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Mots clefs

L'acide aminé, alcools secondaire, hétérocyclique, biocatalyse, biotransformation, lipase,
levure de boulanger, résolution cinétique enzymatique, synthese stéréosélective, méthode
de Mosher.



1. INTRODUCTION

Le monde vivant est constitué de structures asymétriques. Les composés chiraux qui

composent ce monde vivant sont synthétisés, dans le moment requis, par des processus
hautement sélectifs, qui se produisent a des moments appropriés dans les organismes. De ce
fait, les méthodologies pour préparer des molécules énantiopures comprisent trois catégories:
synthése a base d’un réactif chiral, synthése asymétrique en utilisant un substrat prochiral et
la résolution des melanges racémiques.
Actuellement, la résolution enzymatique cinétique de racémates est beaucoup étudiée comme
alternative trés attractive par rapport aux procédes chimiques "traditionnels”. Ces derniers
s’avérent des processus complexes et d'un cott élevé. Par ailleurs, ils nécessitent, parfois, de
températures et pressions élevées, et contribuent a la pollution de I'environnement. Par
contre, les réactions enzymatiques peuvent étre réalisées dans des conditions douces, a
température ambiante et a pression atmosphérique, en évitant surtout les situations encore
plus extrémes. Ce fait minimise les problemes délicates d'isomérisation, racémisation,
épimérisation ou de réarrangement qui pourraient intervenir dans le cas des procédées
"classiques".

C’est a noter que les procédés enzymatiques peuvent étre également réalisés dans des
solvants aqueux, en évitant [l'utilisation des produits chimiques dangereux pour
I'environnement et I'¢limination des déchets de solvants®. Un autre avantage des réactions
enzymatiques consiste dans leur stéréosélectivité et spécificité élevées®.

Néanmoins, l'une des limitations essentielles de la "simple" résolution cinétique
enzymatique est que le rendement théorique est de maximum 50% en raison de la
consommation d'un seul énantiomére du racémate. De ce fait, dans les derniéres années, une
attention progressive fut accordée a ce qu’on appelle la Résolution Cinétique Dynamique
(RCD), processus dans lequel I'énantiomére moins réactif du racémate s'équilibre, in situ,
dans les conditions réactionnelles, avec son antipode plus réactif. Les méthodologies RCD
peuvent donc conduire aux rendements quantitatifs avec des excés énantiomériques tres
élevés.*

Nos travaux décrites ci aprées vont présenter la synthese hautement stéréosélective des
hétéroaryles alanines énantiopurs et des (hétéro)aryles alcools secondaires énantiopurs avec
des applications pharmaceutiques potentielles.

2. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
3. OBJECTIFS. RESULTATS.

Le but de nos recherches s’inscrit dans la thématique générale de notre laboratoire,
notamment celle de synthétiser, par voie enzymatique, des nouveaux composeés (hétéro)aryles
de haute enantiopureté avec des applications potentielles dans 1’industrie pharmaceutique.

Les trois groupements (hétero)aryles impliques dans nos travaux sont des synthons
importants pour de différentes molécules bioactives.

i) Ainsi, certains dérivés de phénylfurane présentent des effets cytoprotecteurs contre
les neurotoxines®®, d'autres se sont avérés étre des inhibiteurs efficaces de la méthionine
aminopeptidase (METAP), une cible prometteuse pour le développement de nouveaux agents

antibactériens, antifongiques et anticancéreux®.



ii) En suite, le groupement phényle est largement trouvé dans de nombreux composés
bioactifs, principalement dans des médicaments comme I'éphédrine® et I'adrénaline®.

iii) De méme, le noyau thiazolique est retrouvé dans la famille des thiopeptides
antibiotiques. D'autres applications sont décrites dans la littérature, celle des syntons pour de
différents médicaments dans le traitement des allergies™, de [I'hypertension'?, des
inflammations™ et d’autres maladies*™.

De I’autre coté, les alanines non naturelles et les alcools secondaires optiquement purs
sont des syntons importants dans la synthése asymétriqgue comme des auxiliaires chiraux.
Ensuite, certains d'entre eux posseédent une activité biologique que nous 1’avons décrite
auparavant (1.2 et 1.3.).

