 1°C avant d'étre semées dans de la vermiculite arrosée avec de I'eau du robinet. Les semis ont été
cultivés dans une atmosphére humide (80% + 5%) a 28°C + 1°C.

2.3.2- Activité sur la réponse de défense des plantes

Deux agents pathogenes ont été utilisés comme souches expérimentales lors de ces études.
Bipolaris maydis est I'agent causal de la maladie de la brilure (helminthosporiose) des feuilles du mais.
Ce derier a été isolé a Gongzhulin dans la province du Jilin en Chine. Fusarium graminearum est quant
a lui un agent pathogéne du sol qui provoque la pourriture des tiges (fusariose) du mais, qui a également
été isolé a Gongzhulin en Chine. B. maydis et F. graminearum ont été cultivés respectivement sur des
plaques de gélose a la farine d'avoine (OA dans I’article) et de gélose au dextrose de pomme de terre
(PDA dans I’article) a 28°C avant de collecter les conidies pour I'inoculation. La lignée consanguine de
mais B73 a été cultivée dans une chambre de croissance Conviron a 28°C avec une photopériode de

seize heures pendant deux a trois semaines.
2.4-  Collecte et analyse de la seve phloémienne

La méthode de collecte de la séve était similaire a celle décrite précédemment®®. La séve
phloémienne a été analysée par chromatographie liquide a haute performance (HPLC) sur un
chromatographe Agilent Technologies 1260 aprés dilution avec de I'eau de qualité UHQ (1:9 ; v/v). Une
colonne en phase inverse Agilent SB-C18 (longueur 250 mm, diamétre interne 4,6 mm, 5 uM) a été
utilisée a un débit de 0,8 mL/min selon la procédure indiquée dans le Tableau 1 (Table 1 page 136). Le

volume d'injection était de 10 pL.
2.5-  Evaluation de I'activité sur la réponse de défnese des plantes

Les activités fongicides in vitro des bioprécurseurs d’AS contre Bipolaris maydis ont été
évaluées sur des plaques OA. Le composé a été dissous dans 1 mL d'éthanol absolu et dilué avec 5 mL
d'eau UHQ contenant 0,1% de Tween 80 a la concentration de 10 mM. Ensuite, 1 mL de la solution
mélange a été ajouté a 9 mL de milieu OA. La concentration finale de chaque composeé était de 1 mM
dans les boites de Pétri. La méme solution éthanolique sans composé testé a servi de contrble. Les
plaques ont été inoculées avec des bouchons de gélose (5 mm de diameétre) provenant d'une colonie de
la souche B. maydis en croissance depuis six jours et incubées dans I'obscurité a 28°C. Le diamétre de

la colonie a été mesuré six jours apres I'inoculation avec trois répétitions pour chaque traitement.
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Les essais d'infection du mais ont été réalisés en utilisant la lignée consanguine de mais B73.
Le composé testé a été pulvérisé (2 mL par plante) sur les feuilles des plantules de mais a une
concentration de 1 mM. Ce dernier a été solubilisé dans de I'éthanol (5 % du volume final de la solution
d'application) et dilué dans une solution tampon MES 10 mM (pH 5,0) contenant 0,15 % de Silwet-L77.
La méme solution d'application sans le composé testé a servi de controle. Apres deux jours, les deux
pathogénes ont été inoculés individuellement aux plantules de mais prétraitées. Les essais de tacheture
sur feuilles détachées ont été utilisés pour l'inoculation de B. maydis selon la méthode décrite

précédemment*,

La suspension conidienne de B. maydis a été préparée a une concentration finale de 1 x 10°
conidies/mL en inondant des plaques de culture de B. maydis agées de douze jours avec de I'eau distillée
stérile contenant 0,1 % (v/v) de Tween-20. Deux gouttelettes (10 uL chacune) de suspension conidienne
ont été déposées sur une feuille de mais détachée (10 cm de longueur) provenant de plantes prétraitées
par un conjugué. La feuille inoculée a été conservée dans une boite de Pétri contenant de I'eau stérile a
0,1 % de 6-benzylaminopurine, puis transférée dans une chambre & 28 °C et 90 % d'humidité relative
pendant quatre jours. La taille des lésions a été déterminée a I'aide du logiciel ImageJ aprés avoir été
photographiée.

L'inoculation artificielle de F. graminearum sur la tige de semis de mais a été réalisee comme
décrit précédemment par Sun et al***, 10 uL de suspensions conidiennes de F. graminearum (1,0 x 10°
conidies/ml dans 0,1 % de Tween-20) ont été déposés au point blessé de la tige de semis a l'aide d'une
pipette. Les semis ont €té maintenus a 28°C et sous 90% d'humidité relative pendant trois jours sans étre
déplacés. Les évaluations de la gravité de la maladie ont été effectuées a I'aide d'une échelle allant de 1
a 5 décrite par Sun et al**. La gravité de la maladie (%) =Y (nombre de plantes dans cette catégorie x
la catégorie) / (nombre total de plantes évaluées x la catégorie maximale) x 100. Il y avait trois

répétitions pour chague traitement.

Pour I'analyse de I'expression des genes liés a la défense, les plantules de mais ont également
été prétraitées avec les conjugués d’AS a 1 mM apres I'application foliaire. Les plantes traitées avec une
solution d'application vierge ont servi de controle. L'expression du non-expresseur des génes liés a la
pathogenese 1 (NPR1) et du géne marqueur de défense pathogenesis-related-1 (PR-1) a été mesurée a
I'aide de la PCR quantitative en temps réel (QRT-PCR) avec ou sans attaque de pathogénes. En l'absence
de provocation, les feuilles aux mémes positions des plantules ont été récoltées pour I'extraction de
I'ARN vingt-quatre heures aprés le traitement chimique. Dans le groupe exposé a B. maydis, la
suspension conidienne de B. maydis mentionnée ci-dessus (1 x 105 conidies/mL) a été pulvérisée sur
les plantules de mais (0,5 ml par plante) quarante huit heures aprés le traitement chimique, puis les
feuilles inoculées aux mémes positions ont été recueillies 24 h aprés I'inoculation. L'ARN total a été
extrait a l'aide du kit d'isolation de I'ARN total des plantes (FOREGENE, Chengdu, Chine). Un ADNc
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de premier brin a ensuite été synthétisé a l'aide d'un SuperMix One-Step gDNA Removal and cDNA
Synthesis (TransGen Biotech). Les amorces pour ZmNPR1 étaient 5'-
ACAAACTGCTGATGGTGATACG-3' (amorce directe) et 5'-GCAACTTCACAAGCTCAACATC-3'
(amorce inverse). Les amorces pour ZmPR1 étaient 5-CCACTACGGGGAGAACATCT-3' (amorce
avant) et 5-~AGTTGCAGGTGATGAAGACG-3' (amorce inverse). La gRT-PCR a été réalisée par un
systeme PCR en temps réel 7500 (Applied Biosystems, CA, USA) en utilisant le kit RealStar Green Fast
Mixture (Genestar). Les valeurs d'expression ont été normalisées par rapport a I'expression d'ACTIN1
en utilisant les amorces Actinl-F (5-GATTCCTGGGATTGCCGAT-3") et Actinl-R (5-
TCTGCTGCTGAAAAGTGCTGAG-3"). Le niveau de transcription a été calculé a l'aide de la méthode

2-AACT.35 Les expériences ont été€ répétées trois fois.
2.6-  Propriétés physicochimiques des molécules testées

Les propriétés physiciochimiques et descripteurs des composés parents et des bioprécurseurs
ont été prédits a I’aide du logiciel ACD / Labs Percept 2015 release (Build 2726) de Advanced
Chemistry Development, Inc (Toronto, Canada). Les propriétés calculées des composés sont présentées
dans le Tableau 2 (Table 2, page 139). Ces derniéres ont été sélectionnées en fonction de leur influence

sur le transport membranaire passif dans les plantes®°.
2.7-  Analyses statistiques

Afin d’examiner l'activité in vitro des différents composés sur la croissance radiale de Bipolaris
maydis, trois essais ont été réalisés pour chagque composé. Le test non paramétrique de Kruskal-Wallis
couplé au test de comparaison multiple de Dunn a été utilisé pour évaluer les différences statistiguement

significatives entre le contrdle et les neuf ensembles traités, en supposant une signification a p < 0,05.

Pour évaluer l'effet protecteur des composés parents et des bioprécurseurs contre les deux
champinons (Bipolaris maydis et Fusarium graminearum) sur le mais, des essais utilisant douze feuilles
détachées ou trois pots avec cing plantes ont été réalisés pour chaque produit, respectivement. Une
ANOVA a sens unique suivie du test HSD de Tukey a été réalisée pour évaluer les différences
statistiquement significatives entre le controle et les ensembles traités ou entre les différents composés

testés pour B. maydis, en supposant une signification a p < 0,05.

Pour étudier I'expression des génes ZmNPR1 et ZmPR1 liés a la défense dans les feuilles de
mais, une expérience représentative de trois échantillons a été sélectionnée parmi trois répétitions
présentant la méme tendance. Une ANOVA a sens unique suivie d'un test de comparaison multiple de
Dunnett a été réalisée pour évaluer les différences statistiquement significatives entre le contrdle et les

ensembles traités.
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3- Résumé des résultats obtenus

3.1-  Etude de la systémie phloémienne

La mobilité phloémienne des molécules parentes et des conjugués a été étudiée sur le modéle
ricin, largement employé pour étudier la systémie de xénobiontes (Figure 3, page 146). L’acide
salicylique (AS) présente une trés bonne mobilité avec un facteur de concentration (rapport de la
concentration dans la séve phloémienne / concentration dans le milieu d’incubation) de 5,7 dans la séve
phloémienne, corroborant ainsi une étude antérieure réalisée au laboratoire (environ 6,9)?, Les acides
5-chloro et 3,5-dichlorosalicylique ont des mobilités significativement plus faibles que celle de I’AS
avec des facteurs de concentration respectifs de 2.7 et 0.6. Il apparait clairement ici que la mobilité

phloémienne est corrélée négativement au nombre d’atomes de chlore dans la structure de la molécule.

Parmi les six bioprécurseurs, les composés 8a et 8c présentent une mobilité phloémienne
s’approchant de celle des molécules parents avec des facteurs de concentration respectifs de 3,4 et 0,52.
La mobilité des conjugués de B-D-glucose (9a-c) est nettement plus faible que celles des conjugués
d’acide aminé (8a-c) avec des facteurs de concentration respectifs de 0,04 ; 0,05 et 0,14. Ces résultats
suggerent que I’utilisation d’acides aminés est plus favorable que le glucose pour le transport des
bioprécuseurs dans le phloéme, en particulier pour le conjugué 8a associant I’AS a I’acide L-glutamique

qui présente une mobilité phloémienne remarquable chez le ricin.
3.2-  Etude in vitro de I'activité fongicide

L’activité fongicide directe des molécules parentes et des conjugués a ensuite été évaluée in

Vitro sur I’helminthosporiose, une maladie du mais provoquée par le champignon Bipolaridis maydis.

Les résultats obtenus (Figure 4, page 147) ont montré que 1’acide salicylique, les conjugués
d’acide aminé 6a-b et le dérivé glucosé 9b n’avaient pas d’activité antifongique directe sur le
champignon a une concentration de 1 mM. En revanche, nous avons pu observer une inhibition
significative de la croissance de Bipolaridis maydis de 47% et 56% pour les acides 5-chloro et 3,5-
dichlorosalicylique, de 56% pour le conjugué d’acide aminé 8c et de 39% pour les conjugués glucosés
9a et 9c (Figure 4, page 147). Ces cing composés présentent donc une activité antifongique directe a

une concentration de 1mM sur le développement in vitro de B. Maydis.
3.3- Evaluation in vivo de I'activité protectrice sur I’helminthosporiose du mais

L’activité élicitrice des six bioprécurseurs et des trois molécules parents contre Bipolaridis
maydis a été étudiée sur des feuilles de mais (Zea mays). Les résultats ont mis en évidence une
augmentation significative de la résistance du mais a ’infection de 1’agent fongique (Figure 5, page

149).
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Les trois composés parents (AS et analogues) ont montré une bonne activité pour prévenir le
développement de B. maydis, en particulier ’acide 3,5-dichlorosalicylique qui induit une réduction de
la taille des Iésions de 66%. Les traitements avec les conjugués d’acide aminé permettent une diminution
de lataille des Iésions de 42% pour 8a, 43% pour 8b et 32% pour 8c (Figure 5, page 149). Les traitements
avec les conjugués glucosés ont entrainé une diminution de la taille des Iésions de 31% pour 9a, 28%
pour 9b et 37% pour 9c. Ces résultats nous indiquent que les conjugués d’acide aminé et de glucose ont
un niveau d’activité comparable. Les conjugués 8a et 9a ont un niveau d’activité trés proche de celui de
leur composé parent (AS). Cela démontre que 1’ajout d’un acide aminé ou un sucre n’a pas d’impact sur
I’activité biologique de I’AS contre Bipolaridis maydis. Par ailleurs, en comparant le conjugué 8c et les
conjugués glucosés 9b-c a leurs composés parents respectifs, nous avons pu constater une augmentation
de la taille des Iésions. Ceci suggere que la présence d’un acide aminé ou un sucre a un impact négatif

sur ’activité des acides 5-chloro et 3,5-dichlorosalicyliques.
3.4-  Evaluation in vivo de I'activité protectrice a distance sur la fusariose du mais

Le traitement des feuilles de mais avec les composés parents et les six bioprécurseurs ne permet
pas de distinguer si I’effet antifongique contre Bipolaris maydis résulte d’une résistance systémique
induite dans les plantes ou de I’effet fongicide direct des composés. Ainsi, de noux essais biologiques
in vivo ont été réaliseés afin d’évaluer I’effet protecteur a distance des bioprécurseurs d’AS (et analogues)
sur la pourriture de la tige du mais causée par le champignon Fusarium graminearium (Figure 6A, page
151). Ces manipulations ont mis en évidence que les acides salicylique et 3,5-dichlorosalicylique ne
présentaient aucune activité protectrice contre Fusarium graminearium tandis que 1’analogue 5-CIAS
présente une atténuation de la gravité de la maladie de 13,4%. Le traitement avec les conjugués d’acides
aminés 8a et 8b a significativement réduit la gravité de la maladie de 18,7% et 24% alors que les quatres

autres bioprécurseurs ne présentent pas d’effet bénéfique (Figure 6B, page 151).
3.5- Etude de I'induction de I'expression de génes liés a la défense du mais

NPR1 et PR1 jouent des réles importants dans la voie de signalisation de ’acide salicylique
chez les plantes. Chez Arabidopsis, il a été montré que NPR1 était le récepteur de I’AS, et la liaison de
ce dernier a NPR1 était une condition préalable a la transcription de PR1%, L’étude de Dactivité des
molécules parentes et des conjugués d’AS a été réalisée sur deux génes du mais, les génes ZmMNPR1 et
ZmPR1. Les résultats obtenus (Figure 7, page 153) vingt-quatre heures aprés I’inoculation de Biploaridis
maydis ont mis en évidence que les bioprécurseurs sont capables d’induire des réponses de défense des
plantes a I’exception des composés 8c et 9a. Concernant le géne ZmNPR1, une augmentation
significative de 3,5 fois de I'expression de ce dernier a été observée par rapport au contréle apres le
traitement avec le conjugué 9b (Figure 7A-B, page 153). Les plantes traitées avec le conjugué 8b
présentaient la plus forte expression (2,3 fois) du géne marqueur PR1 sensible a I’AS (Figure 7C-D,

page 153). Les conjugués d'acides aminés 8a et 8b ont induit une régulation positive des deux genes de
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maniére similaire a leurs composés parents vingt-quatre heures aprés inoculation de Biploaridis maydis,
tandis que les conjugués de glucose 9b et 9¢ n‘ont augmenté que I'expression de ZmNPR1, montrant des

schémas différents de leurs composés parents au méme moment.
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ABSTRACT

BACKGROUND: The growing demand for food, combined with a strong social expectation
for a diet produced with fewer conventional agrochemical inputs, has led to the development
of new alternatives in plant protection worldwide. Among different possibilities, the stimulation
of the plant innate immune system by chemicals represents a novel and promising way. The
vectorization strategy of an active ingredient that we previously developed with fungicides can
potentially extend to salicylic acid (SA) or its halogenated analogues.

RESULTS: Using the click chemistry method, six new conjugates combining SA or two
mono- or di-halogenated analogues with L-glutamic acid or f-D-glucose via a 1,2,3-triazole
nucleus have been synthesized. Conjugate 8a, which is derived from SA and glutamic acid,
showed high phloem mobility in the Ricinus model, similar to that of SA alone despite a much
higher steric hindrance. In vivo bioassays of the six conjugates against two maize pathogenic
fungi Bipolaris maydis and Fusarium graminearum revealed that, unlike SA, the amino acid
conjugate 8a with good phloem mobility exerted a protective effect not only locally at the
application site, but also in distant stem tissues after foliar application. Moreover, compounds
8a and 8b induced up-regulation of both defense-related genes ZmNPRI and ZmPR1 similar to

their parent compounds upon challenge inoculation with B. maydis.

CONCLUSION: The vectorization of salicylic acid or its halogenated derivatives by
coupling them with an a.-amino acid can be a promising strategy to stimulate SA-mediated plant

defenses responses against pathogens outside the application site.

KEYWORDS

Salicylic acid; Integrated pest management; defense elicitor; Vectorization strategy; Maize stalk

rot; Southern corn leaf blight
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1 INTRODUCTION

Over the last seven decades, the advent of organic chemistry and the emergence of plant protection
products contributed to an increase in crop yields that was previously technically impossible. However,
undesirable effects of agrochemicals on human health and the environment have soon become
apparent."> 2 In addition, repeated use of single-site acting compounds caused pesticide resistance in
pests, which in turn resulted in raising the economic costs of agrochemical use.® Fungicide resistance in
some pathogens was detected after only 2 years of product introduction.* Hence, there is an urgent

6

necessity for the innovation of green pest management technologies,> ¢ including new and safer

agrochemicals.’

In the long-term competitive host-pathogen coevolution, plants have formed multilevel defense
mechanisms to combat pathogen infection, including increasing cell wall strength, synthesizing
antibacterial secondary metabolites, expressing pathogenesis-related proteins and hypersensitivity
response.®? One particular inducible systemic immune response, known as systemic acquired resistance
(SAR), mediates long-lasting broad-spectrum resistance to a wide range of pathogens in uninfected
tissue to prevent second infection.!® ! At present, the development of certain natural and synthetic
chemical inducers that can trigger similar plant defense systems has become an important way to
promote green plant protection. !>

Exogenous application of defense-related hormone salicylic acid (SA) and SA analogs has been
reported to induce SAR-like responses.'? SA showed fungistatic effect for limiting the growth of
parasitic fungi in vitro" or in vivo when it is brought exogenously to the plants.'® However, it is rapidly
metabolized,'” '® which can limit its practical use. To overcome this problem, synthetic analogues have
been proposed such as acibenzolar-S-methyl' and 2,6-dichloroisonicotinic acid (INA).2>?2 The strategy
proposed here is different and involves the prodrug concept. In previous works, it was shown that by
coupling an active ingredient to a nutrient, mainly an [ J-amino acid, the resulting conjugates could be
recognized and manipulated by the plasma membrane transporters of the sieve element-companion cell

complex and thus be translocated to new growth via the phloem sap.?*® The nutrient promoiety, amino
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27.28 as well as the structure of the spacer arm that connects the active substance to the

acid or sugar,
nutrient,?’ play key roles in the rate of conjugate translocation and bioactivation. In some cases, it has
been shown that the conjugates released the active substance progressively and thus exhibited prodrug

behavior.?* 2% 30

The objective of this work was to synthesize new conjugates associating salicylic acid or two
mono- or dichlorinated analogues with a nutrient promoiety. Regarding the latter, L-glutamic acid was
first chosen because its additional carboxylic acid function was necessary to ensure the binding with the
active ingredient while keeping free a-amino acid function,®! thus allowing the recognition by the amino
acid transporters of the plasma membrane. In order to study the influence of the nutrient on the biological
properties, a similar series with B-D-glucose was also prepared. The binding between salicylic acid or
its halogenated analogues and the nutrient was achieved by a click chemistry procedure. The phloem
systemicity of the six resulting conjugates was then estimated using the Ricinus model. Finally, the
defense-inducing activities of the resulting conjugates were evaluated on maize seedlings inoculated
with two pathogens that are responsible for southern corn leaf blight and maize stalk rot, respectively.
The expression profiles of two defense-related genes ZmNPRI and ZmPR1 were also studied after

treatment with the conjugates.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Chemicals

The different solvents used for the organic syntheses were purchased from Acros Organics (Fisher
Scientific SAS, Illkirch, France). The reagents used were purchased from Acros Organics (2,3,4,6-tetra-
O-acetyl-alpha-D-glucopyranosyl bromide, 5-chlorosalicylic acid, copper sulfate pentahydrate, sodium
ascorbate, sodium azide), TCI Europe N.V. (Paris, France; 2-bromoethylamine hydrobromide, 3,5-
dichlorosalicylic acid, (1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDCI), N-Boc-
L-glutamic acid 1-tert-butyl ester, propargylamine), Alfa Aesar (Thermo Fisher GmbH, Kandel,
Germany; 4-dimethylaminopyridine (DMAP), acetic anhydride, Amberlite IRN 77, sodium acetate),

Sigma Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Germany; salicylic acid, aspirin, 2-(N-
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morpholino)ethanesulfonic acid monohydrate [MES buffer]), Solarbio (Solarbio Science & Technology

Co., Ltd., Beijing, China; surfactant Silwet-L77, Tween-20).

2.2 Synthesis

Some reactions were carried out under nitrogen. All reactions were monitored by TLC analysis
using Merck silica gel 60F-254 thin-layer plates. Column chromatography was carried out on silica gel
Merck 60 (0.015-0.04 mm). Melting points were determined on a Biichi B-540 melting point apparatus
and are uncorrected. 'H and '*C NMR spectra were performed in CDCl; or DMSO-ds using a Bruker
AVANCE 400 MHz or a Bruker Ultrashield™ 500 Avance NEO spectrometer, respectively at 400 or
500 MHz frequencies for 'H experiments and 101 or 126 MHz for '*C experiments. DEPT (90 and 135)
and 2D experiments ('H-"*C and 'H-'H) were used to confirm the NMR peak assignments. Chemical
shifts are reported as O values in parts per million (ppm) relative to tetramethylsilane (TMS) as internal
standard and coupling constants (J) are given in hertz (Hz). The following abbreviations are used to
describe peak patterns when appropriate: s (singlet), d (doublet), t (triplet), q (quartet), m (multiplet).
High-resolution mass spectra were obtained on a Bruker Q-TOF Impact HD spectrometer using an

electrospray ionization source (ESI).

2.3 Plant material and fungal strain
2.3.1 Systemicity test

Castor bean seeds (Ricinus communis L. cv Sanguineus), obtained from Zibo Academy of
Agricultural Sciences (Shandong, China) were placed in wet cotton wool for 24 h at 27°C + 1°C prior
to sowing in vermiculite watered with tap water. Seedlings were grown in a humid atmosphere (80% +

5%) at 28°C £+ 1°C.

2.3.2 Activity on plant defense response

Two pathogens were used as an experimental strain. Bipolaris maydis, the causal agent of
southern-corn leaf blight disease, was isolated in Gongzhulin, Jilin, China. Fusarium graminearum is a
soil-born pathogen that causes stalk rot of maize, which was also isolated in Gongzhulin, Jilin, China.
B. maydis and F. graminearum were grown on oat-meal agar (OA) and potato dextrose agar (PDA)

medium plates at 28°C before collecting conidia for inoculation, respectively. Maize B73 inbred line
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was grown in Conviron growth chamber at 28°C with a 16 h photoperiod for 2-3 weeks.

2.4 Phloem sap collection and analysis

The sap collection method was similar to that previously described *2. The phloem sap was analyzed
using an Agilent Technologies 1260 high-performance liquid chromatography after dilution with UHQ
grade water (1:9; v/v). An Agilent SB-C18 reversed-phase column (length 250 mm, internal diameter
4.6 mm, 5 pM) was used at a flow rate of 0.8 mL/min in accordance with the procedure set out in Table

1. The injection volume was 10 pL.

Table 1. Chromatographic data for tested products

Product Mobile phase (gradient) UV detection Retention time
(nm) (min)
Time Methanol Water + 0.1%
(min) (%) TFA (%)
t=0 30 70 234
SA t=16 85 15 15.7
8a t=18 85 15 8.4
9a t=20 30 70 9.5
t=23 30 70
t=0 45 55 230
5-CISA t=16 90 10 16.3
8b t=18 90 10 8.2
9b t=20 45 55 9.5
t=23 45 55
t=0 55 45 240
3,5-diCISA t=16 90 10 171
8c t=18 90 10 9.0
9¢ t=20 55 45 10.4
t=23 55 45

2.5 Evaluation of activity on plant defense response

The in vitro fungicidal activities of SA conjugates against B. maydis were evaluated on OA plates.
The compound was dissolved in 1 mL of absolute ethanol and diluted with 5 mL of sterile water
containing 0.1% Tween 80 at the concentration of 10 mM. Then, 1 mL of mixture solution was added

to 9 mL OA medium. The final concentration of each compound was 1 mM in petri dishes. The same
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ethanol solution without tested compound was served as control. The plates were inoculated with agar
plugs (5 mm diameter) from a 6-day-old growing colony of B. maydis strain and incubated in the dark
at 28°C. The colony diameter was measured 6 days after inoculation. There were three replications for
each treatment.

Maize infection assays were performed using inbred line B73. Tested conjugate was sprayed (2 mL
per plant) on the leaves of maize seedling at a concentration of 1 mM. The conjugate was solubilized in
ethanol (5% of final volume of application solution) and diluted with 10 mM MES buffer solution (pH
5.0) containing 0.15% Silwet-L77. The same application solution without tested compound was served
as control. After 2 days, the two pathogens were individually inoculated to pretreated maize seedlings.
Detached-leaf-spotting assays were used for the inoculation of B. maydis according to previous
described method.** The conidial suspension of B. maydis was prepared at a final concentration of 1 x
10° conidia/mL by flooding 12-day-old B. maydis culture plates with sterile distilled water containing
0.1% (v/v) Tween-20. Two droplets (10 pL each) of conidial suspension were spotted on to a detached
maize leaf, (10 cm in length) from conjugate pretreated plants. The inoculated leaf was kept in a Petri
dish that contained 0.1% 6-benzylaminopurine sterile water and then transferred to a chamber at 28°C
and 90% relative humidity for 4 days. The lesion size was determined using Imagel software after
photographing. Artificial inoculation of F graminearum on maize seedling stem was performed as
described previously by Sun et al.** 10 pL of conidial suspensions of F graminearum (1.0 x 10°
conidia/ml in 0.1% Tween-20) was dropped to the wounded point of seedling stem using a pipette. The
seedlings were maintained under a condition at 28°C and 90% relative humidity for 3 days without
moving. Disease severity assessments were performed using a scale ranging from 1 to 5 described by
Sun et al.3* The disease severity (%) = Y. (Number of plants in that rating x rating)/(total number of
plants assessed x maximum rating) x 100. There were three replications for each treatment.

For the analysis of defense-related gene expression, maize seedlings were also pretreated with 1
mM SA conjugates following foliar application. Plants treated with blank application solution were used
as control. The expression of the non-expressor of pathogenesis-related genes 1 (NVPR1) and the defense
marker gene pathogenesis-related-1 (PR-7) was measured using quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

with or without pathogen challenge. In the absence of challenge, the leaves at the same positions of
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seedlings were harvested for RNA extraction 24 h after chemical treatment. In B. maydis challenged
group, the abovementioned conidial suspension of B. maydis (1 x 10° conidia/mL) was sprayed on the
maize plantlets (0.5 mL per plant) 48 h after chemical treatment, then the inoculated leaves at the same
positions were collected 24 h post-inoculation. Total RNA was extracted using Plant Total RNA Isolation
Kit (FOREGENE, Chengdu, China). First-strand cDNA was subsequently synthesized using a One-Step
gDNA Removal and cDNA Synthesis SuperMix (TransGen Biotech). Primers for ZmNPRI were 5’-
ACAAACTGCTGATGGTGATACG-3’ (forward primer) and 5’-GCAACTTCACAAGCTCAACATC-
3’ (reverse primer). Primers for ZmPR1I were 5’-CCACTACGGGGAGAACATCT-3’ (forward primer)
and 5’-AGTTGCAGGTGATGAAGACG-3’ (reverse primer). qRT-PCR was performed by a 7500 Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, CA, USA) using the kit of RealStar Green Fast Mixture
(Genestar). The Expression values were normalized to the expression of ACTINI using the primers
Actinl-F (5’-GATTCCTGGGATTGCCGAT-3") and Actinl-R (5°-
TCTGCTGCTGAAAAGTGCTGAG-3’). The transcription level was calculated using the 2-44¢T
method.* The experiments were repeated three times.

2.6 Physicochemical properties

Physicochemical properties and descriptors were predicted using ACD / Labs Percepta 2015 release
(Build 2726) software from Advanced Chemistry Development, Inc. (Toronto, Canada). The calculated

properties (Table 2) were chosen according to their influence on passive membrane transport in plants

36
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Table 2. Structures, chemical descriptors and physicochemical properties of the studied compounds computed with ACD/Labs Percepta 2015 release (Build 2726) software. The interpretation of the computed properties to
predict crossing a biological membrane is given according to Lipinski’s rule of five (MW < 500 Da; HBD < 5; HBA < 10; Log P < 5.0) and to Veber rule (FRB < 10; PSA < 140 A?). At biological pHs (from 5.0 to 8.0), the
carboxylic acid functions of salicylic acid and its chlorinated analogues are predicted to be totally in their dissociated form (pKa = 3.0 £ 0.1 for SA, 2.6 £ 0.1 for 5-CISA and 2.0 + 0.1 for 3,5-diCISA) and amino acid conjugates

8a-8c are predicted to be under their zwiterrionic form. MW: molecular weight; HBD: number of hydrogen bond donors; HBA: number of hydrogen bond acceptors; FRB: free rotatable bonds; PSA: polar surface area

LogD LogD Lipinski Veber

Product name / PSA ’s rule rules
number Structure MW  HBD HBA (pH (pH FRB A2 of five  violation
5.0) 8.0) violation
Salicylic acid 13812 2 3 037  -168 1 57.53 0/4 0/2
(SA)
5-chlorosalicylic )
2cid (5.CISA) @% 17257 2 3 0.82 0.87 1 57.53 0/4 0/2
3,5-
dichlorosalicylic Qﬁk 20701 2 3 102 022 1 57.53 0/4 0/2
acid (3,5-diCISA)
8a @ NARN %\j 39039 6 11 -066 -08 10 17246  2/4 1/2
8b @% M 42484 6 11 026 037 10 17246  2/4 1/2
8c \Q& M 45928 6 11 0.97 0.05 10 17246  2/4 1/2
9%a @ OH 380.35 6 11 -062  -0.80 5 17019  2/4 1/2
OH
9b \Q\X OH 41480 6 11 034  -0.44 5 17019  2/4 1/2
9c T@\* OH 44924 6 11 109 042 5 17019  2/4 1/2
OH
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2.7 Statistical analyses

To examine the in vitro activity of the different products on the radial growth of B. maydis, three
assays were performed for each compound. The Kruskal-Wallis nonparametric test coupled with Dunn’s
multiple comparison test was used to assess statistically significant differences between the control and
the nine treated sets, assuming significance at p < 0.05.

To evaluate the protective effect of parent compounds and the conjugates against B. maydis and F.
graminearum on maize, assays using twelve detached leaves or three pots with five plants were
performed for every product, respectively. A one-way ANOVA followed by Tukey’s HSD test was
performed to assess statistically significant differences between the control and the treated sets or among
the different compounds tested for B. maydis, assuming significance at p < 0.05.

To investigate the expression of the defense-related genes ZmNPRI and ZmPRI in maize leaves, a
representative experiment with 3 samples was selected from three replicates showing the same trend. A
one-way ANOVA followed by a Dunnett's multiple comparison test was performed to assess statistically

significant differences between the control and the treated sets.