Nos travaux de recherche ont été ainsi articulés sur deux directions principales:

A) La premiére direction a été consacrée a la synthése de nouvelles alanines non
naturelles racémiques comportant en position  un motif hétérocyclique du type phenyle-
furane, et leur résolution cinétique enzymatique. Ainsi, a partir des aldéhydes appropriés,
cette partie décrit la synthése de ces nouvelles L-alanines énantiopures en utilisant, dans les
étapes clé, deux processus de biocatalyse: 1) I’hydrolyse, en présence de I’aminoacylase I, de
I’alanine N-protégée et ii) I’hydrolyse, catalysée par la levure de boulanger, d’esters
d’alanines N-protégées (Schema 1).

Selon la littérature (1.2.2.1.1), la biotransformation, en présence de lI'aminoacylase,
d’acides aminés N-protégées a été également utilisée avec succes pour la synthése de
différents acides L-aminés. De ce fait, nous aussi avons utilisé 1’aminoacylase I parce qu'elle
est une enzyme facilement disponible et peu colteuse avec une spécificité de substrat large,
mais avec une enantiosélectivité elevée.

Par ailleurs, elle est mentionnée dans la production industrielle des acides L-aminés
énantiopurs et de leurs dérivés N-acylés.
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Schéma 1. Biotransformations pour la préparation d’alanines hétérocycliques énantiopures

La procédure chimio-enzymatique en présence de la levure de boulanger,
Saccharomyces cerevisiae, est une méthode écologique et efficace pour la synthése de
plusieurs L-alanines (Chapitre 1.2.2.1.2), donc son emploi est bien justifié (schéma 24).

B) La deuxieme direction de nos travaux de recherche a été consacré a la synthese de
nouveaux alcools secondaires racémiques et a leur résolution cinétique enzymatique.

Cet axe de recherche est divisé en deux parties:

e Dans la premiére partie, la synthése suivie par la résolution cinétique de
nouveaux 3-chloro-phényle propanols chiraux sont décrites (schéma 2).
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Schéma 2. Biotransformations pour la préparation de 3-chloro-1-phényle propanols énantiopurs

Pour la résolution cinétique enzymatique nous avons utilisé les méthodes décrites
auparavant (1.3.3.2), aussi que les études réalisées antérieurement dans notre laboratoire sur
des structures similaires'®*°*2% Ainsi, pour la présente étude, nous avons utilisé les lipases
toujours en raison de leurs propriétés et leur succes dans la résolution des différents alcools
secondaires.

e La seconde partie a été consacrée a la synthese et a la résolution cinétique
enzymatique de certains (thiazole-2-yl)-metanols C-substitués (schéma 3).
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Schéma 3. Resolutlon enzymatique de (thiazole-2-yl)-metanols C-substitués
Pour obtenir les alcools dans une forme énantiopure, nous avons utilisé les mémes
méthodes que pour les alcools décrits dans le paragraphe précédent

3. SYNTHESE ET RESOLUTION ENZIMATIQUE D’ALANINES
HETEROCYCLIQUES

3.1. Synthese chimique d’alanines hétérocycliques racémiques

Les 5-aryle-2-formylfuranes la-d, disponible sur la marche, ont été transformées, par
des syntheses multi-étapes, via les acides 2-acétamido-3-[5-(aryle)furane-2-yl]propioniques
rac-5a-d dans les alanines racemiques (rac-7a-d) et leurs dérivés (rac-6a-d) en utilisant une
méthode mise au point antérieurement dans notre laboratoire?®.



3.2.1. Résolution cinétique enzymatique d’alanines hétérocycliques

Pour la synthése des alanines de haute enantiopureté nous avons utilisé deux
processus de résolution cinétique enzymatique.

Tout d’abord, les conditions pour la séparation chromatographique analytique des nos
alanines (rac-7a-d) et leurs dérivés (rac-5a-d et rac-6a-d) ont été établies.