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Synthesis of L-glutamic acid and B-D-glucose conjugates

In previous work, we described the three-step synthesis of conjugates that associated fenpiclonil,
a fungicide from the phenylpyrrole family, with a nutrient that could be an amino acid or a sugar. While
an active transporter recognizes these compounds, they are manipulated in different ways. The
fenpiclonil-glutamic acid conjugate showed a much more favorable phloem mobility than fenpiclonil-
glucose conjugate.?” Similarly, the structure of the spacer arm that connects fenpiclonil to the nutrient
greatly influences the phloem mobility of the conjugate.? Surprisingly, the latter has proven to be an

excellent tool to study the properties of sucrose carriers in plants.?®

In this work, we have developed a four-step method for the synthesis of new conjugates
associating salicylic acid or two chlorinated analogues with L-glutamic acid or f-D-glucose: i/ the first
step consisted in obtaining azides from glutamic acid or glucose whose reactive functions were protected
to avoid unwanted side reactions in the following stages; ii/ the second step allowed to obtain propargyl
derivatives from salicylic acid and its halogenated analogues that will be coupling partners for
subsequent click chemistry reactions; iii/ in the third step, the two derivatives obtained during the
previous stages were condensed by a click chemistry process to give the protected conjugates with a
spacer arm containing a 1,2,3-triazole ring and finally, iv/ the [1-amino acid function of glutamic acid
or hydroxyl groups of glucose were deprotected to give the desired conjugates. The series of six
compounds thus obtained is coherent for further structure-activity relationship studies: the active part of

the conjugate is represented by salicylic acid or by two mono- or dichlorinated analogues, the part related
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to the vectorization of the conjugate is a nutrient which can be an [ l-amino acid or a sugar, while in all

cases the spacer arm is linked to the active part of the molecule by an amide bond and includes a 1,2,3-

triazole ring in its structure

3.1.1 Synthesis of azido derivatives from protected amino acid or sugar (Figs. 1 and 2; compounds

2 and 3)

« First step: obtention of azido derivatives from protected amino acid or sugar
\k o o
NaNz H,O J<
3, Ho Na\/\N o
N ~_NH2 H
HNTO

A~ _NHHBr -
Br 80°C 3 EDCI (2.1 eq.), DMAP (0.1 eq.)

97% 1 CH,Cl,, 0°C then r.t.

Bromhydrate de
97%

2-bromoéthylamine

(o}

AcO. NaNg AcO.
O/Acetone
o 2 o
Brﬁgg\c M%%‘"
AcO tamb AcO
88 % 3

* Second step: obtention of propargyl derivatives from salicylic acid or its mono or dichlorinated analogs

= NH,

o (CH3CO0),0 (excess) o EDCI (2 eq.) o
X CH,COONa (0.15eq.)  x DMAP (0.1eq.) x
H OH ”/\
60°C CH,Cl,
OH OAc 0°C then rit. OH
Y Y
X=ClLY=H 4a, X =Y = H (Aspirin) 5a, X= Y= H, 50%
X=Y=C 4b, X=Cl, Y =H, 77% 5b, X=CI, Y=H, 40%
4c, X =Y =Cl, 85% 5¢c, X=Y=Cl, 25%

« Third step: coupling azido derivatives from step 1 and propargyl derivatives from step 2 by click chemistry

SRRt s B A R

N

X 6a,X=Y=H, 41% HN%
NN CuS0,.5H;0 (0.2 eq) 6b, X = CI, Y = H, 44%
Ho Na Ascorbate (0.4 eq) 6¢c, X =Y = Cl, 74%
oH +-BUOH/H,0
v 50°C .
5a, 5b, 5¢ A0 J—L X N/\K\ AcO
=+ N; o Ac H N~y b OAc
AcO OH OAc
3 Y AcO
7a,X= Y=H, 83%
7b, X=CI, Y= H, 47%
7c, X= Y= Cl, 42%

[o} o
X X
N/\(\N’\’ u/Y\N"’\’
H / Q > / Q
oH N=py N;’/\/?’o CF3CO,H oH N=p NH OH
Y o o rt. Y o

HN—/< NH,
ogé 8a,X=Y=H,70%
8b, X=Cl, Y =H, 42%
8¢, X=Y=Cl, 41%

o) [e]
X AcO in si X HO
H/Y\N CH3ONa in situ H/Y\N
N=N b OAc N=n/ OH
OH OAc rt. OH N O OH
Y AcO Y Ho
7a,7b, 7c 9a, X=Y=H, 80%

9b, X=CI, Y=H, 38%
9¢, X=Y=Cl, 74%

Figure 1. General reaction scheme showing the different steps in the synthesis of amino acid and glucose
conjugates of salicylic acid or chlorinated analogs. DMAP: 4-dimethylaminopyridine; EDCI: 1-ethyl-3-
(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride.
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Figure 2. Azido and salicylic acid derivatives numbering for 'H and *C assignments.

The azido derivative 2 was prepared from N-Boc-L-glutamic acid 1-tert-butyl ester and 2-
azidoethanamine 1 with a yield of 97% as previously described.*® The azido sugar 3 was prepared in
88% yield from 2,3.,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl bromide that reacted with sodium azide

NaNj3 via a nucleophilic substitution (Sx2).

*» Experimental procedure for the synthesis of derivative 3

To a solution of 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-a-D-glucopyranosyl bromide (2.02 g, 4.91 mmol, 1 equiv.)
in an acetone/water mixture (60:10 mL), sodium azide (1,78 g, 27.4 mmol, 5.6 equiv.) was added. The
reaction mixture was stirred at room temperature for 18 h and then acetone was removed under vacuum.
The aqueous layer was diluted and extracted three times using ethyl acetate. The combined organic
layers were dried over anhydrous MgSQs, filtered, and concentrated under vacuum to afford compound

3 as a yellow powder (1.62 g, 4.34 mmol, 88% yield).
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2,3,4,6-tetra-O-Acetyl-p-D-glucopyranosyl azide (3)

Rf = 0.62 (pentane/ethyl acetate 6:4); mp = 128-129°C (lit. mp = 129°C). 'H NMR (400 MHz,
DMSO-de): § 5.37 (t, 1H, 3J = 3J’ = 9.3Hz, H,), 5.18 (d, 1H, °J = 9.3Hz, H,), 5.02 (t, I1H, 3/ =3J’ =
9.3Hz, Ha), 4.86 (t, 1H, °J =3J" = 9.3Hz, Hy), 4.2 —4.10 (m, 3H, He and Hy), 2.08, 2.07, 2.03, 1.99 (4 s,
4 CHs, Hy). ®C NMR (101 MHz, DMSO-ds): 8 170.0, 169.5, 169.2, 169.1 (4 CO), 86.2 (CH, C,), 72.8
(CH, C.), 71.8 (CH, C.), 70.2 (CH, Cy), 67.7 (CH, Cy), 61.7 (CH,, Cs), 20.5, 20.3, 20.3, 20.2 (4 CH3,
C,). HRMS (ESI, CH3CN): m/z calcd for C14H19N3O9 [M + Na]* 396.1019, m/z found 396.1013.

3.1.2 Synthesis of the propargylic amides of salicylic acid and chlorinated analogues (Figs. 1 and
2; compounds Sa-c from aspirin and compounds 4b-c)

The second part of the synthesis was the preparation of salicylic acid alkynes 5a-c in a one (5a) or
two steps (5b, 5¢) from acetylated salicylic acid or its halogenated analogues. The first step was the
acetylation reaction of 5-chloro and 3,5-dichlorosalicylic acids in the presence of a catalytic amount of
sodium acetate in acetic anhydride under heating to afford compounds 4b and 4¢ in 77% and 85% yields,
respectively. This hydroxyl group protection step was necessary to avoid the formation of the mesomeric
form that occurs under basic conditions and significantly reduces the activation ability of (1-(3-
dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDCI) on the carboxylic acid function.
Next, aspirin and its chlorinated analogues 4b-¢ were condensed with propargylamine in a basic medium
(DMAP) and in presence of the coupling agent EDCI to afford propargylamides 5a-c in 50%, 40% and
25% (c) yields, respectively. The presence of one or two chlorine atoms was clearly correlated with
lower yields, probably due to their electron withdrawing effect, which decreases the reactivity of the
carboxylic acid function.

* Acetylation of 5-chloro or 3,5-dichlorosalicylic acids

To a suspension of 5-chlorosalicylic acid (4.00 g, 23.2 mmol, 1 equiv.) or 3,5-dichlorosalicylic acid
(5.60 g, 27.0 mmol, 1 equiv.) in acetic anhydride (10 mL, 105.8 mmol, 4.6 or 3.9 equiv., respectively),
sodium acetate (0.30 g, 3.66 mmol, 0.16 or 0.14 equiv., respectively) was added. The suspension was
stirred under heating (60°C) for 3 hours. The mixture was then cooled to room temperature and washed
with cold water. The resulting precipitate was isolated on a biichner funnel, washed with cold water and
dried in an oven to obtain 2-(acetyloxy)-5-chlorobenzoic acid 4b (3.85 g, 17.9 mmol, 77% yield) or 2-
(acetyloxy)-3,5-dichlorobenzoic acid 4¢ (5.75 g, 23.1 mmol, 85 % yield).

2- (Acetyloxy)-5-chlorobenzoic acid (4b)

White powder; Rf = 0.12 (CH2Cl,); mp = 142°C (lit. mp = 141°C). '"H NMR (400 MHz, DMSO-
de): 8 13.44 (br s, 1H, OH), 7.89 (d, “J = 2.7 Hz, 1H, Hg), 7.71 (dd, °J = 8.6 Hz, “J = 2.7 Hz, 1H, Ha),
7.26 (d, *J = 8.6 Hz, 1H, H3), 2.25 (s, 3H, H;). *C NMR (101 MHz, DMSO-de): § 169.0, 164.5 (2 CO),
148.5 (C, Cy), 133.5 (CH, Cy), 130.7 (CH, Cs), 130.1 (C, Cy), 125.9 (C, Cs), 125.9 (CH, Cs), 20.7 (CH3,
Cy).

2-(Acetyloxy)-3,5-dichlorobenzoic acid (4c)

White powder; Rf = 0.09 (CH2Cly); mp = 148°C. 'H NMR (400 MHz, DMSO-d): & 13.83 (br s,
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1H, OH), 8.06 (d, “J = 2.6 Hz, 1H, Hy), 7.87 (d, “J = 2.6 Hz, 1H, H), 2.32 (s, 3H, H;). 3C NMR (101
MHz, DMSO-ds): 8 168.5, 164.2 (2 CO), 145.7 (C, ), 133.7 (CH, C4), 131.2 (C, Cy1), 130.2 (CH, Co),
129.6, 127.9 (2 C, Cs and Cs), 20.8 (CHs, C7).

* Synthesis of alkynes 5a-c from aspirin or its halogenated analogues 4b-c

2-Hydroxy-N-(prop-2-yn-1-yl)benzamide (5a)

To a suspension of acetylsalicylic acid (6.54 g, 36.3 mmol, 1.0 equiv.) in anhydrous methylene
chloride (100 mL) at 0°C and under nitrogen atmosphere, propargylamine (3.99 g, 72.4 mmol, 2.0
equiv.), EDCI (13.88 g, 72.4 mmol, 2.0 equiv.) and DMAP (0.45 g, 3.70 mmol, 0.1 equiv.) were added.
The reaction medium was kept under stirring at 0°C for 1 hour, then stirred at room temperature for 23
hours. The mixture was washed four times with water and the aqueous layer was extracted once with
dichloromethane. The combined organic layers were dried over MgSQs, filtered and concentrated under
vacuum. The crude product was purified by column chromatography on silica gel using pentane/ethyl
acetate (97:3) as eluent to afford Sa (3.17 g, 18.1 mmol, 50% yield) as a yellowish solid. Rf = 0.55
(CH,Cl,); mp = 98°C (lit. mp = 99°C). '"H NMR (500 MHz, DMSO-de): & 12.29 (s, 1H, OH), 9.19 (t,7J
= 5.3 Hz, 1H, NH), 7.84 (dd, °J = 8.0 Hz,’J = 1.5 Hz, 1H, He), 7.42 (td, °J = 8.5 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H,
H.), 6.91 (dd, °J = 8.5 Hz, “J= 1.5 Hz, 1H, H3), 6,89 (td, °J = 8.0 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, Hs), 4.10 (dd, °J
=5.5Hz, “J=2.5 Hz, 2H, H.), 2.26 (t, “J = 2.5 Hz, 1H, Hy). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 5 168.5
(CO), 159.7 (C, Cy), 134.0 (CH, Ca), 128.1 (CH, Ce), 118.8 (CH, Cs), 117.4 (CH, C;), 115.1 (C, Cy),
80.8 (C=), 73.2 (CH, Cy), 28.3 (CHa, C.).

5-Chloro-2-hydroxy-N-(prop-2-yn-1-yl)benzamide (5b)

Compound 5b was obtained using the same procedure as described for compound 5a, except for
DMAP which was used at 0.2 equivalent relatively to the product 4b. The crude product was purified
by column chromatography on silica gel gel using pentane/ethyl acetate (19:1) as eluent to afford Sb
(0.79 g, 3.77 mmol, 40% yield) as a white solid. Rf = 0.61 (CH>Cl,); mp = 167 °C. 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): & 12.27 (s, 1H, OH), 9.22 (t, °J = 5.2 Hz, 1H, NH), 7.92 (d, “J= 2.7 Hz, 1H, Hg), 7.46 (dd,
’J=8.8 Hz, “J=2.7 Hz, 1H, Ha), 6.98 (d, °J = 8.8 Hz, 1H, H3), 4.10 (dd, °J = 5.4 Hz, “J= 2.5 Hz, 2H,
H.), 3.20 (t, “J= 2.5 Hz, 1H, Hp). 3*C NMR (126 MHz, DMSO-d): § 166.8 (CO), 158.0 (C, C>), 133.4
(CH, Cy), 127.7 (CH, Cs), 122.5 (C, Cs), 119.3 (CH, C3), 116.9 (C, C)), 80.5 (C=), 73.4 (CH, Cy), 28.5
(CHa, Ca).

3,5-Dichloro-2-hydroxy-N-(prop-2-yn-1-yl)benzamide (5c)

Compound 5S¢ was obtained using the same procedure as described for compound Sb, except for
reaction conditions where, after 1 h at 0°C as described above, an additional 5 h reflux heating was
required followed by cooling to room temperature overnight. The crude product was purified by column
chromatography on silica gel gel using pentane/ethyl acetate (19:1) as eluent to afford Sc as a white solid
in 25% yield. Rf= 0.66 (CH,Cl,); mp = 182°C. "H NMR (400 MHz, CDCls): & 12.35 (s, 1H, OH), 7.49
(d, “J=2.4 Hz, 1H, Hy), 7.34 (d, “J= 2.4 Hz, 1H, Hp), 6.68 (s, 1H, NH), 4.24 (dd,’J=5.2 Hz, *J=2.6
Hz, 2H, H,), 2.33 (t, “J = 2.6 Hz, 1H, Hp). *C NMR (101 MHz, CDCl;): § 168.1 (CO), 156.1 (C, C»),
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134.3 (CH, Cy), 124.4 (C, Cs or Cs), 124.1 (CH, C), 123.5 (C, Cs or Cs), 115.7 (C, C)), 78.2 (C=), 73.0
(CH, Cb), 29.9 (CH,, C.).

3.1.3 Coupling azido derivatives 2 and 3 with propargyl derivatives of salicylic acid or its
chlorinated analogues 5a-c by click chemistry (Figs. 1 and 2; compounds 6a-c and 7a-c)

The third step of the synthesis pathway was to react the azido derivatives 2 and 3 with the
propargylic amides Sa-c via a click chemistry process. This 1,3-dipolar cycloaddition reaction leads to
the introduction of a spacer arm between the parent molecule and the nutrient that includes a 1,2,3-
triazole ring in its structure. The reaction is catalyzed by active Cu(l) generated in situ by reducing Cu(Il)
salts (copper sulfate) with sodium ascorbate in a heated fert-butanol/water medium. These reaction
conditions allowed to get specifically the 1,4-disubstituted regioisomers 6a-c¢ and 7a-c. The L-glutamic
conjugates 6a-c were obtained with 41%, 44% and 74% yields, respectively. The B-D glucose
derivatives 7a-c were obtained with 83%, 47% and 42% yields, respectively.

tert-Butyl 5-({[4-[(2-hydroxybenzamido)methyl]-1H-1,2,3-triazol-1-yl]ethyl}amino)-2-[ (tert-
butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoate (6a)

To a solution of 5a (3.17 g, 18.1 mmol, 1.0 equiv.) in tert-butanol (100 mL) under nitrogen
atmosphere, were added firstly azide 2 (6.72 g, 18.1 mmol, 1.0 equiv.), then copper sulfate pentahydrate
(0.90 g, 3.61 mmol, 0.2 equiv.) and sodium ascorbate (1.43 g, 7.22 mmol, 0.4 equiv.) dissolved in water
(40 mL). The reaction medium was stirred and heated at 50°C for 1 hour. After cooling to room
temperature, the resulting mixture was diluted with water. The aqueous layer was extracted four times
with dichloromethane (50 mL) and the combined organic layers were dried over anhydrous MgSQOy,
filtered and concentrated under vacuum. Finally, the crude product was purified by silica gel column
chromatography using dichloromethane/ethyl acetate (1:0 then 0:1) to afford 6a (4.08 g, 7.46 mmol,
41% yield) as a white solid. Rf = 0.48 (EtOAc); mp = 86-87 °C. 'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢): &
12.46 (s, 1H, OH), 9.32 (t, °J = 5.6 Hz, 1H, NH), 8.04 (s, 1H, Hy), 7.98 (t, °J = 5.1 Hz, 1H, NH), 7.87
(dd, °*J=17.9 Hz, “J = 1.5 Hz, 1H, Hy), 7.39 (td, °J = 7.3 Hz, “*J = 1.6 Hz, 1H, H,), 7.08 (d, °J = 7.8 Hz,
1H, NH), 6.91 — 6.86 (m, 2H, H; and Hs), 4.53 (d, °J = 5.6 Hz, 2H, H,), 4.37 (t, °J = 6.0 Hz, 2H, H.),
3.74 (td, °J = 8.0 Hz, °J = 5.2 Hz, 1H, H,), 3.45 (td, °J = 6.0 Hz, °J = 5.1 Hz, 2H, Hy), 2.10 (t, °J = 7.7
Hz, 2H, H.), 1.85 (td, °J=13.3 Hz,’J = 7.8 Hz, *J = 5.2 Hz, 1H, Hy), 1.67 (td, ’J=13.2 Hz, °J = 5.2 Hz,
’J=17.8 Hz, 1H, Hy), 1.38, 1.37 (2 s, 18H, Hy and H;). *C NMR (101 MHz, DMSO-ds): & 171.7, 171.5,
168.7 (3 CO), 159.9 (C, Cy), 156.6 (CO), 144.6 (C), 133.8 (CH, C4), 127.9 (CH, Cs), 123.3 (CH, Cy),
118.6 (CH, C3), 117.3 (CH, Cs), 115.2 (C, Cy), 80.3, 78.0 (2 C), 59.7 (CH, C,), 53.9 (CH,, C.), 48.6
(CHa, C,), 34.5 (CH2, Cy), 31.5 (CHa, Co), 28.6, 27.6 (6 CH3, Cpand Cj), 26.4 (CHaz, Cy).

tert-Butyl 5-({[4-[(5-chloro-2-hydroxybenzamido)methyl]-1H-1,2,3-triazol- 1-yl]ethyl}amino)-2-
[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoate (6b)

Compound 6b was synthesized using the same procedure as described for compound 6a, except

for the heating time at 50°C which has been increased to 3 hours. The crude product was purified on
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silica gel column chromatography using dichloromethane/ethyl acetate (1:0 then 0:1) to afford
compound 6b as a white solid in 44% yield. Rf = 0.52 (EtOAc); mp = 108-109 °C. 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): & 12.45 (s, 1H, OH), 9.37 (t, °J = 5.6 Hz, 1H, NH), 8.00 (s, 1H, Hy), 7.99 (t, °J = 5.9 Hz,
1H, NH), 7.96 (d, *J = 2.7 Hz, 1H, Hy), 7.44 (dd, °J=8.8 Hz, “J=2.7 Hz, 1H, H4), 7.11 (d, °*J = 7.8 Hz,
1H, NH), 6.94 (d, °J = 8.8 Hz, 1H, H3), 4.55 (d, °J= 5.6 Hz, 2H, H.), 4.39 (t, *J = 6.1 Hz, 2H, H.), 3.74
(1H, m, Hy), 3.44 (q, °J = 5.9 Hz, 2H, Hy), 2.10 (t, °J=7.7 Hz, 2H, H.), 1.86 (td, °J=7.7 Hz, 1H, Hy),
1.70 (td, °J= 7.7 Hz, °J = 4.8 Hz, 1H, Hy), 1.38 (s, 18H, Hy and H;). *C NMR (126 MHz, Acetone-ds):
6 173.0, 172.3, 169.7 (3 CO), 161.1 (C, C), 156.4 (CO), 144.9 (C), 134.5 (CH, C4), 127.3 (CH, Ce),
124.1 (CH, Gy), 123.6 (C, Cs), 120.4 (CH, C3), 116.5 (C, Cy), 81.4,79.1 (2 C), 55.0 (CH, C,), 50.0 (CH2,
Ce), 40.2 (CHa, C.), 35.8 (CHa, Cy), 32.6 (CHa, C.), 28.5, 28.1 (6 CH3, Chand C;), 27.8 (CHa, Cy).
tert-Butyl 5-({[4-[(3,5-dichloro-2-hydroxybenzamido)methyl]-1H-1,2,3-triazol- 1-yl] ethyl}amino)-
2-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoate (6¢)

A synthesis and purification procedure identical to that used for compound 6b resulted in compound
6¢ as a white solid in 74% yield. Rf = 0.58 (EtOAc); mp = 115-116 °C. '"H NMR (500 MHz, DMSO-
ds): 8 13.63 (s, 1H, OH), 9.71 (t, °J = 5.1 Hz, 1H, NH), 8.04 (s, 1H, Hy), 8.02 (d, *J = 2.4 Hz, 1H, H.),
7.99 (t,°J=5.5Hz, 1H,NH), 7.77 (d, “J = 2.4 Hz, 1H, Hy), 7.09 (d,”J = 7.7 Hz, 1H, NH), 4.54 (d, °J =
5.5 Hz, 2H, H,), 4.36 (t, °J = 6.1 Hz, 2H, Hy), 3.76 (m, °J = 5.2 Hz, 1H, H,), 3.46 (q, °J = 6.0 Hz, 2H,
Ha), 2.10 (t, °J= 7.7 Hz, 2H, He), 1.86 (m, °J = 7.7 Hz, °J = 5.4 Hz, 1H, Hy), 1.67 (m, °J=7.7Hz’J =
5.3 Hz, 1H, Hy), 1.39, 1.38 (2 s, 18H, Hj and H;). *C NMR (126 MHz, DMSO-d¢): 8 171.8, 171.5, 168.1
(3 CO), 155.8 (C, Cy), 155.5 (CO), 143.5 (C), 133.2 (CH, Cy), 125.8 (CH, C4), 123.6 (CH, Cs), 122.4,
122.0 (2 C, Cs and Cs), 116.3 (C, Cy), 80.3, 78.0 (2 C), 53.9 (CH, C,), 48.7 (CHa, C.), 38.8 (CHa, C,),
34.8 (CHa, Cq), 31.5 (CHz, C¢), 28.2, 27.6 (6 CHs, Chand C;), 26.4 (CHa, Cy).

2-[4-[(2-Hydroxybenzamido)methyl]-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-6- (ethanoyloxymethyl)tetrahydro-
2H-pyran-3,4,5-triyl triethanoate (7a)

To a solution of compound 5a (1.00 g, 5.71 mmol, 1.0 equiv.) in fert-butanol (25 mL), were added
firstly azido B-D-glucose 3 (2.15 g, 5.71 mmol, 1.0 equiv.), then copper sulfate pentahydrate (0.28 g,
1.14 mmol, 0.2 equiv.) and sodium ascorbate (0.45 g, 2.27 mmol, 0.4 equiv.) dissolved in water (5 mL).
The reaction medium was stirred under heating at S0°C for 1 hour and after cooling to room temperature,
diluted with water. The aqueous layer was extracted three times with dichloromethane (50 mL) and the
combined organic layers were dried over anhydrous MgSOy, filtered and concentrated under vacuum.
The crude product was purified by column chromatography on silica gel using a dichloromethane/ethyl
acetate mixture (1:1) as eluent to afford compound 7a (2.60 g, 4.74 mmol, 83% yield) as a yellow solid.
Rf = 0.36 (CH,CL/EtOAc 9:1, v/v); mp = 214-216 °C. '"H NMR (CDCls, 400 MHz): & 12.21 (s, 1H,
OH), 7.89 (s, 1H, Hy), 7.45 (d, °J = 7.7 Hz, 2H, NH and Hs), 7.35 (td, *J= 8.3 Hz, “J= 0.9 Hz, 1H, H,),
6.94 (d,’J=8.3 Hz, 1H, H3), 6.79 (t, *J = 7.4 Hz, 1H, Hs), 5.85 (d, *J = 8.5 Hz, 1H, H,), 5.45 — 5.40 (m,
2H, Hy and He), 5.22 (t, °J=9.5 Hz, 1H, Hy), 4.68 (qd, °J = 15.0 Hz, °J = 5.0 Hz, 2H, H,), 4.28 (dd, *J =
12.7 Hz, °J = 4.9 Hz, 1H, Hy), 4.12 (dd, 2J = 12.6 Hz, *J = 2.0 Hz, 1H, Hy), 3.99 (ddd, °J=10.0 Hz, °J
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=4.9 Hz, “J=2.0 Hz, 1H, H,), 2.06, 2.05, 2.01, 1.83 (4 s, 4 CH3, H;). >*C NMR (CDCls, 101 MHz): &
170.6, 170.2, 170.1, 169.4, 169.0 (5 CO), 161.6 (C, Cy), 144.8 (C), 134.5 (CH, C,4), 126.0 (CH, Ce),
121.4 (CH, Cy), 118.8 (CH, Cs), 118.6 (CH, C3), 114.1 (C, C)), 85.9 (CH, C,), 75.3 (CH, Cy), 72.7 (CH,
Ce), 70.4 (CH, Cy), 67.7 (CH, Cy), 61.6 (CH>, Cy), 35.0 (CHa, C.), 20.9, 20.8, 20.7, 20.3 (4 CH3, C)).
2-[4-[(5-Chloro-2-hydroxybenzamido)methyl]-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-6-
(ethanoyloxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4, 5-triyl triethanoate (7b)

Compound 7b was synthesized using the same procedure as described for compound 7a, except
that azido-p-D-glucose 3 had to be added in slight excess (1.3 equiv.) to alkyne Sb to complete the
reaction. For the same reason, the heating time at 50°C was extended to 1.5 hours. The crude product
was purified by column chromatography on silica gel using a dichloromethane/ethyl acetate mixture
(0:1 to 4:1) as eluent to afford compound 7b as a white solid in 47% yield. Rf = 0.39 (CH>CL/EtOAc
9:1, v/v); mp = 245-246 °C. '"H NMR (500 MHz, DMSO-de): & 12.39 (s, 1H, OH), 9.39 (t, °J = 5.7 Hz,
1H, NH), 8.31 (s, 1H, Hy), 7.90 (d, “J= 2.6 Hz, 1H, H), 7.44 (dd, *J = 8.8 Hz, *J = 2.6 Hz, 1H, Hy), 6.94
(d,’J=8.8 Hz, 1H, H3), 6.30 (d, *J = 9.2 Hz, 1H, H.), 5.65 (t, >*J=9.4 Hz, 1H, H,), 5.52 (t, *J = 9.5 Hz,
1H, Hy), 5.15 (t, >J = 9.8 Hz, 1H, Hy), 4.54 (d, °J = 5.6 Hz, 2H, H,), 4.33 (m, 1H, Hy), 4.09 (m, 2H, Hy),
2.00, 1.97, 1.94, 1.77 (4 s, 4 CH;, Hj). *C NMR (126 MHz, DMSO-ds): 170.0, 169.5, 169.3, 168.4,
167.3 (5 CO), 158.4 (C, Cy), 145.0 (C), 133.4 (CH, C,4), 127.6 (CH, Cs), 122.4 (CH, Cy), 122.1 (C, Cs),
119.3 (CH, C3), 116.8 (C, C1), 83.8 (CH, C.), 73.2 (CH, Cy), 72.2 (CH, C.), 70.1 (CH, Cy), 67.5 (CH,
Cy), 61.8 (CHa, Cp), 34.6 (CHa, C,), 20.5, 20.4, 20.2, 19.9 (4 CH3, C)).

2-[4-[(3,5-Dichloro-2-hydroxybenzamido)methyl]-1H-1,2,3-triazol-1-yl]-6-
(ethanoyloxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4, 5-triyl triethanoate (7c)

Compound 7¢ was synthesized using the same procedure as described for compound 7b, but with
a heating temperature raised to 60°C for a six-hour period in order to have a complete conversion. The
purification procedure was also the same as described above for 7b and this resulted in compound 7¢ as
a white solid in 42% yield. Rf = 0.43 (CH,Cl,/EtOAc 9:1); mp = 225-226 °C. 'H NMR (DMSO-ds, 500
MHz): § 13.60 (s, 1H, OH), 9.78 (s, 1H, NH), 8.38 (s, 1H, Hp), 8.02 (d, “J= 1.1 Hz, 1H, He), 7.81(d, *J
= 1.1 Hz, 1H, Hy), 6.32 (d, °’J=9.3 Hz, 1H, H,), 5.67 (t, °J =9.4 Hz, 1H, H.), 5.54 (t, ’J=9.5 Hz, 1H,
Ha), 5.16 (t, °J = 9.8 Hz, 1H, Hy), 4.56 (d, °J = 5.6 Hz, 2H, H,), 4.35 (ddd, °J=10.1 Hz, °*J = 5.4 Hz, *J
=2.4 Hz, 1H, H,), 4.09 (m, 2H, Hy), 2.02, 1.99, 1.95, 1.78 (4 s, 4 CH;, H;). *C NMR (CDCls, 126 MHz):
0 170.7, 170.1, 169.5, 169.2, 168.7 (5 CO), 156.2 (C, C»), 144.5 (C), 134.0 (CH, Ca4), 124.5 (CH, Cs),
124.0, 123.2 (2 C, Cs and Cs), 121.7 (CH, Cy), 115.8 (C, C»1), 86.0 (CH, C.), 75.3 (CH, C,), 72.6 (CH,
Ce), 70.5 (CH, Cy), 67.7 (CH, Cy) , 61.5 (CHa», Cp), 35.1 (CHas, C.), 20.8, 20.7, 20.3 (4 CH3, C)).

3.1.4 Deprotection of the amino acid or sugar moieties (Figs. 1 and 2; compounds 8a-c and 9a-c)

The last step in the synthesis leading to the desired conjugates is the removal of the protecting
groups from the "J-amino acid function on the 6a-c products and from the glucose hydroxyl groups on
the 7a-c products. The tert-butyl protecting groups (ester and carbamate) of the amino acid function of

the products 6a-c were removed under acidic conditions with trifluoroacetic acid in dichloromethane to
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afford the final amino acid conjugates 8a-c in 70%, 42% and 41% yields, respectively. The acetyl
protecting groups of the hydroxyl functions of the B-D glucose derivatives 7a-¢ were removed with
sodium methoxide generated in situ. Then, the resulting alkoxides were neutralized using an acidic
cation exchange resin (Amberlite IRN 77), giving the final glucose conjugates 9a-c¢ in 80%, 38% and
74% yields, respectively.

2-Amino-5-[(2-{4-[ (2-hydroxybenzamido)methyl]-1H-1,2, 3-triazol-1-yl}ethyl)amino] - 5-
oxopentanoic acid (8a)

To a solution of 6a (2.04 g, 3.73 mmol) in dry dichloromethane (15 mL), trifluoroacetic acid (7
mL) was added and the mixture was stirred for 3 hours at room temperature. After full conversion of 6a,
the reaction mixture was concentrated under vacuum to afford compound 8a (1.02 g, 2.61 mmol, 70%
yield) as a white solid. Rf = 0.11 (EtOAc¢/CH50H; 19:1); mp = 59-60 °C. '"H NMR (500 MHz, DMSO-
de): 8 9.34 (t, ’J = 5.4 Hz, 1H, NH), 8.15 (t, °J = 5.6 Hz, 1H, NH), 7.98 (s, 1H, Hy), 7.95 (dd, °J=7.8
Hz, “J=1.6 Hz, 1H, He), 7.36 (td, °J = 7.5 Hz, “J = 1.6 Hz, 1H, H,), 6.96 (dd, °J = 8.2 Hz, “*J = 0.8 Hz,
1H, Hs), 6.85 (td, J = 8.0 Hz,"J = 0.9 Hz, 1H, Hs), 4.55 (d, °J = 5.4 Hz, 2H, Hs,), 4.40 (t, J = 5.6 Hz,
2H, H.), 3.39 — 3.50 (m, °J = 5.6 Hz, 2H, Hy), 3.27 (t, *J = 6.0 Hz, 1H, H,), 2.10 (m, 2H, H.), 1.95 (m,
2H, Hy). *C NMR (126 MHz, DMSO-de): & 172.6, 170.8, 168.1 (3 CO), 159.8 (C, C>), 144.8 (C), 133.8
(CH, C4), 129.4 (CH, Cs), 123.9 (CH, Cy), 118.9 (CH, C3), 117.8 (CH, Ca4), 116.8 (C, C)), 53.8 (CH, C,),
49.0 (CHa, C.), 39.4 (CH,, C,), 35.1 (CHa, Cy), 31.8 (CHa, C.), 27.1 (CH», Cr). HRMS (ESI, CH30H):
m/z calcd for C17H22NeOs [M + H]" 391.1724, m/z found 391.1739.

2-Amino-5-[(2-{4-[(3-chloro-2-hydroxybenzamido)methyl]-1H- 1,2, 3-triazol-1-yl }ethyl)amino] -5-
oxopentanoic acid (8b)

Compound 8b was obtained from its precursor 6b with the procedure used for product 8a as a
colorless hygroscopic solid in 42% yield. Rf = 0.13 (EtOAc/CH;OH; 19:1). 'H NMR (500 MHz,
DMSO-ds): & 12.90 (s, 1H, OH), 9.39 (t, °J = 5.2 Hz, 1H, NH), 8.14 (t, *J = 5.5 Hz, 1H, NH), 8.00 (s,
1H, Hy), 7.95 (d, “J = 2.7 Hz, 1H, He), 7.43 (dd, °J = 8.8 Hz, “J = 2.6 Hz, 1H, H4), 6.99 (d, °J = 8.8 Hz,
1H, H3), 4.55 (d, °J = 5.4 Hz, 2H, H,), 4.39 (t, ’J = 6.0 Hz, 2H, H.), 3.71 (t, °J = 5.4 Hz, 1H, H,), 3.46
(t,°J = 6.0 Hz, 2H, Hy), 2.18 — 2.29 (m, °J = 6.8 Hz, 2H, H.), 1.93 (m, °J = 6.8 Hz, 2H, Hy). *C NMR
(126 MHz, DMSO-d¢): 6 171.6, 170.9, 166.6 (3 CO), 158.2 (C, C»), 144.1 (C), 132.9 (CH, Cs), 127.7
(CH, C¢), 123.2 (CH, Cy), 122.6 (C, Cs), 119.1 (CH, C3), 117.5 (C, C1), 51.9 (CH, C,), 48.4 (CH,, C.),
38.7 (CHa, Ca), 34.5 (CHa, Cy), 30.5 (CHa, C.), 25.8 (CHa, Cr). HRMS (ESI, CH3;0H): m/z calcd for
Ci7H21CIN6Os [M + H]" 425.1335, m/z found 425.1336.

2-Amino-5-[(2-{4-[(3,5-dichloro-2-hydroxybenzamido)methyl]-1H-1,2,3-triazol- -
yl}ethyl)amino]-5-oxopentanoic acid (8c)

Compound 8¢ was obtained from the protected parent 6¢ with the procedure used for product 8a as
a white hygroscopic solid in 41% yield. Rf = 0.10 (EtOAc/CH3OH; 19:1). '"H NMR (500 MHz, DMSO-
ds): 8 13.63 (s, 1H, OH), 9.73 (t, *J = 5.7 Hz, 1H, NH), 8.24 (s, 2H, NH), 8.15 (t, °*J = 5.6 Hz, 1H, NH),
8.05 (s, 1H, Hy), 8.02 (d, *J = 2.5 Hz, 1H, Hy), 7.79 (d, *J = 2.5 Hz, 1H, Hy), 4.54 (d, °J = 5.6 Hz, 2H,

142



H,), 4.38 (t, °”J = 6.1 Hz, 2H, H.), 3.90 (m, °J = 5.6 Hz, 1H, H,), 3.48 (q, °J = 5.9 Hz, 2H, Hy), 2.37 —
2.16 (m, 2H, He.), 2.02 — 1.92 (m, 2H, Hy). ®*C NMR (126 MHz, DMSO-de): § 171.9, 171.3, 168.6 (3
CO), 156.3 (C, Cy), 144.2 (C), 133.7 (CH, Cs), 126.2 (CH, Cs4), 124.0 (CH, Cy), 122.9, 122.6 (2 C, C3
and Cs), 116.8 (C, C1), 52.0 (CH, Cy), 49.1 (CHa, C¢), 40.0 (CH>, C.), 35.3 (CHa, Cq), 30.9 (CHz, C.),
26.2 (CHz, Cy). HRMS (ESI, CH30H): m/z calcd for C17H20Cl:N6Os [M + H]™ 459.0945, m/z found
459.0940.

2-Hydroxy-N-((1-((2R,3R,4S,5S,6R)-3,4, 5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2 H-pyran-2-
yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)benzamide (9a)

To a solution of compound 7a (2.60 g, 4.74 mmol, 1.0 equiv.) in dry methanol (100 mL) at 0°C
under nitrogen, sodium (0.65 g, 28.3 mmol, 6.0 equiv.) was slowly added over 30 minutes. The reaction
mixture was stirred at room temperature for an additional 3 hours. The medium was then neutralized by
Amberlite 77 resin and filtered through a pad of celite. The celite was washed with methanol and the
filtrate was concentrated under vacuum to afford compound 9a (1.45 g, 3.81 mmol, 80% yield) as a
yellow hygroscopic compound. Rf = 0.01 (EtOAc). '"H NMR (400 MHz, DMSO-de): & 12.49 (s, 1H,
OH), 9.47 (t,°J = 5.5 Hz, 1H, NH), 8.18 (s, 1H, Hy), 7.95 (dd, °J = 8.0 Hz, “J = 1.4 Hz, 1H, He), 7.38
(td, *J= 8.5 Hz, *J= 1.5 Hz, 1H, Ha) , 6.93 (dd, °’J = 8.3 Hz, “J= 0.7 Hz, 1H, H3), 6.86 (td, °J = 8.0 Hz,
“J=0.7 Hz, 1H, Hs), 5.50 (d, *J = 9.3 Hz, 1H, H,), 5.35 (d, °J = 5.9 Hz, 1H, OH), 5.26 (d, °’J = 3.9 Hz,
1H, OH), 5.14 (d, °J = 5.9 Hz, 1H, OH), 4.59 (t, °J = 4.6 Hz, 1H, OH), 4.55 (d, °J = 5.5 Hz, 2H, H.),
3.75 (td, *J=9.1 Hz, °*J = 5.8 Hz, 1H, Hy), 3.65 (d, J = 10.3 Hz, 1H, Hy), 3.43 (dd, °J = 14.4 Hz, ’J =
5.7 Hz, 2H, Hrand Hy), 3.37 (m, 1H, He), 3.22 (t, °”J = 9.1 Hz, 1H, Hy). *C NMR (100 MHz, DMSO-
ds): 8 169.2 (CO), 160.3 (C, Cy), 144.9 (C), 134.3 (CH, C4), 128.5 (CH, Cs), 122.7 (CH, C,), 119.1 (CH,
Cs), 117.8 (CH, C3), 115.7 (C, C)), 87.9 (CH, C.), 80.4 (CH, Cy), 77.5 (CH, C.), 72.4 (CH, Cy), 70.0
(CH, Cy), 61.2 (CHa, Cp), 35.0 (CH,, C,). HRMS (ESI, CH3;0H): m/z calcd for Ci6H20N4sO7 [M + H]*
381.1405, m/z found 381.1429.

5-Chloro-2-hydroxy-N-((1-((2R,3R,4S,5S,6R)-3,4, 5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2 H-
pyran-2-yl)-1H-1,2, 3-triazol-4-yl)methyl)benzamide (9b)

Compound 9b was obtained in an identical manner to that used to get 9a, as a white solid in 38%
yield. Rf = 0.01 (EtOAc); mp = 75-76 °C. 'H NMR (400 MHz, DMSO-de): & 12.46 (s, 1H, OH), 9.42
(t,’J=5,6 Hz, 1H, NH), 8.21 (s, 1H, H,), 7.96 (d, *J = 2.6 Hz, 1H, Hg), 7.44 (dd, °J= 8.8 Hz, /= 2.6
Hz, 1H, Hy), 6.95 (d, °J = 8.8 Hz, 1H, H3), 5.51 (d, *J=9.3 Hz, 1H, H.), 5.36 (d, °J = 6.0 Hz, 1H, OH),
5.28 (d, *J=4.9 Hz, 1H, OH), 5.16 (d, °J = 5.5 Hz, 1H, OH), 4.63 (t, °J = 5.6 Hz, 1H, OH), 4.56 (d, °J
=5.6 Hz, 2H, H,), 3.76 (td, *J=9.1 Hz, *J = 6.0 Hz, 1H, Hy), 3.68 (m, 1H, Hy), 3.44 (m, 2H, Hrand Hy),
3.35 (m, 1H, He), 3.20 (m, 1H, H,)."*C NMR (101 MHz, DMSO-ds): § 167.2 (CO), 158.4 (C, C2), 144.2
(C), 133.4 (CH, Cy4), 127.7 (CH, Cs), 122.4 (CH, Cy), 122.3 (C, Cs), 119.3 (CH, C3), 116.9 (C, C)), 87.5
(CH, C,), 80.0 (CH, Cy), 72.0 (CH, Cy), 69.6 (CH, C,), 65.0 (CH, C.), 60.7 (CHz, Cy), 34.7 (CHa, C,).
HRMS (ESI, CH3;0H): m/z calcd for CisHi1oCINsO7 [M + H]* 415.1015, m/z found 415.0993.
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3,5-Dichloro-2-hydroxy-N-((1-((2R,3R,4S,5S,6R)-3,4, 5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-
2H-pyran-2-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)benzamide (9c)

Compound 9¢ was obtained in an identical manner to that used to get 9a, as a white solid in 74%
yield. Rf = 0.01 (EtOAc); mp = 91-93 °C. '"H NMR (400 MHz, DMSO-d): 13.66 (s, 1H, OH), 9.83 (t,
3J=15.3Hz, 1H, NH), 8.27 (s, 1H, Hy), 8.08 (d, “J=2.2 Hz, 1H, H¢), 7.79 (d, *J = 2.2 Hz, 1H, Hy), 5.50
(d,’J=9.3 Hz, 1H, H.), 5.35 (d, *J = 6.0 Hz, 1H, OH), 5.26 (d, °*J = 4.8 Hz, 1H, OH), 5.14 (d, *J=5.5
Hz, 1H, OH), 4.57 (m, °J = 5.4 Hz, H, and OH), 3.75 (t, °J=9.1 Hz, 1H, Hy), 3.68 (dd, *J=10.2 Hz, °J
= 4.4 Hz, 1H, Hy), 3.41 (m, 2H, Hrand Hy), 3.37 (t, °J = 8.9 Hz, 1H, H,), 3.21 (t, °’J= 9.0 Hz, 1H, H,).
BC NMR (101 MHz, DMSO-de): 8 168.7 (CO), 156.2 (C, C,), 144.3 (C), 133.7 (CH, C4), 126.4 (CH,
Ce), 122.8 (CH, C,), 122.8, 122.5 (2 C, Cs and Cs), 116.8 (C, C)), 87.9 (CH, C.), 80.4 (CH, C,), 77.4
(CH, Cy), 72.4 (CH, Cq), 70.0 (CH, C.), 61.2 (CHa, Cp), 35.3 (CHa, C.). HRMS (ESI, CH30H): m/z caled
for CisHisCloN4O7 [M - H] 447.0474, m/z found 447.0469.

3.2 Comparison of the phloem mobility of compounds 8a-c and 9a-c using the Ricinus model

After the cuticle, the plasma membrane is the second physical barrier that must be passed for the
uptake and translocation of xenobiotics in plants. Systemic products must cross the cell plasma
membrane at least once to enter the conducting cells of phloem.? Therefore, membrane permeation
mechanisms are key factors for the long-distance transport and distribution of xenobiotics in plants. In
this context, it became possible to modulate and control the distribution of an active ingredient within
the plant by associating it with a vector, which is called the vectorization process. In the case of
molecular vectorization used in this work, a vector group (o.-amino acid, sugar) is associated with a
biologically active molecule (i.e., salicylic acid), allowing the resulting conjugate to be recognized and
manipulated by a membrane-based active nutrient transporters.?> For example, the accumulation of Lys-
2,4D, a synthesized a-amino acid conjugate, in roots was 5- to 10-times higher than that of its parent

compound 2,4D after foliar application.?*

Given these considerations, the phloem mobility of conjugates was estimated on the Ricinus model,
which is a widely used plant model to evaluate phloem systemicity of xenobiotics.”’ As shown in Fig.
3, SA exhibited very good phloem mobility in Ricinus seedling. The concentration factor in phloem sap
(the ratio of the concentration in phloem sap / the concentration in the incubation medium) was about
5.7, which was consistent with our previous study (about 6.9).*> The phloem mobility of 5-CISA and
3,5-diCISA was much lower than that of SA, showing a concentration factor of 2.7 and 0.6 in phloem
sap, respectively. The differences in mobility between the three parent compounds can be attributed to
their ability to cross the plasma membrane and to evaluate this, different chemical descriptors or
physicochemical properties are commonly used to predict the diffusion of small molecules across human
membranes. This approach was later extended to the plant field.*® The chemical descriptors that are

considered in the Lipinski®” (Molecular weight < 500 Da; Hydrogen bond donors < 5; Hydrogen bond
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acceptors < 10; Log D < 5.0) or Weber® (Free rotatable bonds < 10; Polar surface area < 140 A?) rules
differ little between the three compounds, with the exception of the distribution coefficient Log D that
increases with the number of chlorine atoms in the molecule (Table 2). For the parent compounds, it is
thus clear that their mobility in Ricinus is clearly negatively correlated with the number of chlorine

atoms in their structure.

Among all of the conjugates, 8a and 8¢ showed almost the same level of phloem mobility with their
parent compound, and the concentration factor in phloem sap was 3.4 and 0.52, respectively (Fig. 3).
The phloem mobility of glucose conjugates (9a-c) displayed much lower levels (concentration factors
0.04; 0.05; 0.14, respectively) than amino acid conjugates 8a-c, suggesting that the amino acid
promoiety was more favorable to phloem mobility than that of glucose promoiety. This may be due to
the higher substrate specificity of hexose transporters than that of amino acid transporters.?’> 28
Furthermore, it has been shown that SA could be converted in the cytoplasm into several metabolites
such as salicylic acid 2-O-B-D-glucoside (SAG), which is often the major metabolite. SAG is then
compartmentalized in the vacuole by two active transport mechanisms, either through an ATP-binding
cassette transporter mechanism in soybean cells,* either through an H'-antiport mechanism in tobacco

cells.** Therefore, it cannot be excluded that the glucose conjugates 9a-c were also readily

compartmentalized in the vacuole in the same way.

Considering all the conjugates, their chemical descriptors are very similar (Table 2), with the main
exception of Log D as before. Contrary to the parent compounds, no correlation between the number of
chlorine atoms in the structure and mobility could be observed. Similarly, unlike SA and its chlorinated
derivatives, two parameters of Lipinski rule were violated (HBD < 5; HBA < 10) as well as one for
Veber rule (PSA < 140 A?). Therefore, the results suggest that these six conjugates are unlikely to diffuse
across the plasma membrane and carrier-mediated processes may contribute to phloem transport, in
particular for the conjugate 8a associating salicylic acid with an amino acid, which shows a remarkable

mobility in the Ricinus model.
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Figure 3. Phloem exudation of salicylic acid, 5-chlorosalicylic acid (5-CISA), 3,5-dichlorosalicylic acid
(3,5-diCISA) and their aminoacid (8a-c) or glucose conjugates (9a-c) using the Ricinus model. After
0.5 h preincubation in the standard medium, the conjugates were added to the incubation medium of
cotyledons at 100 uM final concentration, pH 5.0. After 2 h of pre-treatment, the hypocotyl was severed
and the sap was collected from hypocotyl during the third and the fourth hours of cotyledon incubation.
For box plots, § <n < 16.

146



3.3 Increased resistance to maize foliar and root pathogen following treatments

The in vitro and in vivo bioassays were conducted to evaluate the fungicidal and defense-inducing
activity of SA conjugates against foliar pathogen B. maydis. The mycelial growth of B. maydis on the
OA plate was not significantly inhibited by SA, amino acid conjugates 8a and 8b and glucose conjugate
9b, indicating that these compounds have no direct fungicidal effect against B. maydis at the
concentration of 1 mM (Fig. 4). In contrast, the growth of the fungus was inhibited by 43% by 5-CISA,
47% by 3,5-di-CISA, 56% by the amino acid conjugate 8c and 39% by the glucose conjugates 9a and
9c. Thus, these products have a direct antifungal activity at | mM concentration on the growth of B.

maydis in vitro (Fig. 4).
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Figure 4. In vitro activity of salicylic acid (SA), 5-chlorosalicylic acid (5-CISA), 3,5-dichlorosalicylic
acid (3,5-diCISA), their amino acid conjugates and their glucose conjugates on the Bipolaris maydis
mycelial growth. The products were used at 1 mM concentration in the petri dishes and measurements
were made 6 days after inoculation. A, Pictures of a representative experiment. B, Radial growth
measurements of the colonies; n = 3, mean + CI 95%. The Kruskal-Wallis test was used to assess
statistically significant differences between the control set and the product sets at the 5% probability
level. S: significant ; NS: non significant.
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In in vivo pot experiments, all compounds resulted in significantly increased resistance of maize to
prevent B. maydis infection when comparing to the ethanol control (Fig. 5). The three parent compounds
showed the highest antifungal activity in vivo, especially for 3,5-diCISA exhibiting 66% reduction of
the lesion size. The decreasing rates of the lesion size for each conjugate were 42% for 8a, 43% for 8b,
32% for 8¢, 31% for 9a, 28% for 9b and 37% for 9Yc, respectively, which indicated that amino acid or
glucose conjugates had almost the same activity level (no significant difference in each separate group;
Fig. 5). Conjugates 8a and 9a exhibited the same level of antifungal activity with their parent compound
SA, demonstrating that the addition of amino acid or glucose promoiety did not affect the defense-
inducing activity of SA against B. maydis. However, the lesion size was found to be significantly
increased when comparing amino acid conjugate 8¢ and glucose conjugates 9b and 9c¢ to their
corresponding parent compounds 5-CISA and 3,5-diCISA, suggesting that the amino acid or glucose
promoiety had negative impact on the activity of chlorinated SA analogues. This may be due to the fact
that the chlorine atoms of the parent compounds reduce the affinity for the active sites of the enzymes
that hydrolyze the amido bond of the conjugates, thus affecting the release of the chlorinated analogs of
salicylic acid. It has been reported that SA can be conjugated with L-aspartate (SA-Asp) as the dominant
form in grape (Vitis vinifera)*' and bean (Phaseolus vulgaris).** SA-Asp is an inactive form of SA,*
thus there are certain enzymes existing in plant to release SA from its amino acid conjugates. Future

metabolic studies will be conducted to clarify this point.
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Figure 5. Evaluation of the protective effect of salicylic acid (SA), S-chlorosalicylic acid (5-CISA), 3,5-
di- chlorosalicylic acid (3,5-diCISA) and their amino acid conjugates (8a-c) and glucose conjugates (9a-
¢) againts Bipolaris maydis on maize. Compounds were applied by spraying about 2 mL of a 1 mM
concentration solution per plant. After two days, maize leaves were harvested and cut into pieces (8 cm).
Two droplets of B. Maydis spore suspension were applied to the upper surface of each leaf. After three
day of incubation, all leaves were photographed and lesion size was measured using ImagelJ software.
A, Effect of SA conjugates on pathogenicity of B. maydis in leaf-spot inoculation assay. B, The nine
treated groups were compared with the untreated control by performing an ANOVA followed by Tukey's
HSD test at the 5% probability level. S: significant. Different lower case letters (a, b, ¢, d) indicated
significant differences within each group (parent compounds, amino acid conjugates, glucose
conjugates) at the 5 % probability level by ANOVA followed by Tukey’s HSD test. Different upper case
letters (E, F, G, H, I) indicated significant differences regarding the chlorinated status of the compounds
(0, 1 or 2 chlorine atoms) at the 5 % probability level by ANOVA followed by Tukey’s HSD test
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As the same leaves were treated with the tested compound and inoculated with B. maydis, it was
difficult to discriminate whether the antifungal effect against B. maydis was the result of the induced
systemic resistance in plants or the direct fungicidal effect of compound. Thus, further bioassays in vivo
were conducted to investigate the protective effect of SA conjugates on maize stalk rot caused by F
graminearum (Fig. 6A). The spore suspensions of F. graminearum were inoculated on the stem base of
maize seedling 2 days after chemical treatment on foliar tissues. As shown in Fig. 6, parent compounds
SA and 3,5-diCISA did not show protect effect against F. graminearum under the present experimental
conditions, and 5-CISA slightly reduced the disease severity of inoculated plants by 13.4%. Conjugates
8a and 8b treatment significantly reduced the disease severity by 18.7% and 24.0%, respectively, while
there was no beneficial effect for other conjugates (Fig. 6B). This is consistent with a previous study in
which exogenous application of SA to foliar tissues did not activate defense gene expression in the roots
of Arabidopsis* even though SA exhibited very good phloem mobility. This may be due to the fact that
SA can be quickly metabolized in plants.!” Considering the phloem mobility of the conjugates (Fig. 3),
the protective effect of conjugates 8a and 8b in the stem could be due to their basipetal transport through
phloem. With poor phloem mobility, glucose conjugates 9a-c cannot exert their defense-inducing
activity outside the application sites. It is known that biological activity of pesticides can be significantly
affected by the uptake and translocation of pesticide within plants, especially for the foliar-applied

pesticides, of which the sites of action may be distant from the point of application.*
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Figure 6. Evaluation of the protective effect of salicylic acid (SA), 5-chlorosalicylic acid (5-
CISA), 3,5-dichlorosalicylic acid (3,5-diCISA) and their amino acid conjugates (8a-c) and
glucose conjugates (9a-c) against Fusarium graminearum on maize. Compounds were applied
by spraying about 2 mL of a 1 mM concentration solution per plant. After two days, F
graminearum conidial suspensions were dropped to the wounded point on the seedling stem
(red arrow). A, Effect of SA conjugates on pathogenicity of F. graminearum after artificial
inoculation on maize stem. B, Disease severity in the nine treated groups, which were compared
with the untreated control by performing an ANOVA followed by Tukey’s HSD Test. Bars
represent means = SE (n = 3 pots of 5 plants). Asterisks indicate significant differences from
control (*P <0.05, **P < 0.01, ***P <0.001, NS: not significant).
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3.4 SA conjugates induced the expression of defense-related gene ZmNPRI and ZmPR1 upon
pathogen challenge

The expression analysis of two defense-related genes was performed during the plant defense
responses following the treatments of SA conjugates. NPR1 and PR1 play important roles in SA
signaling pathway in plants. In Arabidopsis, NPR1 was found to be the receptor for SA, and the binding
of SA to NPR1 was a prerequisite to the transcription of PR1.% As shown in Fig. 7, in the absence of
pathogen challenge, only parent compounds directly enhanced the expression of ZmNPRI and ZmPR1
24 h after treatment, while almost no significant change of gene expression was induced by conjugates
(Fig. 7A and C). However, following exposure to B. maydis, both parent compounds and conjugates
increased the expression of ZmNPRI and/or ZmPRI in maize leaves at 24 h post-inoculation,
demonstrating that SA conjugates were capable of inducing SA-mediated defense responses upon
pathogen attack, except for conjugates 8c and 9a. A 3.5-fold significant increase in ZmNPR1 expression
was observed compared to control after conjugate 9b treatment (Fig. 7B). The plants treated with
conjugate 8b had highest expression (2.3-fold) of the SA-responsive marker gene PR/ (Fig. 7D). Amino
acid conjugates 8a and 8b induced up-regulation of both genes similar to their parent compounds at 24
h post-inoculation, while glucose conjugate 9b and 9c¢ only increased the expression of ZmNPRI
showing different patterns with their parent compounds at the same time. These results may be due to
the penetration ability of the conjugates across the plasma membrane. The absorption and translocation
of glucose conjugates in plant tissues were slower than that of amino acid conjugates according to their
physicochemical properties and phloem mobility. Thus, the expression profile induced by glucose
conjugates may result from a delayed response.

NPR1 was well known as a key molecule involved in SA signaling, and the nprI mutant exhibited
enhanced disease susceptibility.*’” The transcriptional level of NPRI increases 2- to 3- fold following
infection with pathogens and SA treatment.*® SA and its two halogenated analogues directly triggered
stronger defense response than that of their conjugates over short time (24 h) at a concentration of 1
mM. However, conjugates 8a and 8b markedly increased the gene expression of two defense-related
genes until the plants were exposed to a challenge infection, suggesting that these conjugates may trigger
the plants into a priming phase. Defense priming is a physiological state in which a plant can display
longer-lasting activation or attenuated repression of defense upon pathogen or pest attack than unprimed
plants.* SA can directly induce defenses when applied at high doses, but at low doses it can trigger the
establishment of defense priming.’® Based on prodrug strategy, SA conjugate may act as a novel
chemical priming agent, which could be safer to the plant than SA by minimizing fitness costs of

resistance.
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Figure 7. Expression level of defense-related genes ZmNPR1 (A,B) and ZmPR1 (C,D) in maize leaves
treated by SA conjugates and their parent compounds, in the absence (A,C) or in presence (B,D) of
Bipolaris maydis. The maize seedlings were pretreated with 1 mM SA conjugates or the blank solution
(control). After 2 days, spore suspension (1 x 10° conidia/mL) of B. maydis was sprayed on the leaves.
Samples were harvested at 24 h post-inoculation. The results were from one representative replicate
among three independent experiments showing the same trends. Bars represent means = SE (n = 3
samples). Asterisks indicate significant differences from control in a Dunnett's multiple comparison test

following a one-way ANOVA (*P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0.001, NS: not significant).
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4 CONCLUSION

In conclusion, six conjugates associating salicylic acid, or its analogues monochlorinated in
position 5 or dichlorinated in positions 3,5, with glutamic acid or glucose were synthesized, the two
moieties being in all cases separated by a spacer arm containing a 1,2,3-triazole ring. Depending on the
conjugates, the syntheses were performed in 4 to 6 steps with generally satisfactory yields. Phloem
mobility assays using the Ricinus model showed that the conjugates with an oi-amino acid promoiety
were more favorable to phloem systemicity than those with glucose promoiety. In addition, conjugates
8a and 8c retained a concentration factor in the phloem sap of the same order of magnitude as the parent
compounds. Conjugate 8a exhibited the best phloem mobility among all conjugates with a concentration
factor of 3.4. Moreover, the amino acid conjugates 8a and 8b, as well as the glucose conjugate 9b, had
no direct action on the in vitro growth of B. maydis, the agent of southern corn leaf blight. In contrast,
conjugates 8c, 9a and 9¢ showed a moderate inhibitory effect on mycelial growth of B. maydis. All six
conjugates showed a statistically significant protective effect on the size of necroses induced by B.
maydis on maize seedlings, even the effect appeared to be weaker than the parent compounds especially
for the chlorinated molecules. It should be noted that conjugate 8a reduced necrosis size by 42%,
showing similar activity with SA. When tested in vivo against F. graminearum, conjugates 8a and 8b
also showed protective effect on stem-inoculated maize seedlings after foliar application. The expression
of defense-related gene ZmNPRI and ZmPRI were up-regulated by SA conjugates upon pathogen
challenge. Conjugates 8a and 8b increased almost the same level of gene expression as their parent
compounds when maize plants were exposed to challenge inoculation with B. maydis. Future
metabolism studies will be performed to clarify whether SA could be released from the conjugate.
Anyway, combining the results of the different bioassays, it seems that the conjugate 8a is the most
promising candidate of this series to stimulate plant defenses, with very good phloem mobility in plant,
a preventive effect against pathogens similar to that of salicylic acid and an inducing activity of defense

gene at the same level as the parent molecule.
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Conclusions

1- Synthese des bioprécurseurs d’acide salicylique

Au cours de ces travaux de thése, nous avons obtenu seize conjugués associant 1’acide
salicylique (AS) ou ses analogues chlorés a divers nutriments (acides aminés ou sucre). Chacun de ces
composés et leurs intermédiaires de synthése ont été caractérisés par des techniques usuelles d’analyse
(RMN et HRMS). Les structures de tous ces conjugués d’acide salicylique ou de ses analogues chlorés
sont présentées a la page 163. Parmi ces composés, treize conjugueés incluent dans leur structure des

acides aminés de série L et trois incluent un sucre.

Parmi ces seize molécules, figurent : i/ six composés associant I’AS ou ses analogues chlorés a
I’acide L-glutamique via un espaceur 1,2,3-triazole disubstitué en positions 1,4 (composés 6a-c) ou
éthyléne glycol (conjugués 9a-c) ; ii/ trois conjugués associant I’AS au L-tryptophane via un espaceur
triazole (composé 20) ou dicarbonylé en positions 1,4 et 1,5 (composés 24a et 24b) ; iii/ quatre composés
associant I’AS au nutriment par des fonctions amide ou ester sans espaceur ont été obtenus dont trois
conjugués associant 1’acide salicylique a des o-aminoacides possédant une fonction amine
supplémentaire sur leur chaine latérale tels que les acides L-2,3-diaminopropionique (26a, n=1), L-2,4-
diaminobutyrique (26b, n=2) et la L-lysine (26¢, n=4) et un quatriéme conjugué (composeé 32) associant
I’AS a la L-sérine par une fonction ester ; iv/ trois conjugués (35a-c) associant I’AS et ses analogues 5-
chloro et 3,5-dichlorosalicylique a un sucre (B-D-glucose) par un espaceur triazole ont également été

préparés durant ces travaux.

Avant de réaliser de nouvelles études biologiques de ces bioprécurseurs d’AS, des analyses par
HPLC chirale seront réalisées afin de confirmer la perte de I’information chirale (racémisation) sur les
nutriments a-aminoacides et B-D-glucose. Si la racémisation des bioprécurseurs est confirmée, nous
devrons a nouveau réaliser les synthéses de ces composés en employant des conditions opératoires
limitant cette réaction non désirée (dérivaux commerciaux, HOBt, emploi de bases) pouvant impacter

I’activité biologique de ces molécules.

2- Bilan des études biologiques

Les études biologiques ont été réalisées avec les bioprécurseurs associant I’ AS ou ses analogues
chlorés a I’acide L-glutamique (6a-c) ou au B-D-glucose (35a-c) via un espaceur triazolique. Les
molécules parents ont été incluses dans ces études a des fins de comparaison. Différentes propriétés ont
été évaluées : la mobilité phloémienne, ’activité fongicide in vitro, une potentielle activité in vivo de
stimulation des défenses naturelles du mais et la capacité a induire I’expression de génes de défense
impliqués dans la voie de signalisation de I’AS. Les résultats obtenus au cours de ces études

préliminaires de I’activité biologique des bioprécurseurs 6a-c et 35a-c ont permis de mettre en évidence :
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i/ la mobilité phloémienne des conjugués d’acides aminés 6a et 6¢ avec une systémie remarquable pour
le composé 6a ; ii/ une activité fongicide directe in vitro & la concentration de 1 mM des conjugués 6c,
35a et 35¢c et une absence totale d’activité pour 6a, 6b et 35b ; iii/ une activité protectrice des six
bioprécurseurs contre Bipolaridis maydis responsable de 1’helminthosporiose du mais avec une
efficacité maximale notée pour 6a et 6b ; iv/ une activité protectrice des bioprécurseurs d’acide aminé
6a et 6b contre Fusarium graminearium ; v/ une capacité de ces deux conjugues (6a-b) a induire une
régulation positive des deux génes liés a la défense ZmMNPR1 et ZmPR1 et des conjugués glucosés 35b-
c sur le seul géne ZmNPRL1.

Compte tenu de la mobilité dans la plante, de I’absence d’effet fongicide direct in vitro, de la
capacité a réduire la taille des nécroses induites par B. maydis sur feuilles de mais et de I’augmentation
de I’expression de deux génes de défenses liés a la voie de 1’acide salicylique, les conjugués 6a et 6b
sont les deux composés les plus prometteurs de la série étudiée pour stimuler les défenses naturelles des

plantes.
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Conjugués associant I'acide salicylique, I'acide 5-chlorosalicylique
ou l'acide 3,5-dichlorosalicylique a différents acides aminés ou du
glucose

Conjugués a partir d'acide L-glutamique

Espaceur 1,2,3-triazole Espaceur éthyléne glycol
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N/\(\ B OH
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OH M o
Y

X
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Conjugués a partir du L-tryptophane
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Perspectives

Les études préliminaires réalisées sur les composés 6a-c et 35a-c ne nous permettent pas, a ce
stade, de savoir si ces propriétés biologiques et systémiques sont engendrées par les bioprécurseurs eux-
mémes ou par une libération de la substance élicitrice provoquée par une hydrolyse enzymatique et/ou
chimique des conjugués. Ainsi, afin d’élucider ce point, des études métaboliques de ces composés seront

réalisées ultérieurement.

Lorsque ces études métaboliques des composes 6a-c et 35a-c auront été réalisées, nous pourrons
nous intéresser aux dix bioprécurseurs restants qui ont été présentés dans ce manuscrit. Ainsi plusieurs
études préliminaires évoquées dans les Perspectives ainsi que de futures études métaboliques de ces
composés pourront étre réalisées. En fonction des résultats obtenus avec ces différents composés, il
pourrait étre intéressant d’orienter les synthéses de conjugués d’AS afin d’optimiser la biodisponibilté

de ces derniers dans la plante

Concernant les synthéses de nouveaux bioprécurseurs, nous pourrons poursuivre la synthése du
conjugué 42 (Figure 40, page 117) associant I’AS a la L-sérine par un espaceur triazole, ou seules deux
étapes de déprotection restent a réaliser. Puis, nous pourrons initier la synthése du conjugué associant
I’acide salicylique a la L-tyrosine (Figure 41, page 118) par une liaison ester entre la fonction acide

carboxylique de I’AS et phénol de I’aminoacide.