Dans le cas du premier processus, les alanines N-acétylé racemiques rac-5a-d ont été
hydrolysées d’une maniere enantiosélective, en présence de 1’acylase I, a un pH de 7-8 pour
fournir les acides L-2-amino-3-[5-(aryle)furane-2-yl]propioniques L-7a-d optiquement
enrichis et leurs homologues N-acétylés, les acides D-2-acétamido-3-[5-(aryle)furane-2-yl]
propioniques D-5a-d (schéma 4).
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Schéma 4. Résolution cinétique d’alanine N-acétylé et d’ester d’alanine N-acétyleé par I'acylase | et
par la levure de boulanger, respectivement

Dans le second processus, en utilisant des cellules de levure de boulanger, 1I’hydrolyse
enantiosélective du groupement esterique dans les racemates rac-6a-d a été effectuée afin de
produire les D-éthyle-2-acétamido-3-[5-(aryle)furane-2-yl]propanoates D-6a-d et les acides L-
2-acétamido-3-[5-(aryle)furane-2-yl]propioniques L-5a-d, qui a leur tour ont été hydrolysés
pour donner les acides L-2-amino-3-[5-(aryle)furane-2-yl]propanoiques L-7a-d (schéma 4).

Tout d'abord, afin de trouver les conditions optimales (vitesse de réaction et une
enantiosélectivité élevees) les expériences a I’échelle analytique ont eté réalisées.

Les conditions optimales pour les transformations catalysées par I'aminoacylase | sont
I'eau, a un pH 7-8, a 37°C et en présence de CoCl,-6H,0 comme additif. Les réactions ont été
arrétées apres 24h, lors d’une conversion d’environ 50%.

Le meilleur résultat pour I’hydrolyse énantiosélective catalysée par la levure du
boulanger a éte trouvé lorsque les réactions ont été effectuees sans additifs, en presence de
cellules suspendues dans 1’eau. Arréter la réaction par l'extraction des produits avec du
chlorure de méthyléne lors d’une conversion d'env. 50%, améne aux produits pratiquement
énantiopurs (ee 99%).

3.2.2. Synthése d’alanines hétérocycliques a I’échelle préparative

Avec ces résultats dans nos mains, la synthese a I'échelle préparative de les alanines
enantipurs L-7a-d a partir de les racémiques des acides 2-acétamido-3-[5-(aryle)furane-2-
yl]propanoiques rac-5a-d et a partir d’éthyle-2-acétamido-3-[5-(aryle)furane-2-
yl]propanoates rac-6a-d a été effectuée.

L'avancement des réactions a été contréle par 'HPLC pour déterminer 1’énantiopureté
des composés formés progressivement et les conditions pour des conversions d’environ. 50%.



Toutes les conditions de réaction, notamment les dilutions, le rapport substrat-biocatalyseur
ont été les mémes que celles trouvées comme optimales pour les réactions a I'échelle
analytiqgue. Aucune différence significative concernant le rendement et I'exces
énantiomérique des produits n'a été observée, par rapport a ceux trouvés pour les
biotransformations a I'échelle analytique.

Ainsi, les acides 2-acétamido-3-[5-(aryle)furane-2-yl]propanoiques racémiques rac-
5a-d ont été suspendus dans I'eau. En ajustant le pH a 7.5-8 avec une solution de LiOH (1,25
M), on obtient une solution claire. L'acylase | et CoCl,-6H,0 ont été alors ajoutés et le
mélange réactionnel a été agité a 37°C. Par des ajouts de solution de LiOH (1.25 M), le pH de
la solution a été toujours maintenu entre 7 et 8. Apres I'achévement de I’hydrolyse déterminé
par I'HPLC, le pH a été ajusté a 1.5 avec une solution aqueuse de 5% HCI. Les acides D-2-
acétamido-3-[5-(aryle)furane-2-yl]-propanoiques (D-5a-d) énantiopurs non transformés ont
été filtrés et lavés avec de I'eau ultra-pure. Le filtrat a été traité avec du charbon actif chauffé,
a 50°C pendant 1 min., refroidi a température ambiante et filtré. Le solvant a été évaporé sous
vide & sec pour obtenir le chlorhydrate de I'acide aminé. Le dernier a été dissous dans une
quantité minimale d'eau et précipitée au pH isoélectrique pour fournir les alanines L-7a-d.