Parmi les bioprécurseurs synthétisés, des compléments et de nouvelles études de relation

structure-activité restent a entreprendre. En particulier, il serait intéressant :

i/ d’étudier I’influence de la nature des espaceurs (1,2,3-triazole et éthyléne glycol) sur les
conjugués d’acide L-glutamique 6a-c et 9a-c. Cette étude permettrait également d’étudier 1’influence
des atomes de chlore sur les propriétés systémiques et biologiques des bioprécurseurs et comparer ces

derniéres a celles des molécules parentes.

ii/ de réaliser la synthése des conjugués d’acide 5-chloro et 3,5-dichlorosalicylique associés au
L-tryptophane par un espaceur 1,2,3-triazole afin de faire une étude de relation structure-activité du
bioprécurseur 20 et de ses deux analogues halogénés. Il serait également intéressant de synthétiser de
nouveaux conjugués ayant des espaceurs dicarbonylés en positions 1,3 (n = 1) et 1,6 (n = 4) afin de
réaliser une modulation de la longueur de chaine de 1’espaceur des bioprécurseurs 24a-b et d’en étudier

I’influence.

iii/ de finaliser la voie de synthese de conjugués 26a-c associant I’AS a des acides aminés
possédant une fonction amine supplémentaire sur leur chaine latérale en réalisant la synthese du
conjugué associant 1’acide salicylique a la L-ornithine (n=3). Cela permettrait de réaliser une étude de

I’impact de la longueur de la chaine latérale des acides aminés sur les propriétés de ces bioprécurseurs.
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Il serait également intéressant de réaliser une étude de la relation structure-activité biologique entre les

composeés 26a (n = 1) et 32 en évaluant conjointement la stabilité in vivo des liaisons amide et ester.

iv) de synthétiser des conjugués associant I’AS a des hydroxyaminoacides tels que la L-
thréonine ou encore a des phénoxyaminoacides tels que la L-tyrosine. Ces molécules pourraient étre
intéressantes afin d’évaluer I’influence de la structure de ’acide aminé (ramification, cycle aromatique)

sur la stabilité de la liaison ester entre 1’acide salicylique et ce dernier.

v) de réaliser la synthese d’une nouvelle série de conjugués associant I’AS ou ses analogues 5-
chloro et 3,5-dichlorosalicylique au B-D-glucose par un espaceur éthyléne glycol. Ces nouveaux
bioprécurseurs permettraient d’étudier ’influence de 1’espaceur (ethyléne glycol et triazole) sur les

propriétés en les comparant aux conjugués 35a-c.

Nous pourrons par la suite réaliser des synthéses avec un nouveau composé éliciteur tel que
I’acide jasmonique. Ce dernier joue au méme titre que I’AS un réle majeur dans divers processus
biologigues et physiologiques des plantes. Il pourrait ainsi étre intéressant de réaliser des synthéses de
conjugués associant ’acide jasmonique a différents nutriments acides aminés (acide glutamique,
tryptophane, sérine, acides diaminocarboxyliques, hydroxyaminoacides) ou glucose par différents

espaceurs (1,2,3-triazole, éthylene glycol, espaceurs dicarbonylés) lorsque cela est nécessaire.
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Chapitre 4 : Partie expérimentale
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1- Matériels et méthodes

1.1- Suivi des réactions et purifications

Les produits chimiques et solvants utilisés et achetés pour réactions proviennent de différents
fournisseurs comme Sigma Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France), Acros Organics (Geel, Belgique),
Alfa Aesar (Karlschrue, Allemagne), TCI Chemicals (Oxford, Royaume-Uni), Fischer Scientific
(Hlkirch, France). Ces réactifs ont pour la plupart été utilisés sans traitement spécifique. Certains réactifs
sensibles a I’air ou a I’humidité et les solvants anhydres étaient prélevés sous septum et sous atmosphére

protectrice d’azote.

L’avancement des réactions a pu étre suivi grace a des chromatographies sur couche mince de
silice (CCM) déposées sur une plaque d’aluminium (plaques commerciales Merck Kieselgel 60 F254
d’une épaisseur de 0,2 mm de silice) grace a une révélation par fluorescence dans 1’ultra-violet a 254
nm puis/ou dans une solution éthanolique de ninhydrine a 1% ou dans une solution agueuse de
permangante de potassium a 5% massique suivi d’un chauffage. Les purifications de produits ont été
réalisées par chromatographie manuelle sur colonne avec un support de silice. La silice employée est
une silice MACHEREY-NAGEL Kieselgel® 60 (15-40 um) phase normale avec un mélange de solvants
adapté a la polarité des composés a séparer.

1.2- Analyse des composés organiques :

1.2.1- Analyses RMN

Les produits purifiés ont été analysés par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) sur des
spectrométres Brucker Adavnce 400DPX (4,5 T) et Bruker Ultrashield™ 500 Avance NEO. Les
expériences RMN proton *H et carbone *C ont été réalisées a des fréquences respectives de 400 et 101
MHz ou 500 MHz et 126 MHz. Les déplacements chimiques (8) sont exprimés en partie par million
(ppm) et calibrés sur le pic résiduel du solvant deutéré employé pour I’expérience tel que le chloroforme
deutéré CDCls (84 = 7.26 ppm, dc = 77.16 ppm), I’acétone-ds (3n = 2.05 ppm, dc = 29.84 et 206.26
ppm), le DMSO-ds (81 = 2.50 ppm et 8¢ = 39.52 ppm) et DO (& = 4.80 ppm). Des abréviations ont été
utilisées pour décrire la multiplicité des signaux observés en RMN *H : s= singulet ; se= singulet élargi ;
d = doublet ; t = triplet ; g = quadruplet ; dd = doublet de doublet ; dt = doublet de triplet ; td = triplet de
doublet ; m= multiplet. L’ attribution de protons labiles (acides) sera effectuée en en employant les
abréviations OH pour les protons d’alcool, de phénol ou d’acide carboxylique et NH ou NH; pour les

protons d’amine, d’amide et de carbamate.

Des expériences DEPT 90 et 135, complémentaires aux analyses RMN 3C et 2D (COSY 'H-'H et
HSQC 'H-C) ont également été réalisées afin de confirmer Dattribution des signaux observés.

L’attribution des carbones sera identifiée par C pour des atomes de carbone quaternaires et CO pour des
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carbones de groupements carbonylés (acide carboxylique, amide, carbamates et esters), CH pour des

carbones tertiaires, CH> pour des carbones secondaires et CH3 pour des carbones primaires.
1.2.2- Analyses physico-chimiques

Les analyses de spectrométrie de masse haute résolution (HRMS) ont été réalisées sur les composés
finaux a 1’aide d’un spectromeétre Bruker QTOF Impact HD utilisant une source d’ionisation a
électrospray en mode positif ou négatif (ESI+ ou ESI-) a la Plateforme Instrumentale d’Analyses
(PLATINA) de I’'université de Poitiers.

Les points de fusion ont été réalisés dans des capillaires en verre sur un appareil a point de fusion
Buchi B-540.

2- Synthese des conjugués associant I'acide salicylique ou ses

analogues chlorés associés a des acides aminés de série L

2.1- Synthese de conjugués associant I'acide salicylique ou ses analogues chlorés

a de l'acide L-glutamique
2.1.1- Synthése de conjugués présentant un espaceur 1,2,3-triazole

Composé 1: 2-azidoéthyl-1-amine3¥’

C2oHsN4
] NH M= 86,10 g/mol
N3/\2/ 2 Liquide incolore

L’azoture de sodium NaN3 (8.31 g, 127.8 mmol, 2.0 éq) est additionné au bromhydrate de 2-
bromoéthylamine (13.09 g, 63.9 mmol, 1.0 éq) en solution aqueuse (100 mL) sous agitation. Le milieu
réactionnel est chauffé a 80°C pendant 18 heures puis refroidi a 0°C avant d’étre neutralisé a pH 7 par
addition progressive d’une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium 1M (65 mL, 65.0 mmol, 1.02 éq).
Le milieu réactionnel est extrait au dichlorométhane CH,Cl, (3 x 100 mL) puis les phases organiques
sont rassemblées, séchées sur MgSQOy., filtrées et concentrées sous pression réduite, sans chauffage afin

d’obtenir le composé 1 (5.37 g, 62.4 mmol, 97%) sous forme de liquide incolore.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz), & (ppm) : 3.25 (t, J = 5.6 Hz, 2H, H,), 2.76 (t, ®J = 5.8 Hz, 2H, H,), 1.29
(s, 2H, NHy).

RMN 3C (CDCls, 101 MHz) & (ppm): 54.9 (CH,, Cy), 41.5 (CH, Cy).

CCM (AcOEt/EtOH 6/4), révélation a la ninhydrine : Rf =0.35
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Composé 2: 5-(2-azidoéthylamino)-2S-(tert-butoxycarbonylamino)-5-oxopentanoate de tert-butyle3’

0 o | .
2 4
N3\1/\NJ\3/\‘5)J\0)7<6 CioHzoN:Os
H HN\”/O 7 M= 371,44 g/mol
(0]

Huile incolore

La 2-azidoéthylamine 1 (6.92 g, 80.4 mmol, 2.0 éq) est additionnée a 1’acide 5-tert-butoxy-4S-
[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique (12.19 g, 40.2 mmol, 1.0 éq) en solution dans du
dichlorométhane anhydre (100 mL) refroidi a 0°C, sous azote. L’EDCI (16.10 g, 84.0 mmol, 2.1 éq) et
la DMAP (0.49 g, 4.02 mmol, 0.1 éq) sont successivement additionnés a la solution et le milieu
réactionnel est maintenu pendant 2 heures sous agitation a 0°C avant d’étre ramené a température
ambiante durant 20 heures. Le milieu réactionnel est lavé a 1’eau distillée (3 x 30 mL). La phase
organique est séchée sur MgSO., filtrée et concentrée sous pression réduite. Le produit obtenu est ensuite
purifié sur gel de silice (AcOEt) pour obtenir le composé 2 (14.70 g, 39.6 mmol, 97%) sous la forme

d’une huile incolore.

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz), & (ppm) : 8.10 (t, %) = 5.3 Hz, 1H, NH), 7.15 (d,3J = 7.8 Hz, 1H, NH),
3.79 (M, 1H, Hs), 3.38 — 3.24 (M, 4H, Hy et H), 2.18 (t, 3 = 7.7 Hz, 2H, Hs), 1.97 — 1.71 (m, 2H, Ha),
1.43,1.42 (2's, 18H, Hs et Hy).

RMN C (DMSO-ds, 101 MHz) & (ppm) : 171.7, 171.6 (2 CO), 155.5 (COcarbamate), 80.3 et 78.0 (2
Cert-butyte), 54.0 (CH, Cs), 49.9 (CH, Cy), 38.2 (CH, Cy), 31.6 (CH,, C3), 28.2 et 27.6 (6 CH3, Cs et Cy),
26.5 (CHy, Ca).

CCM (AcOEt), révélation a la ninhydrine : Rf = 0.52
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Procédure 1 : Acétylation des fonctions phénols des acides 5-chloro et 3,5-dichlorosalicyliques®’®

L’acétate de sodium (0.1 éq) est additionné a 1’acide 5-chlorosalicylique (4.00 g, 23.2 mmol,
1.0 ég) ou 3,5-dichlorosalicylique (5.60 g, 27.0 mmol, 1.0 éq) en suspension dans de 1’anhydride
acétique. La suspension est chauffée a 60°C sur une période de 3 heures. Le milieu réactionnel est
ensuite refroidi a température ambiante et lavé a I’eau distillée refroidie. Le précipité formé est isolé par
fitration sur biichner, lavé a I’eau distillée refroidie et séché a I’étuve pour obtenir 1’acide 2-acétyloxy-
5-chlorobenzoique 3b (3.85 g, 17.9 mmol, 77%) ou I’acide 2-aétyloxy-3,5-dichlorobenzoique 3c (5.75

g, 23.1 mmol, 85%) sous forme de poudres blanches.

Composé 3b : Acide 2-acétyloxy-5-chlorobenzoique

o)
cls 2 CoH/CIO4

OH M= 214,60 g/mol

4 >0 Poudre blanche

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) : 13.44 (se, 1H, OH), 7.89 (d, *J = 2.7 Hz, 1H, He), 7.71 (dd,
3) =8.6 Hz, *J = 2.7 Hz, 1H, Ha), 7.26 (d, 3J = 8.6 Hz, 1H, Hs), 2.25 (s, 3H, Hy).

RMN *¥C (DMSO-dg, 101 MHz) & (ppm) : 169.0, 164.5 (2 CO), 148.5 (C, C,), 133.5 (CH, Cy), 130.7
(CH, Cs), 130.1 (C, Cy), 125.9 (C, Cs), 125.9 (CH, Cz3), 20.7 (CHs, C7).

CCM (CHCI,/AcOEt 8/2), révélation UV: Rf =0.18

Point de fusion : 142°C.

Composé 3c : Acide 2-acétyloxy-3,5-dichlorobenzoique

CoHeCl,04
M= 249,03 g/mol
Poudre blanche

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm): 13.83 (se, 1H, OH), 8.06 (d, *J = 2.6 Hz, 1H, He), 7.87 (d,
“J=2.6 Hz, 1H, Hy), 2.32 (s, 3H, H»).

RMN ¥C (DMSO-dg, 101 MHz) & (ppm) : 168.5, 164.2 (2 CO), 145.7 (C, C,), 133.7 (CH, Cy4), 131.2
(C, C1), 130.2 (CH, Cs), 129.6, 127.9 (2 C, Cset Cs), 20.8 (CHs, Cy).

CCM (CH.CI/AcOEt 8/2), révélation UV : Rf = 0.16

Point de fusion : 148°C.
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Procédure 2 : Condensation peptidique entre les dérivés acétylés d’AS ou analogues halogénés et

la propargylamine3¥’

La propargylamine (2.0 éq) est additionnée au dérivé acétylé 3a-c (1.0 éq) en suspension dans
du dichlorométhane anhydre sous azote et refroidi a 0°C. L’EDCI (2.0 éq) et de la DMAP (0.1 éq) sont
successivement additionnés a la suspension. Le milieu réactionnel est maintenu sous agitation a 0°C
pendant une heure avant d’étre amené a température ambiante et y étre maintenu durant vingt et une a
vingt quatre heures. Le milieu réactionnel est ensuite lavé a 1’eau distillée (4 x 50 mL). La phase aqueuse
est extraite une fois au dichlorométhane (30 mL) puis les phases organiques sont rassemblées, séchées
sur MgSO, filtrées et concentrées sous pression réduite. Le produit brut est purifié sur une colonne de
silice dans un éluant Pentane/AcOEt 19 :1 afin d’obtenir les composés 4a-c.

Composé 4a : 2-Hydroxy-N-(prop-2-yn-1-yl)benzamide

0 7 C10HsNO>
5 1 N S M= 175,19 g/mol
\ H/\H Solide jaunatre

Le composé 4a (3.17 g, 18.1 mmol, 50%) est obtenu sous la forme d’un solide jaunatre en en
engageant le composé 3a (6.54 g, 36.3 mmol, 1.0 éq) apres vingt-trois heures de réaction a température

ambiante.

RMN H (DMSO-ds, 500 MHz), 5 (ppm): 12.29 (s, 1H, OH), 9.19 (t, °J = 5.3 Hz, 1H, NH), 7.84 (dd,
%] =8.0 Hz,*J = 1.5 Hz, 1H, Hg), 7.42 (td, 3J = 8.5 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, Hg), 6.91 (dd, %] = 8.5 Hz,
*J=1.5Hz, 1H, Hs), 6,89 (td, 3J = 8.0 Hz, “J = 1.5 Hz, 1H, Hs), 4.10 (dd, 3] = 5.5 Hz, 4J = 2.5 Hz, 2H,
Hy), 2.26 (t, “J = 2.5 Hz, 1H, Ha).

RMN C (DMSO-ds, 126 MHz), 8 (ppm): 168.5 (CO), 159.7 (C, C;), 134.0 (CH, C4), 128.1 (CH, Cs),
118.8 (CH, Cs), 117.4 (CH, Cs), 115.1 (C, C1), 80.8 (Caicyne), 73.2 (CH, Cs), 28.3 (CH2, Cv).

CCM (CHCly), révélation sous lampe UV : Rf = 0.55

Point de fusion : 96 — 99 °C.
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Composé 4b : 5-Chloro-2-hydroxy-N-(prop-2-yn-1-yl)benzamide

o s e C1oHsCINO,
3 NT M= 209,63 g/mol
4 . OHH/\HB Poudre blanche
3

Le composé 4b (0.79 g, 3.77 mmol, 40%) est obtenu sous la forme d’une poudre blanche a
partir du composé 3b (2.00 g, 9.32 mmol, 1.0 éq) en suivant la Procédure 2 excepté pour la DMAP
engagée a 0.2 équivalent a la place de 0.1 équivalent.

RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) : 12.27 (s, 1H, OH), 9.22 (t, °J = 5.2 Hz, 1H, NH), 7.92 (d,
) =2.7Hz, 1H, He), 7.46 (dd, %J = 8.8 Hz, *J = 2.7 Hz, 1H, H,), 6.98 (d, J = 8.8 Hz, 1H, Hs), 4.10 (dd,
%) =5.4 Hz,“J = 2.5 Hz, 2H, H7), 3.20 (t, *J = 2.5 Hz, 1H, Hg).

RMN C (DMSO-dg, 126 MHZz) & (ppm) : 166.8 (CO), 158.0 (C, C>), 133.4 (CH, C4), 127.7 (CH, Cs),
122.5 (C, Cs), 119.3 (CH, C3), 116.9 (C, C1), 80.5 (Caieyne), 73.4 (CH, Cg), 28.5 (CHa, C7).

CCM (CH:Cly), révélation UV : Rf =0.61

Point de fusion : 167 °C.

Composé 4c: 3,5-dichloro-2-Hydroxy-N-(prop-2-yn-1-yl)benzamide.

C10H7CI2NO;
M= 244,27 g/mol
Poudre jaune

Le composé 4c¢ (0.50 g, 2.03 mmol, 25%) est obtenu sous forme de poudre jaune a partir du
composé 3¢ (2.00 g, 8.03 mmol, 1.0 éq) en suivant la Procédure 2 avec un chauffage additionnel du

milieu réacionnel a reflux durant cing heures apres seize heures a température ambiante.

RMN *H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 12.35 (s, 1H, OH), 7.49 (d, *J = 2.4 Hz, 1H, Hg), 7.34 (d,
*J=2.4 Hz, 1H, Hy), 6.68 (s, 1H, NH), 4.24 (dd,*J = 5.2 Hz, *J = 2.6 Hz, 2H, Hy), 2.33 (t, *J = 2.6 Hz,
1H, Hg).

RMN 1C (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 168.1 (CO), 156.1 (C, C,), 134.3 (CH, C4), 124.4 (C, Cs ou
Cs), 124.1 (CH, Cs), 123.5 (C, Cz ou Cs), 115.7 (C, C1), 78.2 (C, Caicyne), 73.0 (CH, Cg), 29.9 (CHa, Cv).
CCM (CH:Cly), révélation UV : Rf = 0.66

Point de fusion : 182°C.
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Procédure 3 : Couplage entre les dérivés propargyliques 4a-c et ’azoture d’acide L-glutamique
protégé par click chemistry3*

L’azoture d’acide glutamique 2 (1.0 éq) est additionné aux composés propargyliques 4a-c (1.0
éq) en solution dans du t-BuOH sous atmosphére inerte d’azote. Le sulfate de cuivre pentahydraté (0.2
€q) et ’ascorbate de sodium (0.4 éq) dissouts dans de 1’eau distillée, sont additionnés a la solution. Le
milieu réactionnel est ensuite chauffé et maintenu sous agitation a 50°C jusqu’a observer une conversion
compléte des deux réactifs. Le milieu est ramené a température ambiante et extrait au dichlorométhane
(4 x 30 mL). Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur MgSO., filtrées et évaporées sous
pression réduite. Le produit obtenu est purifié sur colonne sur gel de silice (CH.Cl,/AcOEt 1:0 puis 0:1)

afin d’obtenir les composés 5a-c.

Composé 5a : 5-(4-[(2-hydroxybenzamido)méthyl]-1H-1,2,3-triazol-1-yl]éthylamino)-2S-[(tert-

butoxycarbonylamino]-5-oxopentanoate de tert-butyle.

(o)
6 7 8 14 14
5 1 N = 9 %14
H/\(\\/N’\/NH ) CasH3sNsO7
4 N=N 10 11 o)
2 0H

M= 546,63 g/mol

13 (o)
15
o 12 HN,/< B Poudre blanche
o)
15

Le composé 5a (4.08 g, 7.46 mmol, 41%) a été obtenu sous la forme d’une poudre blanche a
partir du composé 4a (3.17 g, 18.0 mmol, 1.0 éq) et de 1’azoture 2 (6.72 g, 18.0 mmol, 1.0 éq) apres une

heure de réaction a 50°C.

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHZz) & (ppm): 12.46 (s, 1H, OH), 9.32 (t, *J = 5.6 Hz, 1H, NH), 8.04 (s,
1H, Heg), 7.98 (t, 3J = 5.1 Hz, 1H, NH), 7.87 (dd, 3J = 7.9 Hz, “J = 1.5 Hz, 1H, He), 7.39 (td, 3J = 7.3 Hz,
%3 =1.6 Hz, 1H, Hy), 7.08 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, NH), 6.91 — 6.86 (m, 2H, Hzet Hs), 4.53 (d, ] = 5.6 Hz,
2H, Hy), 4.37 (t, 3 = 6.0 Hz, 2H, Ho), 3.74 (td, *J = 8.0 Hz,*J = 5.2 Hz, 1H, H13), 3.45 (td, *J = 6.0 Hz,
3] =5.1 Hz, 2H, Hio), 2.10 (t, 3J = 7.7 Hz, 2H, H11), 1.85 (td, 2 = 13.3 Hz,3) = 7.8 Hz, ] = 5.2 Hz, 1H,
Hiz), 1.67 (td, 2J = 13.2 Hz, 3J = 7.8 Hz, ) = 5.2 Hz, 1H, H1y), 1.38 et 1.37 (2 s, 18H, Huset His).
RMN 3C (DMSO-ds, 101 MHz) & (ppm): 171.7, 171.5 et 168.7 (3 CO), 159.9 (C, C,), 156.6
(COcarbamate), 144.6 (C, Cuiazole), 133.8 (CH, Cy), 127.9 (CH, Cs), 123.3 (CH, Cs), 118.6 (CH, C3), 117.3
(CH, Cs), 115.2 (C, C1), 80.3, 78.0 (2 Ceert-tutyte), 59.7 (CH, Ci3), 53.9 (CHy, Cq), 48.6 (CH,, C), 34.5
(CHa, Cio), 31.5 (CHg, C11), 28.6 et 27.6 (6 CHs, Ci4 €t C1s), 26.4 (CHy, C1o).

CCM (AcOEt), révélations UV et ninhydrine : Rf = 0.48

Point de fusion : 86 — 87 °C.
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Composé 5b: 5-(4-[(5-chloro-2-hydroxybenzamido)méthyl]-1H-1,2,3-triazol-1-yl]éthylamino)-2S-
[tert-butoxycarbonylamino]-5-oxopentanoate de tert-butyle

cl 6 7 8 14 14
5 1
N = 9 »//14
4 H/\[\\j/:;’N”\/NH 1" 0 o Ca26H37CIN6O7
; 2 OH " s/ o M= 581,07 g/mol
o = ° Poudre blanche
A L

Le composé 5b (1.35 g, 2.32 mmol, 44%) a été obtenu sous la forme d’une poudre blanche en
engageant les composés 4b (1.10 g, 5.25 mmol, 1.0 éq) et 2 (1.95 g, 5.25 mmol, 1.0 éq) chauffés a 50°C
pendant trois heures.

RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm): 12.45 (s, 1H, OH), 9.37 (t, *J = 5.6 Hz, 1H, NH), 8.00 (s,
1H, Hsg), 7.99 (t, *J = 6.0 Hz, 1H, NH), 7.96 (d, *J = 2.7 Hz, 1H, He), 7.44 (dd, 3J = 8.8 Hz, *J=2.7 Hz,
1H, Hy), 7.11 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, NH), 6.94 (d, 3J = 8.8 Hz, 1H, H3), 4.55 (d, *J = 5.6 Hz, 2H, H), 4.39
(t,33 = 6.0 Hz, 2H, Hy), 3.74 (m, 1H, His), 3.44 (9, ®J = 6.0 Hz, 2H, Huo), 2.10 (t, 3] = 7.7 Hz, 2H, H11),
1.86 (m, 1H, Hiz), 1.70 (m, 1H, H1,), 1.38 (s, 18H, Hiset Has).

RMN BC (Acétone-ds, 126 MHz) & (ppm): 173.0, 172.3, 169.7 (3 CO), 161.1 (C, C,), 156.4
(COcarbamate), 144.9 (C, Criazole), 134.5 (CH, C4), 127.3 (CH, Cs), 124.1 (CH, Cs), 123.6 (C, Cs), 120.4
(CH, Cy), 116.5 (C, Cy), 81.4, 79.1 (2 Ceert-butyle), 55.0 (CH, Cu3), 50.0 (CHa, Cy), 40.2 (CH2, C7), 35.8
(CHz, C1), 32.6 (CH,, C11), 28.5, 28.1 (6 CH3, Cu4 et Cis), 27.8 (CHy, C12).

CCM (AcOEt), révélations UV et ninhydrine : Rf = 0.52

Point de fusion : 108 — 109 °C.
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Composé 5c¢ : 5-([4-[(3,5-dichloro-2-hydroxybenzamido)méthyl]-1H-1,2,3-triazol-1-yl]éthylamino)-
2S-[tert-butoxycarbonylamino]-5-oxopentanoate de tert-butyle

C2sH3sCI2N6O~
M= 615,51 g/mol
Poudre blanche

Le composé 5¢ (1.38 g, 2.24 mmol, 74%) a été isolé sous la forme d’une poudre blanche en
engageant les composés 4c (0.74 g, 3.03 mmol, 1.0 éq) et 2 (1.30 g, 3.50 mmol, 1.15 éq) chauffés a
50°C pendant deux heures.

RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) : 13.63 (s, 1H, OH), 9.71 (t, °J = 5.1 Hz, 1H, NH), 8.04 (s,
1H, Hg), 8.02 (d, “J = 2.4 Hz, 1H, He), 7.99 (t, 3J = 5.5 Hz, 1H, NH), 7.77 (d, ¥J = 2.4 Hz, 1H, H,), 7.09
(d,%J =7.7 Hz, 1H, NH), 4.54 (d, 3] = 5.5 Hz, 2H, H), 4.36 (t, 3] = 6.0 Hz, 2H, Hy), 3.76 (m, 1H, H1s),
3.46 (q, %3 = 6.0 Hz, 2H, Hug), 2.10 (t, °J = 7.7 Hz, 2H, Hu1), 1. 86 (m, 1H, H12), 1.67 (M, 1H, H1y), 1.39,
1.38 (2's, 18H, Huset His).

RMN BC (DMSO-ds, 126 MHz) & (ppm): 171.8, 1715, 168.1 (3 CO), 155.8 (C, C,), 1555
(COcarbamate), 143.5 (C, Cuiazole), 133.2 (CH, Ca), 125.8 (CH, Cs), 123.6 (CH, Cg), 122.4, 122.0 (2 C, C3
et Cs), 116.3 (C, C1), 80.3, 78.0 (2 Crerbuyie), 53.9 (CH, Ci3), 48.7 (CHz, Cq), 38.8 (CHa, C7), 34.8 (CHy,
Cu), 31.5 (CHz, C11), 28.2, 27.6 (6 CH3, Cset Cis), 26.4 (CHa, C1o).

CCM (AcOEt), révélations UV et ninhydrine: Rf = 0.58

Point de fusion : 115 - 116 °C.
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Procédure 4: Déprotection de la fonction a-aminoacide des composés 5a-c en milieu acide

De I’acide trifluoroacétique CF3CO,H (5-7 mL) est additionné au composé 5a-c en solution
dans du dichlorométhane anhydre (5-15 mL). Le milieu réactionnel est maintenu sous agitation a
température ambiante jusqu’a la conversion totale du réactif. Le milieu est ensuite concentré sous

pression réduite afin d’obtenir le conjugué 6a-c.

Composé 6a : Acide 5-([4-[(2-hydroxybenzamido)méthyl]-1H-1,2,3-triazol-1-yl]éthylamino)-2S-
amino-5-oxopentanoique

(0]
6 7 8
5 1 N = 9 C17H22N6Os
©5LH/\L/:\/N”\,N M= 390,40 g/mol
4 £ 2 0H N 10

H o
11 OH
)/\jz\' Poudre blanche
(0] 12

NH,

Le conjugué 6a (1.02 g, 2.61 mmol, 70%) été obtenu sous la forme d’une poudre blanche en
engageant le composé 5a (2.04 g, 3.73 mmol, 1.0 éq) en présence d’acide trifluoroacétique (7 mL) et de

dichlorométhane (15 mL) aprés trois heures de réaction.

RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm): 12.46 (s, 1H, OH), 9.34 (t, ®J = 5.4 Hz, 1H, NH), 8.15 (t, %J
=5.6 Hz, 1H, NH), 7.98 (s, 1H, Hs), 7.95 (dd, 3J = 7.9 Hz, ] = 1.6 Hz, 1H, He), 7.36 (td, *J = 8.1 Hz, *J
=1.6 Hz, 1H, Hy), 6.96 (dd, 3J = 8.2 Hz, “J = 0.9 Hz, 1H, Hs), 6.85 (td, ®J = 7.9 Hz,*J = 0.9 Hz, 1H, H5),
455 (d, *J = 5.4 Hz, 2H, Hy), 4.40 (t, 3J = 5.6 Hz, 2H, Hy), 3.39 — 3.50 (m, 3J = 5.6 Hz, 2H, Hio), 3.27
(t, 33 =6.0 Hz, 1H, His), 2.10 (M, 2H, H11) , 1.95 (M, 2H, Hyy).

RMN BC (DMSO-dg, 126 MHz) & (ppm): 172.6, 170.8, 168.1 (3 CO), 159.8 (C, C,), 144.8 (C, Cuiazole),
133.8 (CH, C4), 129.4 (CH, Cq), 123.9 (CH, Cs), 118.9 (CH, Cy3), 117.8 (CH, Cs), 116.8 (C, C1), 53.8
(CH, Ci3), 49.0 (CHj2, Cy), 39.4 (CHjy, C7), 35.1 (CHj2, C10), 31.8 (CH>, C11), 27.1 (CH,, C12).

HRMS (ESI+) calculée pour Ci7H23NsOs [M+H]* : 391.1724, mesurée : 391.1739.

CCM (AcOEt/CH30H 19/1) révélations UV et ninhydrine : Rf =0.11

Point de fusion : 59 —60°C.
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Composé 6b : Acide 5-({[4-[(5-chloro-2-hydroxybenzamido)méthyl]-1H-1,2,3-triazol-1-

yl]éthyllamino)-2-amino-5-oxopentanoique

(0]

Cl_s 6 . 7 8 . C17H21CINgOs
N NF _
NN o M= 424,84 g/mol
SFoon N /}NH 11 OH Solide blanc
A hygroscopique
NH,

Le composé 6b (0.40 g, 0.94 mmol, 42%) a été obtenu sous forme d’un solide hygroscopique
blanc aprés trois heures de réaction. Ce dernier a été obtenu a partir du composé 5b (1.30 g, 2.24 mmol,
1.0 éq) et de CF3CO2H (2 mL) dans du dichlorométhane anhydre (5 mL).

RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) : 12.90 (s, 1H, OH), 9.39 (t, 3J =5.2 Hz, 1H, NH), 8.14 (t, *J
= 5.5 Hz, 1H, NH), 8.00 (s, 1H, Hs), 7.95 (d, *J = 2.7 Hz, 1H, He), 7.43 (dd, ] = 8.8 Hz, J = 2.7 Hz,
1H, Hz), 6.99 (d, *J = 8.8 Hz, 1H, Hs), 4.55 (d, *J = 5.4 Hz, 2H, H7), 4.39 (t, ®J = 6.0 Hz, 2H, Hy), 3.71
(t, %) =5.4 Hz, 1H, Ha3), 3.46 (t,%] = 6.0 Hz, 2H, Ho), 2.18 — 2.29 (m, 2H, Hi1), 1.93 (m, 2H, Hy2).
RMN BC (DMSO-dg, 126 MHZz) & (ppm) : 171.6, 170.9, 166.6 (3 CO), 158.2 (C, C>), 144.1 (C, Criazole),
132.9 (CH, C4), 127.7 (CH, C¢), 123.2 (CH, Cs), 122.6 (C, Cs), 119.1 (CH, C3), 117.5 (C, C4), 51.9 (CH,
Cu3), 48.4 (CHy, Cy), 38.7 (CH>, C7), 34.5 (CH>, Cyg), 30.5 (CHa, C11), 25.8 (CH2, Cy2).

HRMS (ESI+) calculée pour Ci7H22CINgOs [M+H]*: 425.1334, mesurée : 425.1336

CCM (AcOEt/CH3OH 19/1), révélations UV et ninhydrine : Rf =0.13
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Composé  6¢:  Acide  5-([4-[(3,5-dichloro-2-hydroxybenzamido)méthyl]-1H-1,2,3-triazol-1-

yl]éthylamino)-2-amino-5-oxopentanoique

7 8
C17H20CI2NgOs
N™ >N\ _8
H/\,\:;,N’\/N M= 459,28 g/mol
H 10

H o A om
1 - -
h/mz\’ Solide hygroscopique
(o) 12 blanc

NH,

Le composé 6¢ (0.40 g, 0.87 mmol, 41%) a été obtenu sous la forme d’un solide hygroscopique
blanc apres trois heures de réaction. Ce dernier a été obtenu a partir du composé 5¢ (1.30 g, 2.11 mmol,

1.0 éq) et d’acide trifluoroacétique (2 mL) dans du dichlorométhane anhydre (5 mL).

RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) : 13.63 (s, 1H, OH), 9.73 (t, 3J = 5.7 Hz, 1H, NH), 8.24 (se,
2H, NHy), 8.15 (t, 3 = 6.0 Hz, 1H, NH), 8.05 (s, 1H, Hsg), 8.02 (d, *J = 2.5 Hz, 1H, Hs), 7.79 (d,
)= 2.5 Hz, 1H, Ha), 4.54 (d, 3 = 5.6 Hz, 2H, H7), 4.38 (t, °J = 6.0 Hz, 2H, Ho), 3.90 (m, 3J = 5.6 Hz,
1H, His), 3.48 (g, °J = 6.0 Hz, 2H, Hip), 2.37 — 2.16 (M, 2H, Hu1), 2.02 — 1.92 (m, 2H, H1).

RMN 13C (DMSO-ds, 126 MHz) & (ppm) : 171.9, 171.3, 168.6 (3 CO), 156.3 (C, Cy), 144.2 (C, Ctriazote),
133.7 (CH, Ce), 126.2 (CH, C4), 124.0 (CH, Cs), 122.9, 122.6 (2 C, Cset Cs) , 116.8 (C, C1), 52.0 (CH,
Ci3), 49.1 (CHy, Cq), 40.0 (CHy, Cv), 35.3 (CHa2, C10), 30.9 (CHa2, C11), 26.2 (CHa, C12).

HRMS (ESI+) calculée pour Ci17H21CI2NsOs [M+H]*: 459.0945, mesurée : 459.0940

CCM (AcOEt/CH30H 19/1), révélations UV et ninhydrine: Rf = 0.10
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2.1.2- Syntheése de conjugués possédant un espaceur éthylene glycol

Procédure 5 : Estérification de Steglich entre les dérivés acétylés d’AS et le 2-bromoétanol®®

Du 2-bromoéthanol (1.0 éq) est additionné aux dérivés acétylés 3a-c (1.0 éq) en suspension dans
du dichlorométhane anhydre refroidi a 0°C. La DMAP (0.1 éq) et ’EDCI (1.0-1.5 éq) sont
successivement additionnés a la suspension qui est maintenue a 0°C pendant une heure. Le milieu
réactionnel est ensuite ramené a température ambiante et maintenu sous agitation jusqu’a la conversion
compléte des composes 3a-c. Le milieu réactionnel est ensuite lavé a I’eau distillée (3 x 50 mL). La
phase organigue est séchée sur MgSQy, filtrée et concentrée sous pression réduite. Le produit obtenu est
ensuite purifié par chromatographie sur colonne de silice (Pentane/CHCl; 7:3 puis 0:1) afin d’obtenir
les composés 7a-c.

Composé 7a: 2-Acétyloxybenzoate de 2-bromoéthyle

6 8

5 1 o/\/Br C11H11BrO4

) ° M= 287,11 g/mol
>0

/§ Huile incolore
o

Le composé 7a (3.63 g, 12.7 mmol, 67%) a été isolé sous la forme d’une huile incolore en
engageant le composé 3a (3.40 g, 18.9 mmol, 1.0 éq) et le 2-bromoéthanol (2.36 g, 18.9 mmol, 1.0 éq)

aprés soixante heures de réaction.

RMN H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 8.05 (dd, *J=7.7 Hz, “J = 1.7 Hz, 1H, He), 7.57 (td, *J = 8.1 Hz,
*3=1.7Hz, 1H, Hy), 7.33 (td, 33 = 7.7 Hz, “J = 1.1 Hz, 1H, Hs), 7.11 (dd, 3J = 8.1 Hz, “J = 1.1 Hz, 1H,
Hs), 4.57 (t, %) = 6.1 Hz, 2H, Hg), 3.70 (t, 3J = 6.1 Hz, 2H, Hyg), 2.36 (s, 3H, Hy).

RMN BC (CDCls, 101 MHz) 6 (ppm) : 169.8, 164.0 (2 CO), 151.0 (C, C,), 134.4 (CH, C4), 132.0 (CH,
Ce), 126.2 (CH, Cs), 124.0 (CH, Cs), 122.7 (C, C1), 64.5 (CH, Cs), 28.6 (CH2, Co), 21.2 (CH3, Cv).
HRMS (ESI+) calculée pour Ci1H11BrOsNa [M+Na]*: 308.9733, mesurée : 308.9737

CCM (CHCly), révélation UV : Rf =0.90

181



Composé 7b : 2-Acétyloxy-5-chlorobenzoate de 2-bromoéthyle

o)

6 8
Cls 1 0/\9/Br C11H10CIBrO4
4 M= 321,55 g/mol
270

3 /§ Huile incolore
(o)

7

Le composé 7b (0.51 g, 1.82 mmol, 34%) a été isolé sous forme d’une huile incolore aprés
vingt-quatre heures de réaction. Ce dernier a été obtenu a partir du composé 3b (1.15 g, 5.36 mmol, 1.0
éq) et de 2-bromoéthanol (0.67 g, 5.36 mmol, 1.0 éq).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 8.02 (d, *J = 2.6 Hz, 1H, He), 7.54 (dd, 3] = 8.6 Hz, *J = 2.6 Hz,
1H, Ha), 7.07 (d, 3J = 8.6 Hz, 1H, Hs), 4.59 (t, *J = 6.1 Hz, 2H, Hs), 3.61 (t, *J = 6.1 Hz, 2H, Hy), 2.36
(s, 3H, Hy).

RMN C (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 169.5, 162.7 (2 CO), 149.4 (C, C,), 134.1 (CH, Cy), 132.0 (C,
Cs), 131.6 (CH, Cs), 125.4 (CH, Cs), 124.0 (C, C1), 64.7 (CHa, Cg), 28.2 (CH;, Cq), 21.0 (CH3, C7).
CCM (CHCly), révélation UV: Rf =0.84

Composé 7c : 2-acétoxy-3,5-dichlorobenzoate de 2-bromoéthyle

C11H9C|QBI’O4
M = 355,99 g/mol
Huile incolore

Le composé 7c¢ (1.15 g, 3.21 mmol, 50%) a été isolé sous forme d’une huile incolore aprés
vingt-quatre heures de réaction. Ce produit a été obtenu en engageant le composé 3c (1.60 g, 6.43 mmol,
1.0 éq) et le 2-bromoéthanol (0.80 g, 6.43 mmol, 1.0 éq).

RMN H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 7.93 (d, 4] = 2.6 Hz, 1H, He), 7.66 (d, J = 2.6 Hz, 1H, Ha), 4.59
(t, 3] = 6.0 Hz, 2H, Hs), 3.61 (t, 3] = 6.0 Hz, 2H, Ho), 2.41 (s, 3H, Hy).

RMN 8C (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 168.2, 162.1 (2 CO), 146.1 (C, Cy), 134.2 (CH, Cs), 131.8,
130.2 (2 C, Cszet Cs), 130.1 (CH, Cs), 125.5 (C, Cy), 65.0 (CHy, Cs), 28.2 (CHz, Cs), 20.6 (CH, Cy).
CCM (CH,Cl,), révélation UV: Rf = 0.87
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Composé 7a’: 2-Hydroxybenzoate de 2-bromoéthyle

(o}

6 ; 7 Br CoHoBIroO;
5@ 'S M= 245,07 g/mol
N 2> OH Liquide incolore

3

Réaction avec un acide de Brgnsted3® :

L’acide sulfurique (1.9 mL, 35.0 mmol, 3.5 éq) est additionné goutte a goutte a de 1’acide
salicylique (1.38 g, 10.0 mmol, 1.0 éqg) en solution dans du 2-bromoéthanol (5 mL, 70.0 mmol, 7.0 éq)
sous agitation. Le milieu réactionnel est chauffé a 100°C pendant 24 heures. Le mélange est ensuite
neutralisé (pH 7) par une solution saturée de NaHCOs3 (25 mL) puis extrait a I’acétate d’éthyle (3 x 10
mL). Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na.SOs, filtrées et concentrées sous pression
réduite. Le produit brut est ensuite purifié sur colonne de silice (Pentane/AcOEt 9 :1) afin d’obtenir le

composé 7a’ (0.60 g, 2.44 mmol, 24%) sous forme de liquide incolore.

Réaction avec un acide de Lewis®? :

Le diéthylétherate de trifluorure de bore BF3.Et,O (0.50 g, 3.52 mmol, 0.4 éq) est additionné
goutte a goutte a de ’acide salicylique (1.38 g, 10.00 mmol, 1.0 éq) en solution dans du 2-bromoéthanol
(5.0 mL, 70.00 mmol, 7.0 éq) sous agitation. Le milieu réactionnel est chauffé & 100°C pendant 8 heures.
Le mélange est ensuite dilué dans une solution saturée de NaCl (40 mL) puis extrait au dichlorométhane
(3 x 20 mL). Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na,SOs, filtrées et concentrées sous
pression réduite. Le produit brut est ensuite purifié sur colonne de silice (Pentane/AcOEt 9:1) afin

d’obtenir le composé 7a’ (1.26 g, 5.14 mmol, 51%) sous forme de liquide incolore.

RMN 'H (CDCls, 500 MHz) 6 (ppm) : 10.57 (s, 1H, OH), 7.89 (dd, 3J = 8.0 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, He),
7.49 (td, *J = 8.4 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, Hy), 7.00 (dd, 3J = 8.4 Hz, 4J = 0.9 Hz, 1H, Hs), 6.91 (td, 1H,
) =8.0 Hz, *J = 0.9 Hz, Hs), 4.63 (t, 3J = 6.0 Hz, 2H, H-), 3.66 (t, 3J = 6.0 Hz, 2H, Hs).

RMN 3C (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 169.6 (CO), 161.8 (C, C»), 136.1 (CH, Cj), 130.1 (CH, Co),
119.4 (CH, Cs), 117.7 (CH, Cs), 111.9 (C, Cy1), 64.4 (CH2, C7), 28.3 (CHa, Cs).

CCM (CH.Cly), révélation UV : Rf = 0.91
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Procédure 6: Substitution nucléophile des dérivés bromés 7a-¢ par I’acide L-glutamtique

commercial®®

Le carbonate de potassium (2.0-4.0 éq) est additionné a 1’acide (4S)-5-tert-butoxy-4-[(tert-
butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique (1.0 éq) en solution dans du DMF (15 mL) anhydre refroidi
a 0°C. La solution est maintenue sous agitation 20 minutes a 0°C, puis le dérivé bromé 7a-c (1.0 éq) est
additionné au milieu réactionnel. Le milieu est ensuite ramené a température ambiante et maintenu sous
agitation jusqu’a la conversion totale du dérivé bromé 7a-c engagé. Le mélange réactionnel est ensuite
dilué dans de I’acétate d’éthyle et laveé par une solution saturée de NaCl (4 x 50 mL). La phase organique
est séchée sur NaSOq, filtrée et concentrée sous pression réduite. Le produit brut est alors purifié sur

colonne de silice (Pentane/CH,CI, 7 :3 a 0 :1) afin d’obtenir le composé 8a-c.

Composé 8a: 5-({[2-[(2-acétoxybenzoyl)oxy)éthyl]-2S-[tert-butoxycarbonylamino]-oxopentanoate de

o )(14)J\NH

tert-butyle.

13

6
s g O \{/ CasHasNOo
) o M= 509,55 g/mol
270 Huile jaune

Le composé 8a (3.36 g, 6.60 mmol, 98%0) a été isolé sous la forme d’une huile jaune en suivant
la Procedure 6. Ce dernier a été obtenu en engageant le composé 7a (1.94 g, 6.75 mmol, 1.0 éq) et I’acide
5-tert-butoxy-4S-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique (2.03 g, 6.75 mmol, 1.0 éq) en
présence de K,CO; (1.87¢g, 13.5 mmol, 2.0 éq), maintenus sous agitation dans du DMF anhydre (15 mL)

a température ambiante pendant dix-huit heures.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 8.02 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, Hs), 7.55 (t, *J = 7.6 Hz, 1H, Hy), 7.30
(t,33=7.6 Hz, 1H, Hs) , 7.09 (d, 3] =7.6 Hz, 1H, Hs), 5.11 (d, ®J = 8.0 Hz, 1H, NH), 4.45 (m, 2H, Hgou
Ho), 4.37 (M, 2H, Hg ou Hy), 4.19 (m, 1H, H1,), 2.41 (m, 2H, Hio), 2.33 (s, 3H, H7), 2.16 (m, 1H, H11),
1.87 (m, 1H, Hu1), 1.43, 1.41 (2 s, 18H, Huzet His)

RMN C (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 172.6, 171.3, 169.6, 164.1 (4 CO), 155.4 (C, C,), 150.8
(COcarbamate), 134.2 (CH, Cy), 131.9 (CH, Cq), 126.1 (CH, Cs), 123.9 (CH, Cs), 122.7 (C, Cy), 82.1, 79.7
(2 Crertbutyle), 62.7, 62.2 (2 CHa, Csg et Cg), 53.3 (CH, C12), 30.2 (CHa, Cio), 28.3 (3 CH3, C13 0u C14), 28.0
(CHa, C11), 27.9 (3 CHs, Ci3 0u Cus), 21.0 (CH3, C7).

CCM (CH.Cly), révélation UV: 0.79
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Composé  8b’: 5-([2-[(5-chloro-2-hydroxybenzoyl)oxy)éthyl]-2S-[tert-butoxycarbonylamino]-
oxopentanoate de tert-butyle.

13
L
(o] 13 (o) NH

6 . ° = 12 Ca3H32CINOg
Cls 1 o/\(omo\ku M= 501,96 g/mol
P o o o Huile incolore

Le composé désacétylé 8b’ (0.20 g, 0.39 mmol, 9%0) a été isolé sous forme d’une huile incolore
apres seize heures de réaction. Ce composé a été obtenu a partir du composeé 7b (1.37 g, 4.26 mmol, 1.0
éq) et de ’acide 5-tert-butoxy-4S-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique (1.28 g, 4.26 mmol,
1.0 éq).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 10.56 (s, 1H, OH), 7.81 (d, 4J = 2.7 Hz, 1H, He), 7.42 (dd,
3] = 8.9 Hz, “J = 2.7 Hz, 1H, Ha), 6.95 (d, 3J = 8.9 Hz, 1H, Hs), 5.10 (d, 3J = 8.1 Hz, 1H, NH), 4.56 (t,
3] = 4.8 Hz, 2H, H; ou Hg), 4.47 — 4.41 (m, 2H, H ou Hg), 4.23 (m, 1H, Hi1), 2.53 — 2.36 (M, 2H, Ho),
2.18 (m, 1H, Hio), 1.91 (m,1H, Haip), 1.46, 1.43 (2 s, 18H, Hi; et His).

RMN 3C (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 172.7, 171.3, 168.9 (3 CO), 160.3 (C, C»), 155.4 (COcarbamate),
136.0 (CH, C4), 129.2 (CH, Cs), 124.0 (C, Cs), 119.3 (CH, C3), 113.0 (C, Cy1), 82.3, 79.8 (2 Ceert-butyte),
63.5, 61.9 (2 CHy, C7 et Cg), 53.2 (CH, C11), 30.1 (CHy, Cy), 28.3 (CH3, C12 ou Ci3) , 28.1 (CHa, Cio),
28.0 (CHs, C12 ou Cy3).

CCM (Pentane/AcOEt 9:1), révélation UV: Rf = 0.68
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Composé 8c¢’: 5-([2-[(3,5-dichloro-2-hydroxybenzoyl)oxy)éthyl]-2S-[tert-butoxycarbonylamino]-

oxopentanoate de tert-butyle.

o) 0~ "NH
7 130 9 B 012 i C23H31CINOy
oY Y \k M = 536,40g/mol

O O 12

OH Huile incolore

Le composé 8¢’ (0.10 g, 0.19 mmol, 14%) a été isolé sous forme d’une huile incolore aprés
vingt-quatre heures de réaction. Ce composé a été obtenu en engageant le composé 7c¢ (0.47 g, 1.32
mmol, 1.0 éq) et I’acide 5-tert-butoxy-4S-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique (0.40 g, 1.32
mmol, 1.0 éq).

RMN H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 11.12 (s, 1H, OH), 7.75 (d, 4J = 2.5 Hz, 1H, Hg), 7.56 (d,
4) = 2.5 Hz, 1H, Hy4), 5.08 (d, 3J = 7.6 Hz, 1H, NH), 4.58 (t, 3] = 4.7 Hz, 2H, Hy0u Hs), 4.51 — 4.34 (m,
2H, H7ou Hs), 4.22 (m, 1H, Hi1), 2.52 — 2.33 (M, 2H, Hy), 2.17 (m, 1H, Hio), 1.90 (m, 1H, Hio), 1.45,
1.42 (2s, 18H, Hi; et His).

RMN 23C (CDCls, 101 MHz) & (ppm): 172.6, 171.2, 168.7 (3 CO), 156.3 (C, C2), 155.4 (COcarbamate),
135.7 (CH, Cs), 127.9 (CH, C4), 123.9, 123.4 (2 C, C3et Cs), 113.8 (C, C1), 82.3, 79.8 (2 Ctert-butyle), 64.0,
61.7 (2 CH,, Cret Cg), 53.2 (CH, C11), 30.1 (CH,, Cy), 28.3 (CH3, C120u Ci3), 28.1 (CH2, C), 28.0
(CHs, C12 0u Ci3).

CCM (CHCly), révélations UV et ninhydrine: Rf =0.63
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Composé 9a: Acide 2S-amino-5-(2-((2-hydroxybenzoyl)oxy)éthoxy)-5-oxopentanoique

o NH
6 7 o 8 = 2 OH C14H17NO7
5 oYY 5 M= 311,29 g/mol
2 0oH o o Poudre blanche

Le composé 9a (0.17 g, 0.55 mmol, 79%) a été obtenu sous la forme aprés quarante huit heures
de réaction. Le produit a été obtenu en engageant le composé 8a (0.35 g, 0.68 mmol, 1.0 éq) en présence

d’acide trifluoroacétique (5 mL) maintenus sous agitation dans du dichlorométhane anhydre (10 mL).

RMN 'H (DMSO-dg, 500 MHz) & (ppm) : 10.54 (s, 1H, OH), 8.51 (s, 2H, NH>), 7.85 (dd, %) = 8.0 Hz,
%3 = 1.7 Hz, 1H, He), 7.52 (td, 3J = 8.4 Hz, “J = 1.7 Hz, 1H, H4), 6.98 (dd, ®J = 8.4 Hz, *J = 1.0 Hz, 1H,
Hs), 6.93 (td, %] = 8.0 Hz, *J = 1.0 Hz, 1H, Hs), 4.32 (t, ®J = 4.8 Hz, 2H, H7 ou Hs), 3.90 (m, 1H, Hu1),
3.70 (t, *J = 4.8 Hz, 2H, H7 ou Hg), 2.47 (m, 1H, Ho), 2.37 (m, 1H, Hy), 2.00 (m, 2H, Hao)

RMN ¥C (DMSO-ds, 126 MHz) & (ppm) : 172.6, 168.8, 160.6 (3 CO), 154.8 (C, C>), 136.1 (CH, Cy),
130.7 (CH, Cs), 119.8 (CH, Cs), 117.9 (CH, Cs), 113.7 (C, C1), 67.4, 59.3 (2 CHy, C7 et Cg), 51.9 (CH,
Ci11), 29.6 (CHa, Co), 25.1 (CHa, Ca).

HRMS (ESI+) calculée pour Ci1sH1sNO7[M + H]*: 312.1083, mesurée : 312.1071.

CCM (AcOEt), révélations UV et ninhydrine: Rf = 0.04

Point de fusion: 73 — 76°C.
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Composé 9b : Acide 2S-amino-5-(2-((5-chloro-2-hydroxybenzoyl)oxy)éthoxy)-5-oxopentanoigque

cl 6 9 o 9 ';lHZ OH C14H16CINOy
i i e 51 M= 345,73 g/mol
‘2 0oH o © Poudre blanche

Le composé 9b (0.085 g, 0.24 mmol, 63%) a été obtenu sous forme d’une poudre blanche apres
une heure de réaction. Ce dernier a été obtenu en engageant le composé 8b’ (0.20 g, 0.39 mmol, 1.0 éq)

dans de I’acide trifluoroacétique (4 mL).

RMN 'H (DMSO-dg, 400 MHz) & (ppm): 7.86 (d, 4J = 2.7 Hz, 1H, Hg), 7.58 (dd, 3J = 8.9 Hz,
4) = 2.7 Hz, 1H, Hy), 7.04 (d, 3J = 8.9 Hz, 1H, Hs), 4.32 (t, 3J = 5.6 Hz, 2H, H7 ou Hg), 4.06 (m, 1H,
Hi1), 3.73 (t, 3 = 5.6 Hz , 2H, H; ou Hs), 2.42 — 2.32 (m, 1H, Hyo), 2.18 (m, 2H, Hy), 2.06 — 1.98 (m,
1H, Hao).

RMN **C (DMSO-dg, 101 MHz) & (ppm): 177.4, 174.9, 167.8 (3 CO), 156.2 (C, C,), 135.6 (CH, Ca),
129.8 (CH, Cs), 123.2 (C, Cs) 120.0 (CH, Cs), 114.6 (C, Cy), 67.8, 59.2 (2 CH>, C7 et Cs), 55.2 (CH,
Ci11), 29.8 (CHa, Co), 25.2 (CHa, Cao).

HRMS (ESI+) calculée pour C1sH17CINO7 [M+H]*: 346.0688, mesurée : 346.0695

CCM (Pentane/AcOEt/AcOH 5:4:2), révélations UV et ninhydrine: Rf = 0.12

Point de fusion : 84 —87°C.
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Composé 9c: Acide 2S-amino-5-(2-((3,5-dichloro-2-hydroxybenzoyl)oxy)éthoxy)-5-oxopentanoique

9 "M OH C14H15CINO;
o ! M = 380,17 g/mol
o Poudre blanche

Le composé 9c (0.068 g, 0.17 mmol, 96%) apres trois heures de réaction. Il a ainsi pu étre
obtenu en engageant le composé 8¢’ (0.10 g, 0.19 mmol, 1.0 éq) dans de I’acide trifluoroacétique (2
mL).

RMN !H (DMSO-ds, 500 MHZz) & (ppm): 7.92 (d, “J = 2.6 Hz, 1H, Hg), 7.72 (d, *J = 2.6 Hz, 1H, Ha),
4.54 (t,3%) = 4.4 Hz, 2H, H7 ou Hg), 4.41 (t, 3 = 4.4 Hz, 2H, H7 ou Hg), 3.72 (M, 1H, H11), 2.63 — 2.46
(m, 2H, Hg), 2.08 — 1.92 (m, 2H, Haio).

RMN ¥C (DMSO-dg, 126 MHz) & (ppm): 172.4, 171.0, 167.4 (3 CO), 155.0 (C, C,), 135.4 (CH, Ca),
128.3 (CH, Ce), 123.4,123.2 (2 C, C3 et Cs), 116.3 (C, C1), 64.5, 62.3 (2 CH>, Cret Cg), 52.2 (CH, C11),
29.8 (CHz2, Cy), 25.8 (CHz2, Cuo).

HRMS (ESI+) calculée pour C14H1sCI.NO7[M+H]*: 380.0304, mesurée : 380.0230

CCM (Pentane/AcOEt/AcOH 5:4:2), révélations UV et ninhydrine: Rf = 0.08

Point de fusion : 92 — 94°C.
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2.1.3- Syntheése d’un conjugué associant I’AS a I'acide L-glutamique sans espaceur
Composé 10a : 2-hydroxybenzoate de tert-butyle®33%

] o | . C11H1403
5 ! J< M= 194,23 g/mol

Liquide incolore

La DMAP (0.45 g, 3.68 mmol, 0.1 éq) est ajoutée a 1’acide salicylique (5.08 g, 36.8 mmol, 1.0
éq) en solution dans du tert-butanol (80 mL) sous agitation. La solution est maintenue sous agitation a
température ambiante pendant 10 minutes puis, la DCC (11.38 g, 55.2 mmol, 1.5 éq) en solution dans
du THF anhydre (50 mL) est additionnée goutte a goutte sur une période de trente minutes. Le milieu
réactionnel est maintenu sous agitation, a température ambiante pendant dix-huit heures. Ce dernier est
filtré sur célite puis, le filtrat obtenu est concentré sous pression réduite puis dilué dans de I’eau distillée
(30 mL). La phase aqueuse est extraite a ACOEt (3 x 60 mL). Les phases organiques sont rassemblées,
séchées (Na.SQ.), filtrées et concentrées sous pression réduite. Le produit obtenu est purifié sur colonne
de silice (pentane) afin d’obtenir le composé 10a (0.57 g, 2.93 mmol, 8%) sous la forme d’un liquide

incolore.

RMN *H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 11.05 (s, 1H, OH), 7.78 (dd, 3J = 6.2 Hz, ¥J = 1.7 Hz, 1H, H),
7.42 (m, 1H, Hy), 6.95 (dd, 3J = 6.2 Hz, 3 = 1.0 Hz, 1H, H3), 6.85 (td, 3J = 6.2 Hz, “J = 1.0 Hz, 1H, Hs),
1.61 (s, 9H, Hy).

RMN 13C (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 169.8 (CO), 161.7 (C, Cy), 135.2 (CH, C4), 130.1 (CH, Cs),
118.9 (CH, Cs), 117.5 (CH, Cs3), 113.9 (C, C1), 82.8 (Ceert-butyte), 28.2 (3 CHgs, C7).

CCM (CHCly), révélation UV: Rf =0.94
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Composé 10b: 2-Hydroxybenzoate de benzyle3%3%

(o) CuH1,03
5 1 o 0 M= 228,25 g/mol
. o . 0 Huile incolore

L’hydrogénocarbonate de sodium (2.74 g, 32.6 mmol, 1.5 éq) est additionné a de I’acide

salicylique (3.00 g, 21.7 mmol, 1.0 éq) en solution dans du DMF anhydre (20 mL) sous agitation. La
solution est maintenue sous agitation pendant quinze minutes a température ambiante. Le bromure de
benzyle (5.57 g, 32.6 mmol, 1.5 éq) est ajouté en solution puis, le milieu réactionnel est maintenu sous
agitation pendant quarante heures. Le milieu est ensuite filtré sur célite puis le filtrat est dilué dans une
solution saturée de NaCl (100 mL) avant d’étre extrait a EtoO (3 x 30 mL). Les phases organiques sont
rassemblées puis lavées par une solution de NaCl (3 x 30 mL) avant d’étre séchées sur Na,SOs, filtrées
et concentrées sous pression réduite afin d‘obtenir le composé 10b (3.85 g, 16.9 mmol, 78%) sous la

forme d’une huile incolore.

RMN *H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 10.79 (s, 1H, OH), 7.91 (dd, *J = 7.9 Hz, “J = 1.6 Hz, 1H, He),
7.51-7.38 (m, 6H, Hs et H7a Hy), 7.02 (d, 3J = 8.4 Hz, 1H, Hs), 6.90 (t, *J = 7.9 Hz, 1H, Hs), 5.24 (2H,
s, H7).

RMN BC (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 170.0 (CO), 161.8 (C, C;), 135.8 (CH, C4), 135.3 (Coenzyle),
130.0 (CH, Cg), 128.7 (2 CH, Cs ou Cy), 128.6 (CH, C10), 128.3 (2 CH, Cg ou Cg), 119.2 (CH, Cs), 117.6
(CH, Cs), 112.4 (C, C1) 67.0 (CH2, Cy).

CCM (CHCly), révélation UV: Rf =0.97
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Procédure 7: Esteérification de Steglich entre des composés 10a-b avec I’acide L-glutamique

commercial correspondant3®

L’acide  4S-5-tert-butoxy-4-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique  ou  4S-5-
benzyloxy-4-[(tert-benzyloxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique (1.0 éq) et la DMAP (0.1 éq) sont
additionnés au salicylate 10a ou 10b (1.0 éq) en solution dans du dichlorométhane anhydre (35 mL)
refroidi a 0°C, sous azote. L’EDCI (2.0 €q) est additionné au milieu réactionnel qui est maintenu a
température ambiante toute la nuit puis chauffé a reflux pendant deux heures. Le milieu réactionnel est
lavé a I’eau distillée (3x 40 mL). La phase organique est ensuite séchée sur Na;SO,, filtrée puis
concentrée sous pression réduite. Le produit obtenu est purifié sur colonne de silice (CH.Cl) afin
d’obtenir le composé 11a ou 11b.

Composé 11a: 2S-(tert-butoxycarbonylamino)-5-(2-(tert-butoxycarbonyl)phényl)-oxopentanoate de 1-

tert-butyle
o) 7
By
5
o CsHzNOy
7o o J1<11 M= 479,26 g/mol
9 .
OWJ\O 3 Huile incolore
O._NH
-3

Le composé 11a (1.33 g, 2.78 mmol, 95%) a été isolé sous forme d’huile incolore aprés vingt
heures de réaction. Ce dernier a été obtenu en engageant le salicylate 10a (0.57 g, 2.93 mmol, 1.0 éq) et
I’acide 5-tert-butoxy-4S-[(tert-butoxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique (0.89 g, 2.93 mmol, 1.0 éq).

RMN 'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm) : 7.90 (dd, *J = 7.9 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, Hg), 7.50 (td 3J = 7.7 Hz,
%3 =1.7 Hz, 1H, Ha), 7.28 (t, 3J = 7.7 Hz, *J = 1.0 Hz, 1H, Hs), 7.10 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Hs), 5.20 (d,
)= 8.1 Hz, 1H, NH), 4.29 (m, 1H, Ho), 2.78 — 2.46 (m, 2H, Hs), 2.31 (m, 1H, Hg), 2.06 (m, 1H, Hy),
1.55, 1.49, 1.45 (3 s, 27H, H7, His et Hyp).

RMN 3C (CDCls, 126 MHz) & (ppm) : 171.5, 171.4, 163.8 (3 CO), 155.5 (COcarbamate), 150.7 (C, Cy),
133.1 (CH, C4), 131.4 (CH, Cs), 125.8 (CH, Cs), 125.1 (C, C1), 123.6 (CH, C3), 82.2, 81.6, 79.8 (3 Ceert-
butyle), 53.3 (CH, C1o), 30.4 (CHz, Cs), 28.3, 28.2, 28.0 (9 CHs, C7, Cu1 et Ci2), 27.9 (CHy, Cy).

CCM (CHCly), révélations UV et ninhydrine: Rf = 0.31
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Composé 11b : 2S-(benzyloxycarbonylamino)-5-(2-(benzyloxycarbonyl)phényl)-oxopentanoate de

benzyle
9 20
8 10 19 21
7 9 18 20 Csz4H31NOs
0.6  o.o0. " M= 581,62 g/mol
lo) L
Huile incolore

1 11 14 15
6 2 0\”/\121le]\0 16
5 3 0O H 15 17

4 16

Le composé 11b (1.00 g, 1.72 mmol, 64%0) a été isolé sous forme d’huile incolore aprés vingt-
quatre heures de réaction. Ce composé a été obtenu en engageant le salicylate 10b (0.61 g, 2.69 mmol,
1.0 éq) et I’acide 4S-5-benzyloxy-4-[( benzyloxycarbonyl)amino]-5-oxopentanoique (1.00 g, 2.69

mmol, 1.0 éq).

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 8.04 (dd, 3J = 7.9 Hz, *J = 1.6 Hz, 1H, Hs), 7.51 (td, 3] = 8.0
Hz, *J =1.6 Hz, 1H, Ha), 7.32 (m, 16H, Hs, Hg & Hio, His & Hi7 et Hig & Hao), 7.04 (d, 3J = 8.0 Hz, 1H,
Hs), 5.42 (d, 3J = 8.1 Hz, 1H, NH), 5.23 (s, 2H, H7 ou Hig), 5.17 (s, 2H, H7 ou Hig), 5.11 (d, “J = 1.9 Hz,
2H, His), 4.44 (m, 1H, Hi3), 2.43 (m, 2H, Ha1), 2.23 (M, 1H, Hi2), 2.01 — 1.91 (m, 1H, Hay).