Selon le deuxieme protocol, la levure de boulanger a été suspendue dans l'eau. Aprés
1h, les éthyle 2-acétamido-3-[5-(aryle)furane-2-yl]propanoates (rac-6a-d) dissus dans
I'éthanol ont été ajoutés sous agitation et laissé a température ambiante pendant 48 h. Le
mélange réactionnel a ete centrifugé a 5000 rpm pendant 20 minutes. Le surnageant a été
extrait avec le CH,Cl, et la phase organique a été séchée sur le Na,SO,, filtrée et évaporée
sous vide pour donner ainsi les D-éthyle 2-acétamido-3-[5-(aryle)furane-2-yl]propanoates. La
phase aqueuse a €été concentrée sous vide et les traces d'eau ont été éliminées par
Iyophilisation afin d'obtenir les enantiomeres L-5a-d. Ceux-ci ont été hydrolysés par une
hydrolyse acide pour fournir les L-7a-d énantiopurs.
Les rendements et le pouvoir rotatoire des produits finals isolés sont présentés dans le tableau
1.

Tableau 1. Rendement, excés énantiomerique et pouvoir rotatoire pour les L-alanines énantiopures
isolées L-7a-d et leurs dérives (L-5a-d et D-6a-d)

Composé ee (%) Rendement® (%) [a]o™
C=10mg/mL
L-5a 99 46,3 -26°
L-5b 99 49,1 -13°
L-5¢ 99 44,2 -22°
L-5d 99 40,3 -21°
D-6a 99 40,5 +17°
D-6b 99 45,3 +20°
D-6¢ 99 43,4 +18°
D-6d 98 44,9 +16°
L-7a 99 38,5 +28°
L-7b 99 45,2 +11°
L-7¢C 99 42,8 +18°
L-7d 99 445 +17°




# Rendement globale basé sur les composés de départ rac-6a-d et rac-7a-d
dans MeOH; ®dans CHCls; ¢, dans CH;COOH

3.3. Conclusions

Le travail décrit ci-dessus présente I'utilisation du processus de résolution cinétique
enzymatique pour l'obtention des acides L-2-amino-3-(5-aryl-furane-2-yl) propanoiques
énantiopurs en utilisant deux biocatalyseurs avec la méme enantiopreference, I'acylase 1 et la
levure de boulanger, avec de bons rendements et excés enantiomeriques.

4. SYNTHESE ET RESOLUTION ENZYMATIQUE D’ALCOOLS
SECONDAIRES (HETERO)ARYLE

4.1. Synthese et résolution enzymatique de 1-aryl-3-chloropropan-1-ols

4.1.1. Synthése chimique de 1-Aryl-3-chloropropan-1-ols racémiques
Les cétones 8a et 8c (Schéma 5), comme produits du départ, sont disponibles sur le

marché.
0

| Q " OH R)I\O
Ar—H . Ar)l\/\ _— AACI _,_Ill. Ar/s\/\Cl
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Schéma 5. Synthése chimique de 1-aryl-3-chloropropan-1-ols (rac-9a-c) et la synthése biochimique
de leurs dérivés-O-acylés (rac-10a-c)

La réduction de la 3-chloro-1-(4-fluoro) phénylpropan-1-one a été réalisée
conformément & une procédure decrite dans la littérature®™®. Une réduction modifiée de 8c a
été réalisée afin d'obtenir le rac-9c. Afin d’obtenir la cétone 8b, la réaction de Friedel-Crafts
du chlorure de 3-chloropropionyle avec le iodobenzéne a été effectuée, comme décrit dans la
littérature®'®, et la réduction de la cétone formée comme dans le cas de 8c.

Nous notons le fait que toutes les méthodes classiques pour l'acylation du rac-9a-c
(par lI'anhydride acide ou bien par le chlorure d'acide en présence d'une base) ont échoué. Les
rendements se sont averés faibles et plusieurs sous-produits ont été formés. La lipase A de
Candida antarctica (CaL A) est connue pour étre un catalyseur approprié pour l'acylation non
sélective des petites alcools secondaires racémiques. Ainsi, avec des esters de vinyle comme
donneurs d’acyle, les rac-9a-c ont été transformés quantitativement dans la presence de CalL
A en les esters racémiques correspondants (rac-10a-c) dans I'hexane (schéma 5).



4.1.2. Résolution cinétique enzymatique de 1-aryl-3-chloropropan-1-ols

4.1.2.1. Acylation enzymatique des 1-aryl-3-chloropropan-1-ols racémiques

Tout d’abord, pour étudier I’enantiosélectivité de 1'acylation enzymatique de 1-aryl-3-
chloropropan-1-ols racémiques rac-9a-c, ceux ci et leurs analogues O-acylés rac-10a-c ont
été sépares par chromatographie (HPLC et GC) (Partie Expérimentale 6.2.2.).