RMN 3C (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 175.0, 171.4, 164.8 (3 CO), 160.2 (C, C,), 154.7 (COcarbamate),
136.2, 135.8 (2 Chenzyle), 134.1 (CH, C4), 132.0 (C, Chenzyie), 128.8, 128.7, 128.6, 128.6, 128.5, 128.4,
128.3, 128.2, 127.9 (16 CH, Cg, Cg @ C1o, C15 & Cy7 et Ci9 a Ca1), 126.2 (CH, Cs) 124.0 (CH, Cs), 123.9
(C, Cy), 67.3,67.1, 67.0 (3 CHy, C7, Ci4 et Cg), 53.1 (CH, Ci3), 29.1 (CHy, Cu1), 27.0 (CHy, C1,).
CCM (CHClIy) révélations UV et ninhydrine: Rf = 0.42
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2.2- Synthése de conjugués associant I’acide salicylique au L-tryptophane

2.2.1- Synthese d’un conjugué présentant un espaceur triazolique

Composé 13 : 2S-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(1H-indol-3-yl)propionate de méthyle3°°4%®

C17H22N204
M= 318,37 g/mol
Poudre blanche

La triéthylamine (1.22 g, 12.1 mmol, 2.0 éq) est additionnée & du chlorhydrate de L-
tryptophanate de méthyle (1.54 g, 6.05 mmol, 1.0 éq) en suspension dans du dichlorométhane anhydre
(20 mL) sous agitation. Le dicarbonate de di-tert-butyle (1.45 g, 6.64 mmol, 1.1 éq) est additionné au
milieu réactionnel qui est maintenu sous agitation, a température ambiante pendant trois heures. Le
milieu réactionnel est dilué dans du dichlorométhane (30 mL) avant d’étre lavé par une solution de HCI
0,5 M (3 x50 mL). La phase organique est ensuite séchée sur Na,SO., filtrée et concentrée sous pression

réduite afin d’obtenir le composé 13 (1.84 g, 5.81 mmol, 96%6) sous forme de poudre blanche.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 8.19 (s, 1H, NH), 7.58 (d, 3J = 7.9 Hz, 1H, Hs), 7.37 (d,
33 =8.1 Hz, 1H, Hs), 7.20 (td, 31 = 8.1 Hz, *J = 1.1 Hz, 1H, Ha), 7.13 (td 31 = 7.9 Hz, I = 1.1 Hz, 1H,
Hs), 7.02 (d,*J = 2.3 Hz, 1H, H1), 5.11 (d, 3J = 7.5 Hz, 1H, NH), 4.67 (m, 1H, H), 3.70 (s, 3H, Hu1),
3.31(d, ¥ = 2.3 Hz, 2H, Ho), 1.45 (5, 9H, Hao).

RMN 1C (CDCls, 101 MHz) & (ppm): 172.8 (CO), 155.2 (COcarbamate), 136.2 (C, C,), 127.5 (C, C»),
122.7 (CH, Cy), 122.2 (CH, C4), 119.6 (CH, Cs), 118.8 (CH, Cs), 111.2 (CH, C3), 110.3 (C, Cs), 79.8
(Ctert-butyte), 54.2 (CH, Ci0) 52.2 (CHs, C11), 28.3 (3 CHs, C12), 28.0 (CHy, Co).

CCM (CHCly), révélations UV et ninhydrine : Rf =0.19

Point de fusion : 145 — 147°C.
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Composé 14 : Acide 2S-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(1H-indol-3-yl)propionique®*

11 C16H20N204
1 M= 304,35 g/mol
" Poudre jaunatre

Une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium 4M (11.5 mL, 46.0 mmol, 3.0 éq) est additionnée
au composé 13 (4.87 g, 15.3 mmol, 1.0 éq), en solution dans du méthanol 60 mL) sous agitation. Le
milieu réactionnel est maintenu sous agitation a température ambiante pendant deux heures. Le mélange
réactionnel est ensuite concentré sous pression réduite puis dilué dans de 1’eau distillée (50 mL) et
acidifié a pH 3-4 par une solution de HCI1 0.5 M (40 mL). La phase aqueuse est extraite a ’acétate
d’éthyle (3 x 50 mL) puis les phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na,SOs, filtrées puis
concentrées sous pression réduite afin d’obtenir le composé 14 (3.68 g, 12.1 mmol, 79%) sous forme

d’une poudre jaunatre sans purification.

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHZz) & (ppm) : 12.57 (s, 1H, OH), 10.84 (s, 1H, NH), 7.53 (d, *J = 7.8 Hz,
1H, He), 7.34 (d, 3 = 8.0 Hz, 1H, H3), 7.15 (d, *J = 2.0 Hz, 1H, Hi), 7.07 (t, 3 = 8.0 Hz, 1H, Hy), 7.02
—6.97 (M, 2H, Hs et NH), 4.15 (td, 3J =9.1 Hz, %] = 4.7 Hz, 1H, Hy), 3.14 (dd, 20 =145 Hz ,%) = 4.6 Hz,
1H, Ho), 2.98 (dd, 2 = 14.6 Hz, %] = 9.4 Hz, 1H, Ho), 1.33 (s, 9H, H11).

RMN BC (DMSO-ds, 101 MHz) & (ppm) : 174.5 (CO), 155.9 (COcarbamate), 136.5 (C, C2), 127.6 (C,
C7), 124.1 (CH, Cy), 121.4 (CH, C,), 118.8 (CH, Cs), 118.6 (CH, Cs), 111.8 (CH, Cs), 110.6 (C, Cs),
78.4 (C, Crertbutyle), 55.0 (CH, Cuo), 28.6 (3 CHs, Cu1), 27.2 (CHz, Co).

CCM (CH:CI/AcOEt 9/1), révélations UV et ninhydrine : Rf = 0.02

Point de fusion : 135 — 138°C. (litt: 136 — 139°C)*?
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Composé 15 : 2S-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(1H-indol-3-yl)propionate de benzyle*®?

C23H26N204
M= 394,47 g/mol
Solide jaunatre

Le carbonate de potassium (4.89 g, 35.4 mmol, 3.0 éq) est additionné au composé 14 (3.59 g,
11.8 mmol, 1.0 éq) en solution dans du DMF anhydre (40 mL) sous agitation. Le bromure de benzyle
(2.22 g, 13.0 mmol, 1.1 éq) est additionné au milieu réactionnel qui est maintenu sous agitation a
température ambiante, pendant vingt heures. Le mélange réactionnel est ensuite dilué dans de 1’éther
ditéthyligue (80 mL) et lavé par une solution de NaCl saturée (3 x 60 mL). Les phases agueuses sont
rassemblées puis extraites au diéthyléther (3x 30 mL). Les phases organiques sont rassemblées, séchées
sur Na.SO., filtrées et concentrées sous pression réduite. Le composé brut est purifié sur colonne de

silice (CH2Cl,) afin d’obtenir le composé 15 (3.46 g, 8.77 mmol, 75%) sous forme d’un solide jaunatre.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 8.11 (s, 1H, NH), 7.58 (d, *J = 7.9 Hz, 1H, He), 7.38 — 7.33 (m,
4H, Hiz et Hig), 7.26 (M, 2H, Haet His) 7.22 (t, °J = 7.7 Hz, 1H, Hy), 7.14 (t,°) = 7.4 Hz, 1H, Hs), 6.82
(d, ¥3 = 1.6 Hz, 1H, Hi), 5.15 — 5.07 (d, 2 = 12.3 Hz, 3H, Hi et NH), 4.73 (m, 1H, Hio), 3.32 (d,
3] =5.5 Hz, 2H, Hy), 1.45 (s, 9H, His).

RMN BC (CDCls, 126 MHz) & (ppm) : 172.2 (CO), 155.3 (COcarbamate), 136.1, 135.4 (2C, C, et Crenzyie),
128.6, 128.5 (4 CH, Cxzet Ci3), 128.4 (CH, Ci4), 127.7 (C, Cy7), 122.9 (CH, Cy), 122.2 (CH, C,), 119.6
(CH, Cs), 118.8 (CH, Ce), 111.2 (CH, Cs3), 110.0 (C, Cs), 79.9 (C, Ctert-butyte), 67.1 (CHo, C11), 54.3 (CH,
C10), 28.4 (CH,, Co) 28.0 (3 CHs, Cis).

CCM (CHCly), révélations UV et ninhydrine: Rf =0.22

Point de fusion : 142 — 144°C. (litt : 141 — 142°C)**
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Composé 16: 2S-(tert-butoxycarbonylamino)-3-((2-propyn-1-yl)-indol-3-yl)propionate de benzyle***

406

C26H28N204
M= 432,52 g/mol
Solide jaune
hygropscopique

L’hydrure de sodium NaH a 60% massique (0.18 g, 4.56 mmol, 1.2 éq) est additionné au
composé 15 (1.50 g, 3.80 mmol, 1.0 éq) en solution dans du DMF anhydre (10 mL) refroidi a 0°C, sous
atmosphére d’azote. La solution est maintenue sous agiation pendant 30 minutes a 0°C puis du bromure
de propargyle a 80% massique (0.30 mL, 2.26 mmol, 1.1 éq) en solution dans du toluéne est additionné
goutte a goutte sur une période de dix minutes. Le milieu réactionnel est maintenu sous agitation a 0°C
pendant une heure puis vingt quatre heures a température ambiante. Le milieu est ensuite dilué dans de
I’eau distillée (80 mL) puis extrait au diéthyléther (3 x 30 mL). Les phases organiques sont rassemblées,
séchées sur Na.SO., filtrées et concentrées sous pression réduite. Le produit obtenu est purifié sur
colonne de silice (CH2Cl,) afin d’obtenir le composé 16 (1.32 g, 3.05 mmol, 80%) sous forme d’un

solide jaune hygroscopique.

RMN H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 7.54 (d, % = 7.7 Hz, 1H, Hg), 7.40 — 7.31 (m, 4H, Hy, et Hia),
7.28 —7.21 (m, 3H, Ha, Haet Hug), 7.13 (t, °J = 7.7 Hz, 1H, Hs), 6.74 (s, 1H, H1), 5.15 (d, 2J = 12.2 Hz,
1H, Hu1), 5.12 — 5.02 (M, 2H, Hi; et NH), 4.73 (d, “J = 2.0 Hz, 2H, Hie), 4.71 — 4.63 (m, 1H, Hyo), 3.28
(d, %) =5.3 Hz, 2H, Hy), 2.48 — 2.36 (t, *J = 2.0 Hz, 1H, Hi7), 1.43 (s, 9H, His).

RMN 3C (CDClI3, 101 MHz) 8 (ppm) : 172.1 (CO), 155.2 (COcarbamate), 136.0, 135.4 (2 C, C2 et Chenzyle),
128.8 (C, C7), 128.6 (4 CH, Ci2 et C13), 128.4 (CH, Cu4), 126.0 (CH, Cy), 122.1 (CH, C4), 119.8 (CH,
Cs), 119.2 (CH, Cg), 109.7 (C, C11) 109.4 (CH, Cs), 79.8 (C, Crert-outyte), 77.7 (C, Caicyre), 77.3 (CH, C17),
67.1 (CHz, C11), 54.3 (CH, Cio), 35.7 (CHa, Cis), 28.3 (3 CHs, C1s), 27.9 (CHo, Co).

CCM (CHCly), révélations UV et ninhydrine: Rf =0.48
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Composé 17: 2-(hydroxy)benzoate de 2-azidooéthyle*®’

0 CoHgN3zO3
5N\ g N3 M= 207,19 g/mol
Liquide incolore

L’azoture de sodium NaN3 (1.59 g, 24.5 mmol, 5.0 éq) est additionné au composé 7a’ (1.20 g,
4.90 mmol, 1.0 éq) en solution dans du DMF anhydre (25 mL). Le milieu réactionnel est maintenu sous
agitation pendant dix huit heures a température ambiante. La solution est diluée dans de 1’eau distillée
(80 mL) puis extraite au diéthyléther (3 x 20 mL). Les phases organiques sont séchées sur Na;SOsa,
filtrées et concentrées sous pression réduite. Le produit obtenu est purifié sur colonne de silice
(Pentane/CH:Cl; 1:0 puis 1:1) afin d’obtenir le composé 17 (0.82 g, 3.96 mmol, 81%) sous forme de
liquide incolore.

RMN *H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 10.63 (s, 1H, OH), 7.89 (dd, *J = 8.0 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, Hg),
7.50 (td, %3 = 7.6 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, Hy), 7.01 (dd, 3J = 8.0 Hz, “J = 1.0 Hz, 1H, Hs), 6.92 (td,
31 =7.6 Hz, *J = 1.0 Hz, 1H, Hs), 4.53 (t, 3] = 5.0 Hz, 2H, H), 3.64 (t, ] = 5.0 Hz, 2H, Hs).

RMN %3C (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 169.8 (CO), 161.8 (C, Cz), 136.1 (CH, C4), 130.0 (CH, Cs),
119.4 (CH, Cs), 117.7 (CH, C3), 111.9 (C, Cy1), 63.8 (CH2, C7), 49.8 (CH, Cs).

CCM (CHCly), révélation UV: Rf = 0.85
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Composé 18: 2-(hydroxy)benzoate de 2-(4-((3-(3-(benzyloxy)-2S-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-
oxopropyl)-1H-indol-1-yl)méthyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)éthyle*®

CssHa7NsO7
M= 639,71 g/mol
Solide amorphe jaune

Le composé 18 (1.40 g, 2.19 mmol, 86%) a été isolé aprés purification sur colonne de sicile
(CH2CIl/AcOEt 1:0 2 9:1) sous forme d’un solide amorphe jaune en suivant la Procédure 3. Le composé
a été obtenu en engageant les composeés 16 (1.10 g, 2.54 mmol, 1.0 éq) et 17 (0.53 g, 2.54 mmol, 1.0 éq)
en présence d’ascorbate de sodium (0.4 €q) et de sulfate de cuivre pentahydraté (0.2 éq) dans un mélange

tert-butanol/eau (35:10 mL) chauffé a 50°C pendant trois heures sous atmosphere protectrice.

RMN H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 10.40 (s, 1H, OH), 7.56 (d, 3J = 7.5 Hz, 1H, He), 7.53 (d,
3J=7.6 Hz, 1H, His), 7.45 (M, 1H, Ha), 7.30 (M, 3H, Has et Hzs), 7.25 — 7.18 (M, 3H, Hu4 et Hy), 7.14
(t, % = 7.2 Hz, 1H, Hs), 7.09 (M, 1H, His), 7.05 (s, 1H, Ho), 6.96 (dd, 3] = 8.4 Hz, “J = 0.7 Hz, 1H, Ha),
6.80 (t, °J = 7.5 Hz, 1H, Hs), 6.61 (s, 1H, Hi1), 5.29 (s, 2H, Hig), 5.05 (M, 3H, Hioet NH), 4.69 — 4.63
(m, 3J = 5.0 Hz, 3H, H7 et Ha), 4.61 (t, 3 = 5.0 Hz, 2H, Hg), 3.23 (qd, 2J = 14.5 Hz, 3] = 5.1 Hz, 2H,
Hio), 1.40 (s, 9H, Has).

RMN 2C (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 172.0, 169.4 (2 CO) 161.7 (C, Cs), 155.1 (COcarbamate), 145.6
(C, Ctriazole), 136.3 (CH, Ca), 136.0, 135.3 (2 C, Ci2 et Chenzyie), 129.7 (CH, Ce), 128.7 (C, C17), 128.6 (4
CH, Cx et Cy3), 128.5 (CH, Cz), 126.5 (CH, Cu1), 122.2 (CH, C1s), 122.1 (CH, Cy), 119.7 (CH, Cis),
119.5 (CH, Cs), 119.2 (CH, Cis), 117.7 (CH, C3), 111.5 (C, C1), 109.9 (C, Cz), 109.4 (CH, Ci3), 79.9
(C, Crertbutyte), 67.0 (CH2, C21), 62.9 (CH2, C;), 54.7 (CH, Cy), 49.0 (CH>, Cs), 42.1 (CH,, C1o), 28.3 (3
CHs, C2s), 28.0 (CHz, Cio).

CCM (CHCly), révélations UV et ninhydrine: Rf =0.43
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Composé 19: 2-hydroxybenzoate de 2-(4-((3-(2S-amino-3-(benzyloxy)-3-oxopropyl)-1H-indol-1-
yl)méthyl)-1H-1,2,3-triazol-1-yl)éthyle

C30H20N50s
M= 539,59 g/mol
Solide jaune
hygroscopique

Le composé 19 (0.30 g, 0.55 mmol, 88%) a été obtenu sous la forme d’un solide jaune
hygroscopique en suivant la Procédure 4. Ce composé a été obtenu en engageant le composé 18 (0.40
g, 0.62 mmol, 1.0 éq) en présence d’acide trifluoroacétique (2 mL) dans du dichlorométhane anhydre (5

mL), maintenu sous agitation pendant deux heures.

RMN H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) : 10.34 (s, 1H, OH), 8.49 (s, 2H, NH,), 8.14 (s, 1H, Hy), 7.60
(dd, J = 8.0 Hz, “J = 1.7 Hz, 1H, He), 7.56 (d, *J = 8.2 Hz, 1H, Has), 7.54 — 7.47 (m, 2H, H, et Has3),
7.35—7.28 (M, 3H, Haset Hzs), 7.23 (s, 1H, Hu1), 7.15 (dd, 21 = 6.5 Hz , *J = 2.9 Hz, 2H, Hy,), 7.10 (td,
3] =8.1 Hz, “J = 1.0 Hz, 1H, Has), 7.03 (td, 3J = 8.0 Hz, *J = 0.9 Hz, 1H, Hu4), 6.98 (dd, *J = 8.3 Hz,
%3 =0.6 Hz, 1H, Hs), 6.89 (td, *J = 8.0 Hz, *J = 1.1 Hz, 1H, Hs), 5.39 (d, 2J = 15.6 Hz, 2H, Hio), 5.13 (d,
2)=12.3 Hz, 1H, Hz1), 5.02 (d, 23 = 12.3 Hz, 1H, Hz1), 4.72 (t, 3] = 5.0 Hz, 2H, H), 4.60 (t, *J = 5.0 Hz,
2H, Hs), 4.35 (m, 1H, Hzo), 3.23 (m, 2H, Hiy).

RMN BC (DMSO-ds, 126 MHz) & (ppm) : 169.8, 168.4 (2 CO), 160.4 (C, Cy), 143.9 (C, Crriazole), 136.4
(C, C120u Chenzyte), 136.3 (CH, C4), 135.3 (C, C120U Crenzyie), 130.5 (CH, Cs), 128.9 (2 CH, C23), 128.8
(CH, Cu1), 128.7 (2 CH, C3) 128.6 (CH, Cz4), 127.9 (C, Cy7), 124.3 (CH, Cy), 121.9 (CH, Cis), 119.8
(CH, Cs), 119.5 (CH, Cu4), 118.8 (CH, Ca3), 117.9 (CH, Cs), 113.2 (C, C4), 110.7 (CH, Cs6), 106.9 (C,
Cis), 67.6 (CH>, C21), 63.9 (CH,, Cy), 53.2 (CH, Cy), 48.8 (CH,, Cg), 41.2 (CHa, C10), 26.7 (CH2, Cay).
CCM (CH:CI/AcOELt 4:1), révélations UV et ninhydrine : Rf = 0.18
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Composé 20: 1-((1-(2-((2-hydroxybenzoyl)oxy)éthyl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)méthyl)-L-tryptophane

Ca3H23N50s
M= 449,47 g/mol
Solide beige

Le palladium sur charbon a 5% massique (0.015 g) est additionné au composé 19 (0.20 g, 0.37
mmol, 1.0 éq) en solution dans du méthanol anhydre (10 mL) sous agitation. Le milieu réactionnel est
ensuite purgé sous atmospheére d’hydrogene et le milieu réactionnel est maintenu sous agitation pendant
pendant cing heures. Le milieu est ensuite filtré sur célite puis, le filtrat est concentré sous pression

réduite afin d’obtenir le composé 20 (0.14 g, 0.31 mmol, 84%) sous la forme d’un solide beige.

RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) : 8.16 (s, 1H, Hg), 7.61 (dd, *J = 7.9 Hz, “J = 1.6 Hz, 1H, He),
7.57 (d, %) = 7.8 Hz, 1H, Hag), 7.51 (m, 2H, Haet Hys), 7.32 (s, 1H, Hu1), 7.08 (t, 31 = 7.2 Hz, 1H, His),
7.02 (t, %) =8.0 Hz, 3J = 7.4 Hz, 2H, Hs et Hi4), 6.89 (td, %] = 8.0 Hz, *J = 0.9 Hz, 1H, Hs), 5.41 (s, 2H,
Hio), 4.75 (t, ) = 5.0 Hz, 2H, Hy), 4.62 (t, J = 5.0 Hz, 2H, Hs), 4.01 (m, 1H, Haz), 3.20 (M, 2H, Hio).
RMN BC (DMSO-ds, 126 MHz) & (ppm) : 171.3,168.3 (2 CO), 160.4 (C, C>), 144.1 (C, Chriazole), 136.3
(C, C12), 136.1 (CH, C4), 130.6 (CH, Cs), 128.6 (CH, C11), 128.1 (C, C17), 124.4 (CH, Cy), 121.8 (CH,
Cis), 119.7 (CH, Cs), 119.4 (CH, Cus), 119.1 (CH, C1s), 117.9 (CH, C3), 113.5 (C, C1) 110.5 (CH, Ci3),
107.8 (C, Cig), 63.9 (CH., Cy), 53.4 (CH, Cx), 48.9 (CH>, Cg), 41.3 (CHa, C10), 26.6 (CH2, Cuy).
HRMS (ESI+) calculée pour CasH23NsOsNa [M+Na]*: 472.1596, mesurée : 472.1580.

CCM (AcOEd), révélations UV et ninhydrine: Rf =0.03

Point de fusion: 176 — 178°C.
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2.2.2- Syntheése de deux conjugués associant I’AS au L-tryptophane par des espaceurs 1,4 et 1,5-

dicarbonylés

Procédure 8: Ouverture des anhydrides succinique*®®4! (n=1) et glutarique*® (n=2).

La DMAP (0.08 €éq) et la triéthylamine (2.4 éq) sont successivement additionnées au composé
15 (1.0 éq) en solution dans du dichlorométhane anhydre sous agitation. De I’anhydride succinique ou
glutarique (1.0 éq) est additionné au milieu réactionnel qui est porté a reflux jusqu & la conversion
compléte du composé 15. Le milieu est ensuite concentré sous pression réduite et dilué dans de I’acétate
d’éthyle avant d’étre lavé trois fois par une solution de HCI 0.5 M. La phase organique est séchée sur
Na;SOQ,, filtrée et concentrée sous pression réduite avant d’étre purifiée sur colonne de silice (CH2Cl;

puis AcOEt) afin d’obtenir les composé 20a (n=1) et 20b (n= 2).

Composé 21a : Acide 4-(3-(3-(benzyloxy)-2S-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-oxopropyl)-1H-indol-1-

yl)-4-oxobutanoique

12 45
s 3
o 14
6 9 10 12
y 7 8 o) 1 Ca7H30N207
4 HN\( 15 _
\ ] M= 494,54 g/mol
3 2°N o 15 Solide jaune amorphe
Ho M 15
% O
(0]

Le composé 21a (3.62 g, 7.32 mmol, 95%) a été isolé sous la forme d’un solide jaune aprés
guatre heures de réaction. Il a été obtenu en engageant le composé 15 (3.03 g, 7.67 mmol, 1.0 éq) et

I’anhydride succinique (0.77 g, 7.67 mmol, 1.0 éq).

RMN *H (Acétone-ds, 400 MHz) & (ppm) :) 10.76 (se, 1H, OH), 8.42 (d, 3J = 8.1 Hz, 1H, Hs), 7.69 (s,
1H, Hy), 7.65 (dd, 3J = 7.0 Hz, 4 = 1.0 Hz, 1H, Hs), 7.49 — 7.22 (m, 7H, Ha, Hs et H1, a Hus), 6.42 (d,
3) = 8.2 Hz, 1H, NH), 5.16 (d, 4 = 1.7 Hz, 2H, Hi1), 4.66 (dd, 3J = 14.0 Hz, 3 = 8.0 Hz, 1H, Hio), 3.26
(M, 4H, Hg et Higou Hi7), 2.81 (t, 3J = 6.5 Hz, 2H, His 0u Hi7), 1.38 (5, 9H, Hs).

RMN *3C (Acétone-ds, 101 MHz) & (ppm) : 172.8, 171.7, 170.2 (3 CO), 155.4 (COcarbamate), 136.1,
136.0 (2 C, C: et Crenzyle), 130.5 (C, Cv), 128.4 (2 CH, C12 ou Ci3), 128.0 (CH, Cus), 127.9 (2 CH, C12 0u
Ci3), 124.8 (CH, Cs), 123.6 (CH, Cy1), 123.3 (CH, C4), 118.9 (CH, Cs), 117.5 (C, Cg), 116.3 (CH, Ce),
78.6 (Ceert-butyte), 66.3 (CH2, C11), 53.9 (CH, Cuo), 30.4 (CH2,Cq), 27.7 (CHa, Cis0u Ci7), 27.6 (3 CHg,
Cis), 27.2 (CHy, Cys0u Cyy).

CCM (CHCI/AcOEt), révélations UV et ninhydrine : Rf =0.18
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Composé 21b : Acide 5-(3-(3-(benzyloxy)-2S-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-oxopropyl)-1H-indol-1-
yl)-5-oxopentanoique

1213
14

5 6 910 12 s C2sH32N207
M= 508,57 g/mol

7
. ) HN\/( 15
o SN 1 OJK\“S Solide marron amorphe

Le composé 21b (0.30 g, 0.59 mmol, 66%0) a été isolé sous la forme d’un solide marron amorphe
apres vingt quatre heures de réaction. Le dérivé a été obtenu en engageant le composé 15 (0.35 g, 0.89

mmol, 1.0 éq) et ’anhydride glutarique (0.10 g, 0.89 mmol, 1.0 éq).

RMN H (Acétone-ds, 400 MHz) & (ppm) : 8.45 (d, 3J = 8.1 Hz, 1H, He), 7.62 (M, 2H, H1 et Hs3), 7.43
—7.23 (M, 7TH, Has, Hs et Hi2aHua), 6.43 (d, 3J = 8.1 Hz, 1H, NH), 5.15 (d, “J = 3.7 Hz, 2H, Hu), 4.65
(m, 1H, Hio), 3.26 (dd, 23 = 14.8 Hz ,3J = 7.0 Hz, 2H, Hy), 3.03 (t, 3J = 7.0 Hz, 2H, His 0u His), 2.51 (t,
3] =7.0 Hz, 2H, His 0u Hig), 2.40 (t, 31 = 7.0 Hz, 2H, Hi), 1.38 (s, 9H, His).

RMN BC (Acétone-dgs, 101 MHz) & (ppm) :) 173.6, 173.5, 171.8 (3 CO), 155.4 (COcarbamate), 136.1,
135.9 (2 C, C; et Chenzyie), 135.0 (C, Cy), 128.4 (2 CH, C12 ou C3), 128.0 (CH, Cu14), 127.9 (2 CH, C12 0u
Cu3), 124.8 (CH, Cy), 123.8 (CH, C3), 123.2 (CH, Cs), 118.9 (CH, Cs), 117.3 (C, Cg), 116.4 (CH, Ce),
78.7 (C, Ciertbutyle), 66.3 (CH2, C11), 53.9 (CH, C10), 34.3 (CH,, C16 0u Cis), 32.4 (CHy, C17), 32.3 (CH,
Ci6 0u Cig), 27.7 (3 CH3, Cis), 27.2 (CHa, Co).

CCM (CHCIy/AcOEt 9/1), révélations UV et ninhydrine : Rf = 0.26
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Composé 22a: 2-((4-(3-(3-(benzyloxy)-2S-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-oxopropyl)-1H-indol-1-
yl)-4-oxobutanoyl)oxy) benzoate de benzyle33®

9 9
8 8 27
Ca1H4oN20g
M= 704,78 g/mol
Solide jaune

Le composé 22a (3.62 g, 5.14 mmol, 79%) a été isolé sous la forme d’un solide jaune aprés
purification sur gel de silice (CH2Cl.) en suivant la Procédure 5. Ce dernier a été obtenu en engageant
les composés 10a (1.49 g, 6.52 mmol, 1.0 éq) et 21a (1.25 g, 6.52 mmol, 1.0 égq) maintenus sous agitation
dans du dichlorométhane anhydre (50 mL) pendant dix-sept heures.

RMN H (Acétone-ds, 400 MHz) & (ppm) : 8.45 (d, 3J = 8.1 Hz, 1H, His), 8.06 (dd, 3J = 7.8 Hz,
43 = 1.6Hz, 1H, He), 7.75 — 7.58 (M, 3H, Ha, His et Hig), 7.52 (M, 2H, Hg ou Ho), 7.45 — 7.38 (m, 4H,
Hs, Hao, Has et Has), 7.36 — 7.28 (M, 7H, Hs ou He, Hi7, Has €t Has) 7.25 (d, 3J = 8.1 Hz, 1H, Hs), 6.44
(d, 33 = 8.1 Hz, 1H, NH), 5.36 (s, 2H, H7 ou Has), 5.16 (d, “J = 2.6 Hz, 2H, Hy ou Has), 4.68 (m,
3J=7.8 Hz, 1H, Ha), 3.39 — 3.25 (M, 2H, Ha1), 3.20 (t, 3J = 6.6 Hz, 2H, Hu; ou Hyo), 2.91 (t, 3J = 6.6 Hz,
2H, Hi1 ou Hi2), 1.38 (s, 9H, Hay).

RMN BC (Acétone-dg, 101 MHz) & (ppm) : 171.8, 170.7, 169.8, 164.2 (4 CO), 155.4 (COcarbamate),
150.7 (C, C2), 136.2, 136.1, 135.9 (3C, 2 Chenzyie €t Ci4), 134.0 (CH, Cy), 131.6 (CH, Cs), 130.6 (C, Cio),
128.6, 128.5, 128.4, 128.3 (8 CH, Cs, Co, Co4 €t Czs), 128.0, 127.9 (2 CH, Cyo et Cy), 126.1 (CH, Cs),
124.9 (CH, Cy3), 124.1 (CH, C3), 123.7 (C, Cy), 123.6 (CH, C1s), 123.4 (CH, C17), 119.0 (CH, Cag), 117.7
(C, Cx), 116.3 (CH, Cas), 78.7 (Crert-butyte), 66.7, 66.4 (2 CH,, C7et Czs), 53.9 (CH, Cx), 30.2, 28.3 (2
CHa, Cuiet Ci2), 27.7 (3 CHs, C27), 27.2 (CHa, Ca).

CCM (CHCl,), révélations UV et ninhydrine : Rf = 0.58

Point de fusion : 208 — 210°C.
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Composé 22b : 2-(5-(3-(3-(benzyloxy)-2S-((tert-butoxycarbonyl)amino)-3-oxopropyl)-1H-indol-1-yl)-
5-oxopentanoyl)oxy)benzoate de benzyle

25 26
27
25 26
28 Ca2HaoN2Og
28 M= 718,80 g/mol
be Solide jaune

Le composé 22b (0.32 g, 0.44 mmol, 65%) a été isolé sous forme de solide jaune aprés
purification (CH2Cl) en suivant la Procédure 5. Ce dernier a été obtenu en engageant les composés 10a
(0.16 g, 0.69 mmol, 1.0 éq) et 21b (0.35 g, 0.69 mmol, 1.0 éq) dans du dichlorométhane anhydre (10

mL), maintenu sous agitation a température ambiante pendant six heures.

RMN 'H (CDCls, 500 MHz) & (ppm) : 8.48 (d, 3J = 7.1 Hz, 1H, Hie), 8.08 (dd, ®J = 7.8 Hz, = 1.7
Hz, 1H, He), 7.58 (td, 3J = 7.9 Hz, *J =1.7 Hz, 1H, H,), 7.53 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, Hig), 7.39 (m, 5H, Hs
ou Ho, Hi7 et Has ou Has), 7.36 — 7.29 (m, 6H, Hs, H14, Hg 0u Hg et Has ou Has), 7.21 (M, 3H, Hio, His et
Ha7), 7.13 (d, 3J = 8.0 Hz, 1H, Ha), 5.25 (s, 2H, H7 ou Ha4), 5.17 (d, J = 7.7 Hz, 1H, NH), 5.11 (dd,
2] =12.3 Hz, 2H, H7 ou Ha4), 4.76 (M, 1H, Has), 3.23 (dd, 2J = 14.8 Hz, *J = 5.8 Hz, 2H, Hy,), 2.85 (t, *J
=7.0 Hz, 2H, Hu1 ou Hiz), 2.66 (t, %] = 7.0 Hz, 2H, Hii0u Hiz), 2.14 (m, 3J = 7.0 Hz, 2H, Hi2), 1.44 (s,
9H, Has).