Notre approche pour la synthese de (R)-10a-c et de (S)-9a-c énantiopurs s’est basée
sur I’acylation enantiosélective du rac-9a-c (schéma 6).

O
Lipase,solvant organique, )k
OH acétate ou butyrate de vinyle; OH R Q
> +
Ar cl . P Ar cl A"l
rac-9a-c =\e, n-Fr (S)-9a-c (R)-10a-c

Schéma 6. Acylation enantiosélective par voie enzymatique de rac-1-aryl-3-chloropropan-1-ols 9a-c

Pour cela, les acylations enantiosélectives a I'échelle analytique ont été premiérement

testées en présence de plusieurs enzymes en acétate de vinyle sec.

Pour les rac-9a-c, la plupart des enzymes testées, telles que les lipases A, G, M, N et

P, la lipase de Pseudomonas cepacia (LPS), la lipase B de Candida antarctica (CaL B) et
Lipozym TLIM étaient principalement inactives du point de vue catalytique ou elles ont
montré une faible réactivité et une sélectivité modérée. Pour la résolution enzymatique
cinétique de rac-9a, seule la lipase de Pseudomonas fluorescence (LAK) et la lipase de
Candida rugosa (CRL) ont montré une sélectivité élevée, mais leur activité catalytique en
acétate de vinyle a été faible (E=64-168, c=5-9%).

LAK s’est avéré le meilleur biocatalyseur également pour la transformation
énantiosélective du rac-9b, ¢ en milieu d’acétate de vinyle sec (pour rac-9b E = 45, ¢ = 13%
et rac-9c E = 47, ¢ = 17%). Par ailleur, il est bien connu que la nature du solvant et I'agent
d’acylation peuvent influencer significativement l'activité de I’enzyme et 1’enantiosélectivité
de I'acylation des alcools secondaires.

L'acylation du rac-9a avec l'acétate de vinyle a été tout d'abord testée en présence de
LAK et de CRL dans plusieurs solvants, tels que les hydrocarbures aliphatiques et
aromatiques, les éthers cycliques saturés et acétonitrile.

La selectivite et l'activité de CRL dans tous les solvants testés ont été fortement
diminuées par rapport a celles dans I'acétate de vinyle sec (E < 25). Le n-hexane s'est révélé
d’étre le solvant le plus approprié pour I’acylation catalysée par LAK (E = 65 et ¢ = 34.9%
apres 20 h (tableau 2), mais l'acylation enantiosélective du rac-9a en toluéne, cyclohexane ou
n-octane était aussi satisfaisante. Ces influences du solvant sont présentées dans le Tableau 2.
Tableau 2. L'influence des solvants sur la sélectivité de I'acylation catalysée par LAK de rac-9a avec

I'acétate de vinyle

Entrée | Solvants c €€ eep E
(%) (%) (%)
rac-9a | (S)-9a | (R)-10a
1 n-octane 23 29 96 65
2 n-hexane 35 51 95 65
3 cyclohexane 24 29 94 43
4 toluene 26 34 95 54




Substrat 10 mg, 10 mg LAK, 10 pL acétate de vinyle /ImL solvant aprés 20 h

En suite, les mémes solvants ont été testés pour I'acylation enzymatique du rac-9b, c.

L'activité catalytique et la selectivité appropriée des enzymes precédemment sélectionnées
ont été observées en présence des certaines solvants. Pour les deux substrats rac-9b et rac-9c,
n-hexane s'est avéré d’étre le solvant le plus approprié¢ pour l'acylation, avec E > 200 et ¢ =
20 & 28% apres 12 h.

Tenant compte du résultat insatisfaisant pour I’acylation dans la présence de LAK du
rac-9a (E < 200), I'acylation enzymatique de la série rac-9a-c a été testée avec butyrate de
vinyle dans le n-hexane. Tandis que la sélectivité pour la transformation enzymatique du
rac-9a a été renforcée (E > 200, ¢ = 28% apres 19 h, voir pour comparaison, Tableau 2), la
pureté énantiomeérique pour les produits de résolution du rac-9b, ¢ a été plus faible
comparativement a celle observée avec 'acétate de vinyle comme donneur d’acyle.

Pour conclure, méme si toutes les réactions enzymatiques décrites jusqu’ici ont donne
des bonnes, mais pas excellentes énantiosélectivités, deux autres protocoles ont du étre
réalisées pour la synthése des composés (S)-9a-c et (R)-10a-c hautement enrichis (Tableau
3).

Tableau 3. Les conditions optimales pour la résolution des alcools racémiques rac-9a-c

Entrée | Substrat Donneur Temps (h) c (%) ees (%) | eep (%)
d'acyle rac-9 (5)-9 (R)-10
1 rac-9a butyrate de 19 28 39 99
vinyle
2 rac-9b acétate de 22 20 25 99
vinyle
3 rac-9c acétate de 21 28 39 99
vinyle
4 rac-9a butyrate de 70 55 99 80
vinyle
5 rac-9b acétate de 100 59 99 70
vinyle
6 rac-9c acétate de 82 54 99 83
vinyle

10 mg substrat, 10 mg LAK, 10 pL ester de vinyle/ 1mL n-hexane

Lorsque les O-acylations ont été stoppées aux conversions inférieures pour les (R)-
10a-c énantiopurs (tableau 3, entrées 1-3), pour les (S)-9a-c énantiopurs les réactions ont été
arrétées a conversions plus élevées (tableau 3, entrées de 4-6).

4.1.2.2. Essayes concernant I’hydrolyse enzymatique enantiosélective des 1-aryl-3-chloropropan-1-
ols O-acylés racémiques

Généralement, les lipases conservent leur enantiopréférence dans des conditions
I’hydrolyse ou bien de I’alcoolyse.

Par conséquent, leurs réactions devraient entrainer des formes énantiomeres opposées
des composés enrichis des 1-aryl-3-chloropropan-1-ols 9a-c, respectivement de leurs
analogues O-acylés 10a-c comparativement aux celles que nous les avons trouvées dans la
résolution cinétique par l'acylation. L'hydrolyse et l'alcoolyse enantiosélective des esters
correspondants aux racémiques 1-aryl-3-chloropropyl acétates et butyrates, série rac-10a-c,
ont été également examinées (Schéma 7).



)k Lipase ou estérase dans l'eau, J\
/?\/R\ tampon phosphate, pH 8, ou l'alcool QH R L\
> . +
Ar cl ReMe. n-Pr A el Ar cl
rac-10a-c (R)-9a-c (S)-10a-c

Schéma 7. L hydrolyse enzymatique de rac-1-aryl-3-chloropropan-1-ols O-acylés 10a-c

Tout d’abord, en raison de la faible hydrosolubilité de rac-10a-c, leur alcoolyse
enzymatique a été testée. La méme large sélection des hydrolases commerciales que celles
utilisées pour l'acylation enzymatique a été appliquée pour l'alcoolyse a I'échelle analytique
des esters racémiques rac-10a-c.

Premiérement, des expériences ont été réalisées dans méthanol, éthanol, propanol ou
butanol sec, suivies par des expériences en utilisant les mémes enzymes dans tous les
solvants testés pour l'estérification enzymatique, 5 équivalents d'alcool étant ajoutés au
mélange réactionnel.

Etant observé le fait que I'alcoolyse enzymatique a été inefficace dans tous les cas (les
rendements < 5% aprés 5 jours, rapport substrat-enzyme 1:1), I'nydrolyse enzymatique de rac
10a-c a été étudiee.

Lorsque les mémes enzymes ont été testées (rapport substrat-enzyme 1:1), nous avons
observé que seule I'estérase de foie de porc (PLE) et la lipase de Candida rugosa (CRL) ont
montré une forte activité enzymatique vis-a-vis de tous les rac-10a-c. Les expériences ont été
menées en eau bidistillée, en tampon phosphate (20 mM) ou TRIS (pH 6.5, 7.0, 7.5 ou bien
8.0, 20 mM). Les échantillons ont été prélevés toutes les 30 min et analysés via ’HPLC et le
GC. Dans tous les cas, I'hydrolyse compléte et non stéréoselective de rac-10a-c survient en 2-
5h.

Afin de synthétiser la série (R)-9a-c, la série (R)-10a-c obtenue par l'acylation
enzymatique énantiosélective de rac-9a-c a été soumise a une hydrolyse enzymatique
(Schéma 32b) dans les mémes conditions que celles décrites précédemment. Dans le cas des
dérivés fluoré (R)-10a et iodé (R)-10b, la racémisation partielle des alcools 9a et 9b formés a
été observee.