RMN °C (CDCls, 126 MHz) § (ppm) : 171.8, 171.7, 170.5, 164.3 (4 CO), 155.1 (COcarbamate), 150.7
(C, Cy), 135.8, 135.6, 135.1 (3 C, 2 Crenzyte €t C15), 134.0 (CH, C4), 132.0 (CH, Cg), 130.5 (C, Cz0), 128.7,
128.6 (4 CH, Cgou Cy et Cos 0u Ca), 128.5 (CH, C10 0u Cz7), 128.4 (4 CH, Cgou Cg et Cps 0U Cys), 128.2
(CH, Cyo0u Cy7), 126.1 (CH, Cs), 125.5 (CH, C1s), 123.9 (CH, Cs), 123.6 (CH, Cy17), 123.1 (C, C1), 122.8
(CH, Cis), 118.9 (CH, Cig), 117.0 (C, C21), 116.7 (CH, C16), 80.1 (C, Ceert-butyte), 67.2, 66.9 (2 CHo, C7 et
Cas), 53.6 (CH, C), 34.4, 32.7 (2 CHy, Ci1 et Ci3), 28.3 (3 CHs, Czg), 28.1, 19.2 (2 CHy, Ci2 et Cp).
CCM (CHCLy), révélations UV et ninhydrine : Rf = 0.63

Point de fusion : 226 — 229°C.
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Procédure 9: Déprotection des fonctions aminoacides des composés 22a-b en une étape

Le composé 22a (0.51 g, 0.72 mmol, 1.0 éqg) ou 22b (0.25 g, 0.35 mmol, 1.0 €q) est additionné
au palladium sur charbon a 5% massique (catalytique) en suspension dans du méthanol anhydre (10 mL)
sous agitation. Le milieu réactionnel est purgé sous atmosphére d’hydrogene et maitenu sous agitation
pendant trois (22b) a six (22a) heures. Le milieu réactionnel est filtré sur célite et concentré sous pression
réduite puis dissout dans de I’acide trifluoroacétique (3 mL). Le milieu réactionnel est maintenu sous
agitation pendant une ou deux heures a température ambiante avant d’étre concentré sous pression
réduite afin d’obtenir le composé 24a (0.19 g, 0.45 mmol, 63% en deux étapes) ou 24b (0.12 g, 0.27
mmol, 78% en deux étapes) sous forme de solides respectivement vert et beige.

Composé 24a : Acide 2-((4-(1-L-tryptophano)-4-oxobutanoyl)oxy)benzoique

C22H20N207
M= 424,41 g/mol
Solide vert

RMN 'H (DMSO-dg, 500 MHz) & (ppm) : 8.37 (d, 3J = 8.1 Hz, 1H, H11), 7.95 (d, *J = 6.8 Hz, 1H, He),
7.83 (s, 1H, Ho), 7.66 (m, 2H, Ha et Hua), 7.39 — 7.33 (m, 2H, Hs et His), 7.31 (t, %J = 6.8 Hz, 1H, Ha),
7.22 (d, %) =8.1Hz, 1H, H1), 4.17 (m, 1H, Hig), 3.39 (M, 2H, Hi7), 3.30 — 3.21 (t, *J = 6.7 Hz, 2H, Hy),
3.03 (t, °J =6.7 Hz, 2H, Hs).

RMN BC (DMSO-ds, 126 MHz) & (ppm) : 171.6, 171.0, 166.2, 161.8 (4 CO), 150.5 (C, C>), 134.9 (C,
Cio), 134.4 (CH, C,), 131.9 (CH, Ce), 130.7 (C, Css), 126.8 (CH, Ci3), 125.7 (CH, Cy), 125.5 (C, Cy)
125.6 (CH, Cs), 124.2 (CH, Cz3), 124.0 (CH, C12), 119.5 (CH, Cu4), 117.1 (C, Cys) 116.4 (CH, C11), 52.6
(CH, Cis), 30.6 (CHa, C7), 28.8 (CH2, C17), 26.1 (CH,, Cs).

HRMS (ESI+) calculée pour CzH21N2O7 [M+H]*: 425.1343, mesurée : 425.1359

CCM (AcOEt/CH30H 9:1), révélations UV et ninhydrine : Rf =0.02

Point de fusion : 172 — 174°C.
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Composé 24b : Acide 2-((5-(1-L-tryptophano)-5-oxopentanoyl)oxy)benzoique

Ca3H22N207
M= 438,44 g/mol
Solide beige

RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) : 8.38 (d, ®J = 8.0 Hz, 1H, Hu1), 7.97 (dd, *J = 7.8 Hz,
%3 =1.7 Hz, 1H, He), 7.83 (s, 1H, H17), 7.69 — 7.59 (m, 2H, Hy et Hi4), 7.37 (m, 2H, His et Hig), 7.33 —
7.28 (t,%) = 8.1 Hz, 1H, Hs), 7.20 (dd, %J = 8.1 Hz, “J = 0.9 Hz, 1H, Ha), 4.05 (t, *J = 5.6 Hz, 1H, Hy),
3.25 (m, 2H, His), 3.18 (t, 3 = 6.9 Hz, 2H, Hy), 2.74 (t, 3J = 6.9 Hz, 2H, Ho), 2.08 (t, *J = 6.9 Hz, 2H,
Hs).

RMN C (DMSO-ds, 126 MHz) 6 (ppm) : 172.0, 171.9, 171.0, 166.3 (4 CO), 150.7 (C, C»), 135.6 (C,
Cu), 133.8 (CH, C4), 131.9 (CH, Cs), 130.7 (C, Cis), 126.5 (CH, Cu3), 125.9 (CH, C17), 125.4 (C, Cy),
125.3 (CH, Cs), 124.1 (CH, Cs), 123.7 (CH, C12), 119.4 (CH, C14), 116.4 (CH, C11), 115.2 (C, Cs6), 53.0
(CH, Cyy), 34.4 (CH2, C7), 33.1 (CHz2, Cy), 25.9 (CHz2, Cis), 19.5 (CH, Cs).

HRMS (ESI+) calculée pour Ca3H23N2O7 [M+H]*: 439.1500, mesurée : 439.1506.

CCM (AcOEt), révélations UV et ninhydrine : Rf = 0.02

Point de fusion : 190 — 192°C.

2.3- Synthése de conjugués associant I’AS a des acides aminés sans espaceur

2.3.1- Syntheése de conjugués associant I'acide salicylique a des acides diaminocarboxyliques

Procédure 10: Condensation entre le chlorure d’acide d’aspirine et les acides

diaminocarboxyliques commerciaux*2413,

Du DMF anhydre (0.1 mL) est additionné a de I’aspirine (1.0 éq) en suspension dans du
dichlorométhane anhydre. Du chlorure de thionyle (5.0 éq) est additionné a la suspension et le milieu
réactionnel est porté a reflux jusqu’a la fin du dégagement gazeux observé en sortie de réfrigérant. Le
milieu réactionnel est concentré sous pression réduite puis solubilisé dans du THF anhydre. L’acide N-
a-Boc-diaminocarboxylique (1.0 éq) est additionné a de I’hydroxyde de sodium (4.0-5.0 éq) en solution
aqueuse. La solution contenant le chlorure d’acide [25] est additionnée goutte a goutte a la solution
aqueuse. Le milieu réactionnel est maintenu sous agitation a température ambiante jusqu’a la conversion
compléte des deux réactifs. Le milieu réactionnel est acidifié (pH 3) par une solution de HCI 1M puis

extrait a I’acétate d’éthyle (3 x 30 mL). Les phases organiques réunies sont séchées sur Na2SOy, filtrées
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et concentrées sous pression réduite. Le produit brut est ensuite purifié sur colonne de silice
(Pentane/AcOEt 4:1) afin d’obtenir le composé 25a-c.

Composé 25a : Acide 2S-((tert-butoxycarbonylamino)-3-(2-hydroxybenzamido)propionique

5 N N (e OH C15H20N206
) | H uUN o M= 32_4,??3 g/mol
3 © OH o Huile jaune
o\kg

9

Le composé 25a (1.14 g, 3.50 mmol, 65%) a été isolé sous la forme d’une huile jaune. Le
produit a été obtenu en engageant le chlorure d’acide de I’aspirine (1.0 éq) et I’acide 2S-(tert-
butoxycarbonylamino)-3-aminopropionique (1.10 g, 5.39 mmol, 1.0 éq) en présence d’hydroxyde de
sodium (4.0 éqg) dans un mélange THF/H,O (10:35 mL), maintenu sous agitation a température ambiante

pendant deux heures.

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) : 14.10 (se, 1H, OH), 12.47 (s, 1H, OH), 8.65 (t, *J = 5.3 Hz,
1H, NH), 7.87 (d, 3J = 7.9 Hz, 1H, NH), 7.45 (td, %] = 8.2 Hz, 1H, H4), 7.16 (d, 3J = 8.3 Hz, 1H, Hs),
6.97 (M, 2H, Hs et Hs), 3.89 (m, 1H, Hs), 3.46 (dd, 2J = 12.0 Hz, 3 = 5.3 Hz, 2H, Hy), 1.38 (s, 9H, Ho).
RMN *C (DMSO-dg, 101 MHz) & (ppm) : 172.2, 169.5 (2 CO), 160.4 (C, C,), 156.3 (COcarbamate),
133.8 (CH, Cy), 128.4 (CH, Cg), 118.6 (CH, Cs), 117.4 (CH, Cs), 115.3 (C, C1), 78.8 (Ctert-butyle), 52.4
(CH, Cs), 37.4 (CH2, C7), 28.9 (3 CHBa, Co).

CCM (AcOEt), révélations UV et ninhydrine: Rf = 0.24
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Composé 25b : Acide 2S-((tert-butoxycarbonylamino)-4-(2-hydroxybenzamido)butyrique

10

X e

0 HN” O 10 C16H22N206
8, 7 OH M= 338,36 g/mol

5 9 H

4 I’:ll/\g/\g/ Huile orange
Z20H

Le composé 25b (0.52 g, 3.50 mmol, 68%) a été isolé sous la forme d’une huile orange en
suivant la Procédure 10. Le produit a été obtenu en engageant le chlorure d’acide de 1’aspirine (1.0 éq)
et I’acide 2-(tert-butoxycarbonylamino)-4-aminobutyrique (0.50 g, 2.27 mmol, 1.0 éq) en présence
d’hydroxyde de sodium (4.0 éq) dans un mélange THF/H,O (10:35 mL), maintenu sous agitation a

température ambiante pendant deux heures.

RMN *H (DMSO-ds, 400 MHZz) & (ppm) : 12.59 (s, 2H, 2 OH), 8.80 (t, *J = 5.0 Hz, 1H, NH), 7.84 (d,
3) = 7.6 Hz, 1H, NH), 7.50 — 7.30 (td, ®J = 8.1 Hz, 1H, Ha), 7.16 (d, ®J = 8.1 Hz, 1H, He), 6.88 (m, 2H,
Hs et Hs), 3.98 (m, 1H, Hy), 3.36 (dd, 2J = 12.4 Hz, %J = 6.4 Hz, 2H, Hy), 2.02 (m, 1H, Hs), 1.80 (m, 1H,
Hs), 1.38 (s, 9H, Hio).

RMN *C (DMSO-dg, 101 MHZz) & (ppm) : 174.3, 169.5 (2 CO), 160.6 (C, C,), 156.0 (COcarbamate),
134.1 (CH, Cy), 128.1 (CH, Ce), 118.9 (CH, Cs), 117.8 (CH, Cs), 115.6 (C, C1), 78.5 (Ciert-butyte), 51.8
(CH, Cg), 36.6 (CH2, C7), 30.8 (CHz, Cs), 28.7 (3 CHa, C1o).

CCM (AcOEt), révélations UV et ninhydrine : Rf = 0.32
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Composé 25c¢ : Acide 2S-((tert-butoxycarbonylamino)-6-(2-hydroxybenzamido)hexanoique

fo) 12
)<12
o HNJ\O " _C18H26N206
P y 7 9 1:1 OH M—3_66,4lg/mol
N g 10 Huile orange
4 2~OH (o)
3

Le composé 25¢ (1.82 g, 4.58 mmol, 55%0) a été isolé sous la forme d’une huile orange en
suivant la Procédure 10. Le produit a été obtenu en engageant le chlorure d’acide de 1’aspirine (1.0 éq)
et ’acide 2S-(tert-butoxycarbonylamino)-6-aminohexanoique (2.23 g, 9.05 mmol, 1.0 éq) en présence
d’hydroxyde de sodium (5.0 éqg) dans un mélange THF/H,O (15:50 mL), maintenu sous agitation a

température ambiante pendant dix-neuf heures.

RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) : 12.74 (s, 1H, OH), 12.43 (se, 1H, OH), 8.82 (t, ®J = 5.5 Hz,
1H, NH), 7.86 — 7.81 (dd,®J = 8.4 Hz, J = 1.4 Hz, 1H, Hg), 7.40 (td, ®J = 8.0 Hz, “J = 1.6 Hz, 1H, Ha),
7.06 (d, ®J = 8.0 Hz, 1H, NH), 6.94 — 6.84 (m, 2H, Hs et Hs), 3.85 (m, 1H, Hi1), 3.28 (m, 2H, H7), 1.79
—1.50 (m, 4H, Hsg et Hig), 1.37 (m, 11H, Hg et H1y).

RMN C (DMSO-dg, 101 MHZz) & (ppm) : 174.7, 169.5 (2 CO), 160.8 (C, C,), 156.1 (COcarbamate),
134.1 (CH, C4), 127.9 (CH, Ce), 118.1 (CH, Cs), 117.9 (CH, Cs), 115.5 (C, C1), 78.4 (Crertbutyte), 53.8
(CH, C11), 39.2 (CH2, C7), 30.9, 28.9 (2 CH>, Cs et Cio), 28.7 (3 CHj3, C12), 23.6 (CH>, Co).

CCM (AcOEt), révélations UV et ninhydrine : Rf = 0.29
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Composé 26a : Acide 2S-amino-3-(2-hydroxybenzamido)propionique

(o) (0]
o X N/HB)J\OH C10H12N204
H M= 224,22 g/mol
4 £ 2 0H NH; Solide beige

Le composé 26a (0.17 g, 0.77 mmol, 77%) a été obtenu sous la forme d’un solide beige en
suivant la Procédure 4. Le produit 26a a été obtenu en engageant le composé 25a (0.34g, 1.00 mmol,
1.0 éq) en présence d’acide trifluoroacétique (2 mL) en solution dans de I’acétone (10 mL), maintenue

sous agitation a température ambiante pendant deux heures.

RMN *H (DMSO-ds, 400 MHZz) & (ppm) : 9.21 (s, 1H, NH), 7.86 (d, J = 7.7 Hz, 1H, Hs), 7.39 (t,
%] =8.0 Hz, 1H, H,), 6.97 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Hs), 6.88 (t, %] = 7.7 Hz, 1H, Hs), 3.79 (m, 2H, H; et Hg),
3.69 (m, 1H, Hy).

RMN ¥C (DMSO-dg, 101 MHz) & (ppm) : 169.6, 169.4 (2 CO), 160.0 (C, C,), 134.0 (CH, Cs), 129.0
(CH, C4), 119.0 (CH, Cs), 117.8 (CH, C3), 116.3 (C, C1), 53.5 (CH, Cs), 40.3 (CH2, Cv).

HRMS (ESI+) calculée pour CigH13N2O4M+H]*: 225.0870, mesurée: 225.0873

CCM (AcOEd), révélationsUV et ninhydrine: Rf = 0.03

Point de fusion: 92 — 94°C.
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Composé 26b : Acide 2S-amino-4-(2-hydroxybenzamido)butyrique

6 0 ; l;le C11H14N204
- OH -
5 1 N 9 M= 238,24 g/mol
A Hw Solide beige

Le composé 26b (0.28 g, 1.17 mmol, 76%) a été obtenu sous la forme d’un solide beige en
suivant la Procédure 4. Le produit 26b a été obtenu en engageant le composé 25b (0.52 g, 1.54 mmol,
1.0 éq) en présence d’acide trifluoroacétique (3 mL) en solution dans de I’acétone (10 mL), maintenue

sous agitation a température ambiante pendant cing heures.

RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) : 14.10 (se, 1H, OH), 12.41 (s, 1H, OH), 8.95 (t, ®J = 5.4 Hz,
1H, NH), 8.34 (s, 2H, NH), 7.82 (dd, *J = 8.0 Hz, *J = 1.4 Hz, 1H, He), 7.40 (td, *J = 8.0 Hz, *J = 1.6 Hz,
1H, H.), 6.94 — 6.87 (m, 2H, Hs et Hs), 4.08 — 3.88 (m, 1H, Hy), 3.53 — 3.40 (m, 2H, H7), 2.11 — 2.01
(m, 2H, Hs).

RMN BC (DMSO-ds, 126 MHz) & (ppm) : 171.4, 169.5 (2 CO), 160.65 (C, C>), 134.0 (CH, C,), 128.3
(CH, Ce), 118.9, 117.8 (2 CH, Cs et Cs), 115.7 (C, Cy), 52.7 (CH, Cy), 37.1 (CH2, Cy), 30.7 (CHz, Cs).
HRMS (ESI+) calculée pour Ci1H1sN2O4M+H]*: 239.1026, mesurée: 239.1027

CCM (AcOEd), révélationsUV et ninhydrine: Rf = 0.02

Point de fusion : 108 — 110°C.
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Composé 26¢ : Acide 2S-amino-6-(2-hydroxybenzamido)hexanoique

6 7 79 l;le C13H18N204
NN S ! M= 266,30 g/mol
4 1 OHH o) Solide beige

Le composé 26¢ (0.46 g, 1.69 mmol, 78%0) a été obtenu sous la forme d’un solide beige en

suivant la Procédure 4. Le produit 26¢ a été obtenu en engageant le composé 25¢ (0.81 g, 2.20 mmol,
1.0 éq) en présence d’acide trifluoroacétique (5 mL) en solution dans de 1’acétone (20 mL), maintenue

sous agitation a température ambiante pendant vingt-quatre heures.

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) : 8.92 (t, °J = 5.3 Hz, 1H, NH), 7.87 (dd, 3] = 7.9 Hz,
43 =1.2 Hz, 1H, He), 7.38 (td, 3 = 8.4 Hz, “J = 1.3 Hz, 1H, H,), 7.01 — 6.76 (m, 2H, Hs et Hs), 3.59 —
3.40 (m, 1H, Hi1), 3.34 — 3.19 (m, 2H, Hy), 1.89 — 1.65 (m, 2H, Hio), 1.62 — 1.51 (m, 2H, Hg), 1.49 —
1.29 (M, 2H, Ho).

RMN 2C (DMSO-ds, 101 MHz) & (ppm) : 171.4, 169.3 (2 CO), 160.6 (C, Cz), 134.0 (CH, Cy), 128.2
(CH, Cs), 118.9,117.8 0 (2 CH, Cs et Cs), 115.7 0 (C, C4), 53.8 0 (CH, C11), 39.2 (CH>, Cy), 30.8 (CH,,
C0), 29.0 (CHy, Cs), 22.7 (CH2, Cy).

HRMS (ESI+) calculée pour CisHioN204[M+H]*: 237.1339, mesurée: 237.1347

CCM (AcOEt), révélationsUV et ninhydrine: Rf = 0.04

Point de fusion : 145 — 147°C.
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2.3.2- Syntheése d’un conjugué associant I'acide salicylique a un hydroxyaminoacide

Composé 27 : 2-(benzyloxy)benzoate de méthyle*¢-#18

6
5 N0’ Ci5H1403
4 8 9 M= 242,27 g/mol
2>0 10 .
/\© Huile incolore
9 11

Le carbonate de potassium (14.55 g, 105.3 mmol, 3.0 éq) est additionné au salicylate de méthyle

(5.34 g, 35.1 mmol, 1.0 éq) en solution dans de I’acétone (65 mL). Le bromure de benzyle (6.01 g, 35.1
mmol, 1.0 éq) est ensuite additionné a la solution et le milieu réactionnel est porté a reflux pendant vingt
quatre heures avant d’étre ramené a température ambiante. Le milieu est ensuite filtré sur célite et le
filtrat est concentré sous pression réduite avant d’étre purifié sur colonne de silice (Pentane/CH2Cl 1:1)

afin d’obtenir le compsé 27 (6.48 g, 26.7 mmol, 76%0) sous la forme d’une huile incolore.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 7.81 (dd, *J = 7.7 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, He), 7.48 (d, *J = 7.2 Hz,
2H, Hg), 7.40 (td, 3J = 7.7 Hz, *J = 1.7 Hz, 1H, Ha), 7.37 (t, *J = 7.5 Hz, 2H, Hio), 7.29 (t, 3J = 7.0 Hz,
1H, Hi1), 6.97 (m, 2H, Hs et Hs), 5.15 (s, 2H, Hg), 3.88 (s, 3H, Hy).

RMN C (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 166.8 (CO), 158.1 (C, C;), 136.8 (C, Chenzyie), 133.5 (CH, Ca),
131.8 (CH, Ce), 128.6, 127.8, 126.8 (5 CH, C, Cio et C11), 120.7 (C, Cy), 120.6 (CH, Cs), 113.9 (CH,
Cs), 70.5 (CHz, Cg), 52.1 (CHs, Cv).

CCM(CH_:CL), révélations UV: Rf = 0.90
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Composé 28 : Acide 2-(benzyloxy)benzoique*42

o
o N OH C14H1203
b M= 228,25 g/mol
4 >0 9

Solide banc

Une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium 4M (20 mL, 80.0 mmol, 3.0 éq) est additionnée
au composé 27 (6.43 g, 26.5 mmol, 1.0 éq) en solution dans du méthanol (50 mL) sous agitation. Le
milieu réactionnel est chauffé 60°C et maintenu sous agitation pendant dix heures avant d’étre ramené
a température ambiante et concentré sous pression réduite. Ce dernier est ensuite dilué dans de 1’eau
distillée (100 mL), acidifié a pH 3 par une solution de HCI 1M (35 mL) puis extrait a AcOEt (3 x 50
mL). Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na>SOs, filtrées et concentrées sous pression
réduite. Le produit brut est ensuite purifié sur colonne de silice (CH,Cly) afin d’obtenir le composé 28
(5.12 g, 22.4 mmol, 85%) sous la forme d’un solide blanc.

RMN H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 10.81 (s, 1H, OH), 8.21 (dd, %) = 7.8 Hz, % = 1.8 Hz, 1H, He),
7.56 (td, = 7.4 Hz, “J = 1.8 Hz, 1H, Ha), 7.45— 7.41 (M, 5H, Hea H1o), 7.16 (td, 3 = 7.8 Hz, “J = 1.0Hz,
1H, Hs), 7.13 (dd, 3 = 7.4 Hz, “J = 1.0 Hz, 1 H, H3), 5.30 (s, 2H, Hy).

RMN 1C (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 165.2 (CO), 157.4 (C, C), 135.0 (CH, C4), 134.3 (C, Coonayie),
134.0 (CH, Cs), 129., 129.2, 128.0 (5 CH, Cs, Coet Cyo), 122.5 (CH, Cs), 118.1 (C, C1), 113.1 (CH, Cs),
72.3 (CHa, Cy).

CCM (CHCly), révélation UV: Rf =0.23

Point de fusion : 72 — 75°C. (litt : 73 — 75°C)*
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Composé 29 : Acide 2S-(benzyloxycarbonylamino)-3-hydroxypropionique*?1422

Solide banc

0
1 5
2 . 6 C11H13NOs
Hoﬁ)ko"' M= 239,23 g/mol
HN_ O 5
Y
0

L’hydrogénocarbonate de sodium (7.12 g, 84.7 mmol, 2.5 éq) est additionné a une solution
aqueuse (130 mL) de L-sérine (3.56 g, 33.9 mmol, 1.0 éq) sous agitation. Le chloroformiate de benzyle
(5.78 g, 33.9 mmol, 1.0 éq), en solution dans du THF (10 mL) est additionné goutte a goutte a la solution
aqueuse sur une période de 10 minutes. Le milieu réactionnel est maintenu sous agitation a température
ambiante pendant dix-huit heures. Le milieu réactionnel est ensuite extrait & AcOEt (3 x 60 mL). Les
phases organiques sont séchées (Na;SOa), filtrées et concentrées sous pression réduite afin d’obtenir le

composé 29 (3.72 g, 15.5 mmol, 46%) sous forme de poudre blanche.

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) : 7.37 — 7.30 (m, 5H, Hsa He), 5.05 (s, 2H, Hs), 4.07 (m, 1H,
H,), 3.67 (d, 3J = 4.8 Hz, 2H, Hy).

RMN 3C (DMSO-ds, 101 MHz) & (ppm) : 172.6 (CO), 156.5 (COcarbamate), 137.4 (C, Coenzyic), 128.8,
128.3,128.2 (5 CH, C4 a Cs), 65.9 (CH2, Ca), 61.8 (CH2, C1), 57.1 (CH, Cy).

CCM (Hexane/AcOEt/AcOH 6/4/1), révélation a la ninhydrine: Rf = 0.21

Point de fusion : 117 — 119°C. (litt : 120°C)*®
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Composé 30 : 2S-(benzyloxycarbonylamino)-3-hydroxypropionate de benzyle*?

H s 4 C1sH1sNOs
o N2

YT EJJ\O“©5 M= 329,35 g/mol
0 1\ 4

OH 6 Solide banc

5

Le carbonate de potassium (2.78 g, 20.1 mmol, 1.5 éq) est additionné au compose 29 (3.21 g,
13.4 mmol, 1.0 éq) en solution dans du DMF anhydre (50 mL). Le bromure de benzyle (3.44 g, 20.1
mmol, 1.5 éq) est ensuite additionné au milieu réactionnel qui est maintenu sous agitation a température
ambiante pendant soixante heures. Le milieu réactionnel est dilué dans de I’eau distillée (100 mL) et
extrait a ACOEt (3 x 50 mL). Les phases organiques sont rassemblées, séchées sur Na SOy, filtrées et
concentrées sous pression réduite. Le produit brut est purifié sur colonne de silice par gradient d’élution
(CH.CI2/AcOEt 1:0 a 0:1) afin d’obtenir afin d’obtenir le composé 30 (1.10 g, 3.34 mmol, 25%) sous

la forme d’un solide blanc.

RMN *H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 7.34 (m, 10H, Hsa Hs et Hsa Hio), 5.81 (d, J = 7.3 Hz, 1H,
NH), 5.19 (s, 2H, Hzou H7), 5.10 (s, 2H, Hzou Hy), 4.46 (m, 1H, Hy), 3.97 (dd, 2J =11.2 Hz, 3 = 3.4 Hz,
1H, H1), 3.88 (dd, 2J = 11.2 Hz, 3 = 3.3 Hz, 1H, Hy), 2.30 (s, 1H, OH).

RMN *C (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 170.5 (CO), 156.3 (COcarbamate), 136.1, 135.2 (2 Coenzyie),
128.7,128.5, 128.3, 128.2, 127.6, 127.0 (10 CH, C4 a Cset Csa Cio), 67.5, 67.2 (2 CH2, Cset Cy), 63.2
(CH,, Cy), 56.2 (CH, Cy).

CCM (AcOEd), révélation a la ninhydrine: Rf = 0.81

Point de fusion: 80 — 83°C. (litt: 82 — 83°C)*¢
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Composé 31 :

2-(benzyloxy)benzoate de 3-(benzyloxy)-2S-((benzyloxy)carbonylamino)-3-oxopropyle

18 20 Ca2H29NOy
0 19 M= 539,58 g/mol
oo Solide banc

Le composé 31 (1.07 g, 1.99 mmol, 75%) a été isolé sous la forme d’un solide blanc aprés

purification sur colonne de silice (CH.CI;) en suivant la Procédure 5. Le produit a été obtenu en

engageant les composés 28 (0.60 g, 2.64 mmol, 1.0 éq) et 30 (0.87 g, 2.64 mmol, 1.0 éq) en présence de
DMAP (0.1 éq) et d’EDCI (1.0 éq) dans du dichlorométhane anhydre (50 mL) maintenu sous agitation

a -10°C puis 0°C pendant deux heures.

RMN 'H (CDClIs, 400 MHz) & (ppm) : 7.66 (dd, *J = 7.6 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, He), 7.44 — 7.33 (m, 4H,
Hs et Hg), 7.34 — 7.25 (m, 12H, Ha, Hio, His @ His et Hig a Hx), 6.94 (m, 2H, Hs et Hs), 5.71 (d,
3] =8.0 Hz, 1H, NH), 5.17 (s, 2H, H7 ou Hi3 0u Hi7), 5.16 (s, 2H, H7 ou Hizou Hi7), 5.09 (s, 2H, H7 ou
HizouHiz), 4.76 (M, 2H, Hi1), 4.58 (dd, 2J =12.3 Hz, 3J = 4.3 Hz, 1H, Hy).
RMN 3C (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 169.5, 165.6 (2 CO), 158.3 (C, C>), 155.9 (COcarbamate), 136.6,
136.0, 135.0 (3 Chenzyte), 133.9 (CH, C.), 132.0 (CH, Cs), 128.7, 128.6, 128.5, 128.4, 128.3, 128.2, 128.1,
127.9, 126.8 (15 CH, Cg & Cio, C14 @ Ci6 et Cag & C20), 120.5 (CH, Cs), 119.6 (C, Cy), 113.7 (CH, Cs3),
70.4,67.7,67.2 (3 CHz, C7, Cuz et Cy7), 64.6 (CHz, C11), 53.6 (CH, Cy2).
CCM (CHCly), révélations UV et ninhydrine: Rf =0.43

Point de fusion : 123 — 125°C.
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Composé 32 : O-(2-hydroxybenzoyl)-L-sérine

OH O
) 7 . NH C10H11NOs
3 LN N2 M= 225,20 g/mol
> Solide banc
3
N 07 o

Le composé 31 (0.98 g, 1.82 mmol, 1.0 éq) est additionné au palladium sur charbon a 5%
massique (0.02 g) en suspension dans un mélange méthanol/acétate d’éthyle (10:2 mL). Le milieu
réactionnel est ensuite purgé par un ballon d’hydrogene et maintenu sous agitation pendant 4 heures a
température ambiante. Le mélange réactionnel est filtré sur célite avant d’étre concentré sous pression

réduite afin d’obtenir le composé 32 (0.11 g, 0.48 mmol, 26%6) sous la forme d’un solide blanc.

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) : 7.97 (dd, 3J = 8.0 Hz, “J = 1.8Hz, 1H, He), 7.53 (id,
3] =8.3Hz, ) = 1.8 Hz, 1H, Hy), 6.97 (td, ®J = 8.0 Hz, “J = 0.9 Hz, 1H, Hs), 6.94 (dd, *J = 8.3 Hz,
%3 =1.1 Hz, 1H, Hs), 4.65 (dd, 2 = 11.7 Hz, ®J = 3.4 Hz, 1H, Hy), 4.49 (dd, 2 = 11.7 Hz, 3J = 6.7 Hz,
1H, Hy), 3.79 (dd, 3J = 6.7 Hz, 3J = 3.4 Hz, 1H, Ha).

RMN **C (DMSO-dg, 101 MHz) & (ppm) : 174.9, 168.8 (2 CO), 160.5 (C, C,), 136.3 (CH, C4), 131.4
(CH, Cs), 119.6 (CH, Cs), 117.8 (CH, C3), 113.3 (C, C1), 65.1 (CH>, C7), 53.2 (CH, Cs).

HRMS (ESI+) calculée pour C10H11NOs [M+H]*: 226.0715, mesurée : 226.2058

CCM (AcOEd), révélation a la ninhydrine : Rf = 0.01

Point de fusion : 84 —86°C.
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3- Synthese de conjugués associant I’acide salicylique et ses analogues

chlorés a du g-D-glucose par un espaceur triazole

Composé 33 : 1-azido-2,3,4,6-tétra-O-acétyl-B-D-glucopyranose*30-432

o

10//<0

;\ /“é& CuatisNOs

o %9 35201 N3 M= 373,32 g/mol
!

Solide jaune
7/<

(0]

De I’azoture de sodium NaN3 (1.78 g, 27.4 mmol, 5.6 éq) est additionné a du bromure
de 2,3,4,6-tétra-O-acétyl-a-D-glucopyranosyle (2.02 g, 4.91 mmol, 1.0 éq) en solution dans un
mélange acétone/eau (60 :10 mL). Le milieu réactionnel est maintenu sous agitation pendant
dix huit heures a température ambiante. L’acétone est ensuite évaporée du milieu réactionnel
sous pression réduite. La phase aqueuse est extraite a 1’acétate d’éthyle (3 x 50 mL) puis les
phases organiques sont rassemblées, séchées sur MgSOs, filtrées et concentrées sous pression

réduite afin d’obtenir 1’azoture 33 (1.62 g, 4.34 mmol, 88%) sous la forme d’un solide jaune.

RMN *H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 5.19 (t, *J = 9.6 Hz, 1H, H3), 5.07 (t, %] = 9.6 Hz, 1H, Hy), 4.93
(t, %) =9.6 Hz, 1H, H), 4.63 (d, ®J = 9.6 Hz, 1H, H1), 4.25 (dd, 2J = 12.5 Hz, %] = 4.7 Hz, 1H, H¢), 4.14
(dd,?J = 12.5 Hz, *J = 2.0 Hz, 1H, Hg), 3.78 (m, 1H, Hs), 2.08, 2.05, 2.00 et 1.99 (4 s, 12H, H7 & Hyo).
RMN BC (CDCls, 101MHz) & (ppm) : 170.7, 170.2, 169.4, 169.3 (4 CO), 87.9 (CH, C,), 74.0 (CH,
Cs), 72.6 (CH, Cs), 70.6 (CH, Cy), 67.8 (CH, C4), 61.4 (CH>, Cs), 20.7, 20.6, 20.6, 20.4 (4 CHs, C; a
C).

CCM (CH:CI/AcOEt 6:4), révélation au KMnO, : Rf = 0.62.

Point de fusion : 128 — 129°C. (litt : 126 — 128°C)*’
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Composé 34a : 2-hydroxy-N-[(1-(1'-déoxy-2',3',4',6'-tétra-O-acétyl-S-Dglucopyranos-1'-yl)]-1H-
1,2,3-triazol-4-yl)méthylbenzamide

(0]
o
17%0&/0 N_ HO_2 2 4 C24H28N4O11
o 10 . H M= 548,51 g/mol
16 1 N !
\\g 0P ° \sy\\?/N\ﬂ/\1 :5 ’ Solide jaune

Le composé 34a (2.60 g, 4.74 mmol, 83%) a été isolé sous la forme d’un solide jaune apres
purification sur colonne de silice (CH2CI2/AcOEt 1 :1) en suivant la Procédure 3. Ce dernier a été obtenu
en engageant les composés 4a (1.00 g, 5.71 mmol, 1.0 éq) et 33 (2.13 g, 5.71 mmol, 1.0 éq) en présence
de CuS04.5H,0 (0.2 éq) et d’ascorbate de sodium (0.4 éq) dans un mélange t-BuOH/H,O (25 :5 mL)
chauffé a 50°C pendant une heure.

RMN *H (CDCls, 400 MHz), § (ppm) : 12.21 (s, 1H, OH), 7.89 (s, 1H, Hs), 7.45 (d, ®J = 7.7 Hz, 2H,
Hset NH), 7.35 (td, 3J = 8.3 Hz, *J = 0.9 Hz, 1H, H,), 6.94 (dd, *J = 8.3Hz, 1H, H3), 6.79 (t, ) = 7.7 Hz,
1H, Hs), 5.85 (d, ®J = 8.5 Hz, 1H, Ho), 5.45 — 5.40 (m, 2H, Hio et H11), 5.22 (t, 3J = 9.5 Hz, 1H, H1),
4.75—4.62 (dd, 2J = 15.0 Hz, 3J = 5.0 Hz, 2H, Hy), 4.31 — 4.26 (dd, 2J = 12.7 Hz, 3J = 4.9 Hz, 1H, Hu4),
4.15 - 4.09 (dd, 2 = 12.7 Hz, 3 = 2.0 Hz, 1H, Hus), 3.99 (ddd, ] = 10.0 Hz, ®J = 4.9 Hz, *J = 2.0 Hz,
1H, Hais), 2.06, 2.05, 2.01 et 1.83 (4 s, 12H, His & Has).

RMN C (CDCls, 101 MHz), § (ppm) : 170.6, 170.2, 170.1, 169.4, 169.0 (5 CO), 161.6 (C, C,), 144.8
(C, Cuiazole), 134.5 (CH, C4), 126.0 (CH, Cs), 121.4 (CH, Cg), 118.8 (CH, Cs), 118.6 (CH, Cs), 114.1 (C,
Cz), 85.9 (CH, Cy), 75.3 (CH, C13), 72.7 (CH, Cu11), 70.4 (CH, C10), 67.7 (CH, C12), 61.6 (CH2, C14), 35.0
(CHz, C7), 20.9, 20.8, 20.7, 20.3 (4 CHj3, Ci5 & Cys).

CCM (CH:CI/AcOEt 9:1), révélation UV: Rf =0.36

Point de fusion : 214 — 216°C.
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Composé 34b : 2-hydroxy-5-chloro-N-[(1-(1'-déoxy-2',3",4',6'-tétra-O-acétyl-S-Dglucopyranos-1'-yl)]-
1H-1,2,3-triazol-4-yl)méthylbenzamide

0]
oj{
14,
17/40&/0 N= HO 2 > 4 C24H27CIN4O11
O 10 ;T H _
16 1 N N M = 582,95 g/mol
\\S) o 0" \S)Y el Poudre blanche
(0]
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Le compose 34b (1.32 g, 2.27 mmol, 47%0) a été isolé sous la forme d’une poudre blanche apres
purification sur colonne de silice (CH2Cl2/AcOEt 1 :0 puis 4 :1) en suivant la Procédure 3. Le composé
a été obtenu en engageant les composés 4b (1.00 g, 4.78 mmol, 1.0 éq) et 33 (1.78 g, 4.78 mmol, 1.0
éq) en présence de CuSQO4.5H,0 (0.2 éq) et d’ascorbate de sodium (0.4 éq) dans un mélage t-BuOH/H,O
(15 :5 mL) chauffé a 50°C pendant deux heures.

RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) : 12.39 (s, 1H, OH), 9.39 (t, 3J = 5.7 Hz, 1H, NH), 8.31 (s,
1H, Hg), 7.90 (d, “J = 2.6 Hz, 1H, He), 7.44 (dd, 3J = 8.8 Hz, “J = 2.6 Hz, 1H, Ha), 6.94 (d, *J = 8.8 Hz,
1H, Hs), 6.30 (d, 3J = 9.2 Hz, 1H, Hy), 5.65 (t, 3J = 9.4 Hz, 1H, Hu1), 5.52 (t, 3 = 9.5 Hz, 1H, Hio), 5.15
(t, % =9.8 Hz, 1H, Hy,), 4.54 (d, %] = 5.6 Hz, 2H, Hy), 4.33 (M, 1H, H13), 4.09 (M, 2H, H14), 2.00, 1.97,
1.94 et 1.77 (4 s, 12H, Hisa Has).

RMN C (DMSO-dg, 101 MHz) & (ppm) : 170.0, 169.5, 169.3 ,168.4, 167.3 (5 CO), 158.4 (C, C»),
145.0 (C, Crriazote), 133.4 (CH, C4), 127.6 (CH, Ce), 122.4 (CH, Cs), 122.1 (C, Cs), 119.3 (CH, C3), 116.8
(C, Cy), 83.8 (CH, Cy), 73.2 (CH, C13), 72.2 (CH, Cu1), 70.1 (CH, Cyo), 67.5 (CH, C12), 61.8 (CHa, Cu4),
34.6 (CHy, Cy), 20.5, 20.4, 20.2, 19.9 (4 CHs, Ci5 & Cis).

CCM (CHCI/AcOELt 9:1), révélation UV : Rf = 0.39

Point de fusion: 245 — 246°C.
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Composé 34c : 2-hydroxy-3,5-dichloro-N-[(1-(1'-déoxy-2',3’,4',6'-tétra-O-acétyl-S-Dglucopyranos-1'-
yl)]-1H-1,2,3-triazol-4-yl)méthylbenzamide

o
14
17/«0 12 3.0 (0] N\N C24H26C|2N4011
O——R N M = 617,39 g/mol
16 1 N > ! g
\\g o 0" \S)Y Poudre jaune

Le composé 34c (0.50 g, 0.81 mmol, 40%0) a été isolé sous la forme d’une poudre jaune apres
purification sur colonne de silice (CH2CI./AcOEt 1 :0 puis 4 :1) en suivant la Procédure 3. Le produit a
été obtenu en engageant les composés 4c (0.50 g, 2.04 mmol, 1.0 éq) et 33 (0.76 g, 2.04 mmol, 1.0 éq)
en présence de CuSO4.5H,0 (0.2 éq) et d’ascorbate de sodium (0.4 éq) dans un mélage t-BuOH/H,O
(10 :5 mL) chauffé a 50°C pendant six heures.

RMN H (CDCls, 500 MHz) & (ppm) : 12.79 (s, 1H, OH), 7.90 (s, 1H, Hg), 7.68 (t, 3J = 5.5 Hz, 1H,
NH), 7.46 (d, *J = 2.3 Hz, 1H, He), 7.43 (d, *J = 2.3 Hz, 1H, H,), 5.87 (dd,®J = 9.8 Hz, %] = 6.6 Hz,
43 = 2.6 Hz, 1H, Ho), 5.43 (M, 2H, Hio et Hu1), 5.25 (td, 3J = 9.8 Hz, “J = 3.0 Hz, 1H, H1), 4.77 — 4.66
(dd, 2J = 15.3 Hz, 3 = 5.5 Hz, 2H, Hy), 4.30 (dd, 2 = 12.7 Hz, 3] = 4.9 Hz, 1H, Hu4), 4.16 (dd,
2)=12.7 Hz,*J = 1.8 Hz, 1H, H14), 4.01 (m, 33 = 10.2 Hz, 3J = 4.8 Hz, *J = 1.9 Hz, 1H, H3), 2.08, 2.07,
2.03 et 1.80 (4's, 12H, Hisa Has).

RMN C (CDCls, 126 MHz) 6 (ppm) : 170.7, 170.1, 169.5, 169.2, 168.7 (5 CO), 156.2 (C, Cy), 144.5
(C, Cuiazole), 134.0 (CH, Cy), 124.5 (CH, Cs), 124.0, 123.2 (2C, Cset Cs), 121.7 (CH, Cs), 115.8 (C, Cy),
86.0 (CH, Co), 75.3 (CH, C13), 72.6 (CH, C11), 70.5 (CH, C10), 67.7 (CH, C12) , 61.5 (CHa, Cia), 35.1
(CHy, C7), 20.8, 20.7, 20.7 et 20.3 (4 CHs, Ci5 a Cis).

CCM (CH:CIy/AcOEt 9/1), révélation UV : Rf = 0.43

Point de fusion : 225 — 226°C.
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Procédure 11 : Méthanolyse des groupements acétyle présents sur le glucosg6°437:438

Le sodium métallique Na° (5.0-8.0 éq) est progressivement additionné aux composé 34(a-c) en
solution dans du méthanol anhydre refroidi a 0°C. Une fois le sodium additionné, le milieu réactionnel
est ramené a température ambiante et maintenu sous agitation jusqu’a la conversioncompléte du
composé 34(a-c). Le milieu réactionnel est ensuite neutralisé (pH 7) par une résine acide Ambelite
IRN77. La solution est ensuite filtrée sur célite puis le filtrat est concentré sous pression réduite afin

d’obtenir le composé 35(a-c).

Composé 35a: 2-hydroxy-N-[(1-(1'-déoxy-S-D-glucopyranos-1'-y)]-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)méthylbenzamide

Y OH 3 C16H20N40O7
HI-(I)O 20 N=y HO 2~ 4 M= 380,36 g/mol
7 \ N\A/H 1 5 Solide jaune
OH § 6 hygroscopique
(0]

Le composé 35a (1.45 g, 3.81 mmol, 80%) a été obtenu sous la forme d’un solide jaune
hygroscopique aprés trois heures de réaction. Le produit a été obtenu en engageant le composé 34a (2.60
g, 4.74 mmol, 1.0éq) en présence de sodium métallique (6.0 éq) dans du méthanol anhydre (100 mL).

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) : 12.49 (s, 1H, OH), 9.47 (t, 3J = 5.5 Hz, 1H, NH), 8.18 (s,
1H, He), 7.95 (dd, *J = 8.0 Hz, “J = 1.4 Hz, 1H, He), 7.38 (td, 3J = 8.5 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, H,), 6.93 (dd,
3] =8.5Hz, *J = 0.7 Hz, 1H, Hs), 6.86 (td, *J = 8.0 Hz, “J = 0.7 Hz, 1H, Hs), 5.50 (d, *J = 9.3 Hz, 1H,
Hg), 5.35 (d, % = 5.6 Hz, 1H, OH), 5.25 (s, 1H, OH), 5.14 (d, 3J = 3.8 Hz, 1H, OH), 4.60 (s, 1H, OH).,
455 (d, 3J = 5.5 Hz, 2H, H7), 3.75 (t, 3J = 9.1 Hz, 1H, Hyo), 3.65 (d, 2J = 10.3 Hz, 1H, Hu,), 3.48 — 3.36
(m, 3H, Hiz, Hiz et Hua), 3.22 (t, %) = 9.1 Hz, 1H, Huy).

RMN C (DMSO-ds, 101 MHz) & (ppm) : 169.2 (CO), 160.3 (C, C2), 144.9 (C, Crriazole), 134.3 (CH,
Cs), 128.5 (CH, Ce), 122.7 (CH, Cs), 119.1 (CH, Cs), 117.8 (CH, Cs), 115.7 (C, C4), 87.9 (CH, Co), 80.4
(CH, Cx), 77.5 (CH, Cu3), 72.4 (CH, C1o), 70.0 (CH, C11), 61.2 (CH2, Ci4), 35.0 (CHy, Cy).

HRMS (ESI+) calculée pour CiH21N4O7 [M+H]" : 381.1405, mesurée : 381.1429

CCM (AcOEt), révélation UV: Rf = 0.01
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Composé 35b: 2-hydroxy-5-chloro-N-[(1-(1'-déoxy-S-D-glucopyranos-1'-y)]-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)méthylbenzamide

14, OH
HO L3 30 C16H19CIN4O;
HO—S 1 M = 414,09 g/mol
OH Poudre blanche

Le composé 35b (0.36 g, 0.87 mmol, 38%) a été obtenu sous la forme d’une poudre blanche
apres deux heures de réaction. Ce produit a été obtenu en engageant le composé 34b (1.32 g, 2.26 mmol,

1.0 éq) en présence de sodium métallique (5.0 éq) dans du méthanol anhydre (50 mL).

RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) & (ppm) : 12.46 (s, 1H, OH), 9.42 (t, *J = 5,6 Hz, 1H, NH), 8.21 (s,
1H, He), 7.96 (d, *J = 2.76 Hz, 1H, He), 7.44 (dd, 3J = 8.8 Hz, “J = 2.6 Hz, 1H, H.), 6.95 (d, *J = 8.8 Hz,
1H, Hs), 5.51 (d, *J = 9.3 Hz, 1H, Hy), 5.36 (d, *J = 6.0 Hz, 1H, OH), 5.28 (d, 3J = 4.9 Hz, 1H, OH), 5.16
(d, 33 = 5.5 Hz, 1H, OH), 4.63(t, ®J = 5.6 Hz, 1H, OH), 4.56 (d, ®J = 5.6 Hz, 2H, Hy), 3.76 (td, *J = 9.1
Hz, J = 6.0 Hz, 1H, Hio), 3.68 (m, 1H, Hua), 3.44 (m, 2H, Hizet Hu), 3.35 (m, 1H, Hi1), 3.20 (m, 1H,
Hi,).

RMN **C (DMSO-dg, 126 MHz) & (ppm) : 167.2 (CO), 158.4 (C, C2), 144.2 (Ctriazole), 133.4 (CH, Ca),
127.7 (CH, Ce), 122.4 (CH, Cs), 122.3 (C, Cs), 119.3 (CH, C3), 116.9 (C, C1), 87.5 (CH, Cy), 80.0 (CH,
Ca3), 77.0 (CH, Cuo), 72.0 (CH, Ca1), 69.6 (CH, C12), 65.0 (CH>, C14), 34.7 (CH,, Cy).

HRMS (ESI+) calculée pour CisH19CIN,O7 [M+H]*: 415.1015, mesurée : 415.0993

CCM (AcOEt), révélation UV : Rf =0.03

Point de fusion : 75 - 76°C.
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Composé 35c: 2-hydroxy-3,5-dichloro-N-[(1-(1'-déoxy-S-D-glucopyranos-1'-y]-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)méthylbenzamide

Ci16H1sCI2N4O7
M = 449,24 g/mol
Poudre rose

Le composé 35c¢ (0.17 g, 0.38 mmol, 75%) a été obtenu sous la forme d’une poudre rose aprés
trois heures de réaction. Le produit a été obtenu en engageant le composé 34c (0.30 g, 0.50 mmol, 1.0
éq) en présence de sodium métallique (8.0 éq) dans du méthanol anhydre (10 mL).

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz) & (ppm) : 13.66 (s, 1H, OH), 9.83 (t, 3J = 5.4 Hz, 1H, NH), 8.27 (s,
1H, Hs), 8.08 (d, *J = 2.2 Hz, 1H, Hg), 7.79 (d, “J = 2.2 Hz, 1H, H4), 5.50 (d, %J = 9.3 Hz, 1H, Hy), 4.57
(d, *J=5.4 Hz, 2H, Hy), 3.75 (t, %] = 9.1 Hz, 1H, Hio), 3.68 (dd, *J = 10.2 Hz, 3J = 4.4 Hz, 1H, Hy), 3.41
(m, 2H, Hiset Hi4), 3.37 (t, 31 = 8.9 Hz, 1H, H12), 3.21 (t, 33 = 9.0 Hz, 1H, Hu1).

RMN 3C (DMSO-ds, 101 MHz) & (ppm) : 168.7 (CO), 156.2 (C, C,), 144.3 (C, Chiazoke), 133.7 (CH,
Cs), 126.4 (CH, Cs), 122.8 (CH, Cs), 122.8, 122.5 (2 C, Cset Cs), 116.8 (C, C4), 87.9 (CH, Cy), 80.4
(CH, Cu), 77.4 (CH, Cy2), 72.4 (CH, Cy), 70.0 (CH, C11), 61.2 (CH2, C14), 35.3 (CH2, C).

HRMS (ESI-) calculée pour C16H19CI2N4O7 [M-H]: 447.0474, mesurée : 447.0469

CCM (AcOEt), révélation UV : Rf = 0.04

Point de fusion : 91 — 93°C.
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4- Perspectives : Synthése d’un conjugué associant I’AS a de la L-sérine par

un espaceur triazolique

Composé 36 : Chlorhydrate de 2S-amino-3-hydroxypropionate de méthyle*4844°

1 9 9 3 C4H10C|N03
HO o~ M= 155,58 g/mol
NH,.HCI Poudre blanche

La L-sérine (5.88 g, 55.9 mmol, 1.0 éq) est mise en suspension dans du méthanol anhydre (120
mL) refroidi a 0°C par un bain de glace. La suspension est maintenue sous agitation pendant 1’addition
goutte a goutte de chlorure de thionyle SOCI, (13.31 g, 111.9 mmol, 2.0 éq). Une fois 1’addition
terminée, le milieu réactionnel est ramené a température ambiante avant d’étre porté a reflux pendant
cinq heures. Ce dernier est ensuite concentré sous pression réduite afin d’obtenir le chlorhydrate 36

(8.70 g, 55.9 mmol, 100%) sous forme d’une poudre blanche.

RMN *H (D,0, 500 MHz) & (ppm) : 4.13 (t, *J = 3.6 Hz, 1H, H>), 3.96 (dd, 2J = 12.6 Hz, 3J = 4.2 Hz,
1H, H,), 3.85 (dd, 2J = 12.6 Hz, %] = 3.6 Hz, 1H, H1), 3.71 (s, 3H, Ha).

RMN BC (D20, 126 MHz) & (ppm) : 168.9 (C0O), 59.2 (CH,, C1), 54.7 (CH, Cy), 53.7 (CHa, C3).
CCM (AcOEt/AcOH 9:1), révélation a la ninhydrine : Rf=0.14

Point de fusion : 159 — 162 °C. (litt : 161 — 162°C)*®
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Composé 37 : 3-hydroxy-2S-(tert-butoxycarbonylamino)propionate de méthyle*!

(o]
! 3 CoH17NO
2 - 917 5
HO (O _
N o . M= 21.9,2_4 g/mol
\[( Huile jaune
o 4

Le composé 36 (8.00 g, 51.4 mmol, 1.0 éq) est mis en suspension dans du dichlorométhane
anhydre (120 mL) refroidi a 0°C. De la triéthylamine (11.45 g, 113.3 mmol, 2.2 éq) est additionnée
goutte a goutte a la suspension puis, du dicarbonate de di-tert-butyle (11.22 g, 51.4 mmol, 1.0 éq) est
ensuite additionné au milieu réactionnel. Le milieu est ensuite ramené a température ambiante pour y
étre maintenu sous agitation pendant vingt quatre heures. Le mélange réactionnel est lavé par une
solution de HCI 0,5 M (4 x 40 mL). Les phases aqueuses sont rassemblées puis extraites a I’AcOEt (3 x
25 mL). Les phases organiques sont rassemblées, séchées (NaSQOs), filtrées et concentrées sous pression

réduite afin d’obtenir le composé 37 (7.66 g, 34.9 mmol, 68%0) sous la forme d’une huile jaune.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 5.47 (d, 3 = 7.8 Hz, 1H, NH), 4.39 (m, 1H, H,), 3.97 (dd, 2J
=11.1 Hz, 3 = 3.0 Hz, 1H, Hy), 3.85 (dd, 2J = 11.1 Hz, 3J = 3.0 Hz, 1H, H1), 3.79 (s, 3H, Hs), 1.46 (s,
9H, Ha).

RMN C (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 171.5 (CO), 155.9 (COcarbamate), 80.3 (C, Ceertbutyie), 63.3 (CHo,
C,), 55.8 (CH, C»), 52.6 (CHj3, Cs), 28.3 (3 CH3, C4).

CCM (AcOEt), révélation a la ninhydrine : Rf =0.73
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Composé 38: 3-(para-toluénesulfonyloxy)-2S-(tert-butoxycarbonylamino)propionate de méthyle*?

C16H23NO7S
M= 373,42 g/mol
Solide jaunatre amorphe

5
HN
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Le chlorure de para-toluenesulfonyle (5.50 g, 28.8 mmol, 1.5 éq) est mis en solution dans de la

00
3 \\S// 4
2 \O/\HJ\ -
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pyridine (35 mL) refroidie a -10°C. La solution est maintenue sous agitation pendant vingt minutes puis
le composé 37 (4.20 g, 19.2 mmol, 1.0 éq), en solution dans du dichlorométhane anhydre (5 mL) est
additionné a la pyridine. Le milieu réactionnel est maintenu a -10°C pendant une heure avant de revenir
progressivement a température ambiante sur une période de dix-sept heures. Le milieu réactionnel est
dilué dans de I’eau distillée (50 mL) puis extrait au dichlorométhane (3 x 25 mL). Les phases organiques
sont ensuite rassemblées puis lavées par une solution de HC1 1M (3 x 50 mL) avant d’étre séchées
(Na2SOs), filtrées et concentrées sous pression réduite afin d’obtenir le composé 38 (7.10 g, 19.0 mmol,

99%) sous la forme d’un solide jaunatre amorphe.

RMN 'H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 7.74 (d, *J = 8.3 Hz, 2H, Hs), 7.34 (d, 3J = 8.3 Hz, 2H, H,), 5.29
(d, 3 = 6.5 Hz, 1H, NH), 4.49 (m, 1H, Hs), 4.39 (dd, 2J = 10.1 Hz, ®J = 3.0 Hz, 1H, Ha), 4.27 (dd,
2J=10.1 Hz, 31 =3.0 Hz, 1H, H4), 3.69 (s, 3H, He), 2.45 (s, 3H, H1), 1.41 (s, 9H, H).

RMN 23C (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 169.1 (CO), 155.0 (COcarbamate), 145.3 (C, Csoz), 132.4 (C,
Ccrs), 130.1 (2 CH, Cy), 128.1 (2 CH, Cs3), 80.6 (Ctert-butyle), 69.6 (CH2, Cs), 53.6 (CHs, Cs), 53.0 (CH,
Cs), 28.4 (3 CH3s, Cy), 21.8 (CHs, Ca1).

CCM (CHCIy/AcOEt 8:2), révélation a la ninhydrine : Rf =0.71
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Composé 39 : 3-azido, 2S-((tert-butoxycarbonyl)amino) propanoate de méthyle

0
1 3
2 e
NS%O CoHi16NLOs
“N\(? M= 244,25 g/mol
0\\/4 Huile incolore

4

L’azoture de sodium NaNj3 (3.00 g, 46.2 mmol, 4.4 éq) est additionné au composé 38 (3.89 g,
10.4 mmol, 1.0 éq) en solution dans du DMF anhydre (15 mL). Le milieu réactionnel est ensuite chauffé
a 70°C pendant quarante cinq minutes. Le milieu réactionnel est ramené a température ambiante puis
dilué dans AcOEt (40 mL) et lavé a I’eau distillée (3 x 60 mL). Les phases aqueuses sont ensuite
rassemblées puis extraites au CH.Cl, (3 x 15 mL). Les phases organiques sont a leur tour rassemblées
puis séchées sur Na:SOs, filtrées et concentrées afin d’obtenir le produit brut qui est purifié sur colonne
de silice (CH.Cl; puis CH2Cly/MeOH 9 :1). Le composé 39 (1.28 g, 5.24 mmol, 50%0) a ainsi pu étre

obtenu la sous forme d’une huile incolore.

RMN H (CDCls, 400 MHz) & (ppm) : 5.37 (d, 3 = 6.7 Hz, 1H, NH), 4.48 (td, 3J = 7.3 Hz, 3J = 3.5 Hz,
1H, H,), 3.80 (s, 3H, Hs), 3.72 (d, 3J = 3.5 Hz, 2H, H1), 1.45 (s, 9H, Ha).

RMN BC (CDCls, 101 MHz) & (ppm) : 170.4 (CO), 155.2 (COcarbamate), 80.6 (C, Ceert-butyte), 53.6 (CH,
C2), 53.0 (CH3s, C3), 52.8 (CH, C1), 28.4 (3 CHs, Ca).

CCM (CH:Cly), révélation a la ninhydrine : Rf = 0.13
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Composé 40 : 2S-(tert-butoxycarbonylamino)-3-(4-((2-hydroxybenzamido)méthyl)-1H-1,2,3-triazol-
1-yl) propanoate de méthyle

o

6 1 7 8
5 N =y 9 O
A ! H/\h\:;NW C19H25N506

5 © OH HN O M= 419,44 g/mol

12 -
oy, Solide blanc
o

Le composé 40 (1.20 g, 2.85 mmol, 82%) a été isolé sous la forme d’un solide blanc aprés
purification sur colonne de silice (CH2CI./AcOEt 8:2 a 0:1). Le produit désiré a été obtenu en suivant la
Procédure 3, en engageant les composés 4a (0.61 g, 3.48 mmol, 1.0 éq) et 39 (0.85 g, 3.48 mmol, 1.0
éq) en présence de CuSO4.5H,0 (0.2 éq) et d’ascorbate de sodium (0.4 éq) chauffés a 60°C dans un
mélange t-BuOH/H0 (15:10 mL) durant deux heures.

RMN H (CDClIs, 400 MHz) & (ppm) : 12.32 (s, 1H, OH), 7.89 (s, 1H, NH), 7.65 (s, 1H, Hs), 7.52 (d,
3] =7.8 Hz, 1H, He), 7.37 (t,%J = 7.6 Hz, 1H, Ha), 6.95 (d, 3J = 7.6 Hz, 1H, H3), 6.82 (t, *J = 7.8 Hz, 1H,
Hs), 5.47 (d, %] = 6.4 Hz, 1H, NH), 4.82 (s, 2H, Hy), 4.73 (m, 1H, Hio), 4.66 (M, 2H, Hy), 3.77 (s, 3H,
Hi1), 1.42 (s, 9H, H1).

RMN C (DMSO-dg, 101 MHZz) & (ppm) : 170.1, 168.8 (2 CO), 160.0 (C, C,), 155.1 (COcarbamate),
144.3 (C, Criazole), 133.8 (CH, Cy), 127.9 (CH, Cq), 123.9 (CH, Cg), 118.6 (CH, C3), 117.4 (CH, Cs),
115.1 (C, Cy), 78.8 (C, Ctert-butyle), 53.7 (CH, Cio), 52.3 (CHs, C11), 49.3 (CH2, Cy), 34.5 (CH2, Cy), 28.0
(3 CHgs, Cy2).

CCM (CHCLly), révélations UV et ninhydrine: Rf = 0.04

Point de fusion: 134 — 136°C.
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Résumé

L’acide salicylique est un composé impliqué dans de nombreux processus biologiques et physiologiques des plantes.
L’usage d’acide salicylique pour la protection des cultures a montré son intérét, mais avec toutefois une limitation majeure. En effet,
lorsqu’il est apporté de fagon exogéne a la plante, ce dernier est rapidement métabolisé et compartimenté, et n’aura donc une activité
biologique que sur une courte période. Il s’avére donc nécessaire de trouver une stratégie permettant a 1’acide salicylique d’étre
disponible sur un plus long terme in planta. Pour parvenir a cet objectif, nous avons utilisé une stratégie de prodrogue validée
antérieurement au laboratoire avec un fongicide associé a un nutriment tel qu’un a-aminoacide ou un sucre. Dans le cadre de ces
travaux, 1’acide salicylique a été sélectionné en tant que substance active ainsi que deux analogues chlorés, les acides 5-chloro et
3,5-dichlorosalicylique.

Au cours de la premiére partie de ce travail, des conjugués d’acide salicylique ou de ses deux analogues chlorés ont été
synthétisés en réalisant diverses variations structurales au niveau du nutriment (a-aminoacide ou sucre) ou de ’espaceur (1,2,3-
triazole, éthylene glycol, 1,4 ou 1,5-dicarbonylé) qui relie les deux entités. Ces synthéses multi-étapes ont permis 1’obtention de
seize conjugués d’acide salicylique ou analogues liés a différents aminoacides de série L (acide glutamique, tryptophane, acides
diaminopropionique et butyrique, lysine et sérine) ou a un sucre (glucose) avec des rendements globaux satisfaisants. Ces
bioprécurseurs et leurs intermédiaires ont été caractérisés par des techniques usuelles d’analyse de molécules organiques telles que
la résonance magnétique nucléaire et la spectrométrie de masse.

La seconde partie de ce travail a consisté a réaliser des études biologiques préliminaires avec six de ces conjugués. Ces
derniers associent 1’acide salicylique et ses deux analogues chlorés a du B-D-glucose ou de I’acide L-glutamique via un espaceur
1,2,3-triazole. La mobilité phloémienne a été évaluée chez le ricin en comparaison des trois molécules parentes. Les résultats obtenus
ont mis en évidence une meilleure mobilité en présence d’un a-aminoacide. Ces six conjugués ont ensuite été évalués sur un modéle
de laboratoire quant a leurs activités biologiques sur ’helminthosporiose du mais provoquée par le champignon parasite Bipolaris
maydis. Tous les composés ont montré une action préventive en réduisant la taille des nécroses induites par B. maydis sur les feuilles
de mais. Toutefois, les deux conjugués associant I’acide salicylique ou son analogue monochloré en position 5 a I’acide glutamique
sont ceux qui présentent la plus forte efficacité préventive alors qu’ils n’ont aucune action fongicide directe in vitro. On peut donc
alors supposer que ces deux produits ont stimulé les défenses naturelles chez le mais. Cette hypothése a ensuite été confirmée car
ces molécules induisent, de fagon similaire aux composés parents, une régulation positive de 1’expression de deux génes liés a la
défense, ZMNPR1 et ZmPRL1.

Mots clés: Acide salicylique, Bioprécurseur, Prodrogue, Conjugué, Synthése multi-étapes, Défenses naturelles des plantes,
Eliciteur, Systémie.

Abstract

Salicylic acid is an elicitor compound involved in many biological and physiological processes in plants. The use of
salicylic acid for natural protection of crops has shown its interest, but with a major limitation. When it is brought exogenously to
the plant, it is rapidly metabolized and compartmentalized, and will therefore have a biological activity only over a short period.
Consequently, it is necessary to find a strategy that allows salicylic acid to be available over a longer period in planta. To achieve
this objective, we used a prodrug strategy previously developed in the laboratory with a fungicide associated to a nutrient such as an
a-amino acid or a sugar. Salicylic acid was selected as the active substance along with two chlorinated analogues, 5-chloro and 3,5-
dichlorosalicylic acids.

In the first part of this work, prodrugs (also called conjugates) of salicylic acid or its two chlorinated analogues were
synthesized by making various structural variations concerning the nutrient (a-amino acid or sugar) or the spacer arm (1,2,3-triazole,
ethylene glycol, 1,4 or 1,5-dicarbonyl) that links the two units. These multi-step syntheses allowed to obtain sixteen conjugates of
salicylic acid or analogues linked to different L-series amino acids (glutamic acid, tryptophan, diaminopropionic and butyric acids,
lysine and serine) or to a sugar (glucose) with satisfactory yields. These bioprecursors and their intermediates were characterized by
usual techniques of organic compounds analysis such as nuclear magnetic resonance and mass spectrometry.

The second part of this work involved preliminary biological studies with six of these conjugates. These conjugates combine
salicylic acid and its two chlorinated analogues with B-D-glucose or L-glutamic acid via a 1,2,3-triazole spacer. Phloem mobility
was evaluated in the Ricinus model in comparison to the three parent molecules. The results showed a better mobility in the presence
of an a-amino acid. These six conjugates were then evaluated in a laboratory model for their biological activities on southern corn
leaf blight due to the parasitic fungus Bipolaris maydis. All compounds showed preventive action by reducing the size of B. maydis-
induced necroses on maize leaves. Thus, the two conjugates combining salicylic acid or its monochlorinated analog in position 5
with glutamic acid showed the highest preventive efficiency while they had no direct in vitro fungicidal activity. It can be
hypothesized that these two prodrugs stimulated natural defenses in maize. This assumption was then confirmed because these
compounds induced, in a similar way to the parent compounds, an up-regulation of the expression of two defense-related genes,
ZmNPR1 and ZmPRL1.

Keywords: Salicylic acid, Bioprecursor, Prodrug, Conjugate, Multi-step synthesis, Plant defense responses, Elicitor, Systemicity.