Le degré de racémisation est fortement dépendant du temps de réaction, du type
d'enzyme utilisée, du tampon et du pH. Le plus haut degré de racémisation a été observé
lorsque I'eau a été utilisée comme milieu réactionnel. Cela peut s'expliquer par la forte baisse
du pH pendant la réaction, déterminée par I'accumulation de l'acide acétique ou butanoique
comme souproduit de I'hydrolyse enzymatique. Afin d'éviter un contact prolongé de 1’alcool
formé avec I'eau du milieu réactionnel, le temps de réaction a été écourté en utilisant un
rapport enzyme-substrat de 2:1.

De ce fait, les conditions optimales que nous les avons finalement etablies pour
I'nydrolyse enzymatique de (R)-10a-c sont présentées dans le tableau 4.

Tableau 4. Les conditions optimales pour I’hydrolyse enzymatique de (R)-10a-c

Substrat ees (%) Temps (h) Produit eep (%)
(R)-10a 99 1,5 (R)-9a 98
(R)-10b 99 5 (R)-9b 97
(R)-10c 99 5 (R)-9c 99

10 mg substrat, 20 mg CRL, 1mL tampon phosphate, pH 8




Lorsque CRL a été utilisée comme biocatalyseur et le tampon phosphate (pH 8, 20
mM) comme milieu réactionnel pour I'nydrolyse compléte de (R)-10a-c, une perte légére de
la valeur d’ee a été observée pour les alcools (R)-9a et (R)-9b.

4.1.2.3. Synthése a l’échelle préparative de (S)- et (R)-1-aryl-3-chloropropan-1-ols

Suivant la séquence représentée dans le schéma 8a et b, la synthese préparative de (S)-
et (R)-9a-c a été ensuite réalisée (tableau 5). Les dilutions, le rapport substrat: biocatalyseur
et les conditions de réaction ont €té identiques par rapport a ceux a I'échelle analytique.

o]
OH R)k(_)
@ Ar/s\/\m * A"
rac-9a-c (R)-10a-c

I. LAK, n-hexane, acétate ou butyrate de vinyle;
Il. CRL dans tampon phosphate, pH 8.

R=Me, n-Pr
LAK- lipase de Pseudomonas fluorescens
CRL- lipase de Candida rugosa

Schéma 8. Synthese a [’échelle preparative de a) (S)- et b) (R)-1-aryl-3-chloropropan-1-ols

Tableau 5. Rendement, exces énantiomerique et pouvoir rotatoire de composés isolés

(R)-10a-c (R)-9a-c (S)-9a-c
Composé | Rendement | ee | [o]o” | Rendement | ee | [a]p® | Rendement | ee | [a]o™
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
a 26 99 +59 24 98 +20 38 99 -22
b 20 99 +52 18 97 +9 34 99 -10
C 25 99 +60 23 99 +21 42 99 -24

Afin d'obtenir les (R)-10a-c énantiopurs, les réactions enzymatiques ont été arrétées a
basse conversion (30-45%). Pour les (S)-9a-c énantiopurs, les réactions ont été arrétées a des
conversions €élevées (60-75%) par la filtration de I'enzyme.

Dans les deux cas, la composition énantiomérique des produits de réaction a été
surveillée par GC et HPLC pour arréter la reaction a des conversions et des exces
énantiomériques de (R)-10a-c et de (S)-9a-c proches de celles trouvées dans les procedures a
I’échelle analytiques. Aprés que I'enzyme a été filtrée hors du mélange réactionnel, les
solvants ont ete éliminés sous vide a température ambiante.

Il a été important d'éviter un chauffage de la solution lors de la distillation car (S)- et
(R)-9a-b affichaient une instabilité thermique, ce qui a conduit a une racémisation, en raison
de la mobilité de I’hydrogéne benzylique.

Par ailleurs, le méme effet a été observé en présence de solvants polaires protiques,
tels que le methanol, I'éthanol, des acides organiques ou des amines dans la solution
contenant les produits énantiopurs, ou par un temps de contact plus long avec le gel de silice.
Pour cette raison, la séparation préparative des homologues de réaction a été réalisée avec la
chromatographie sous vide, en utilisant une quantité minimale de gel de silice. Aprées que le



(R)-10a-c avait été élué avec du chlorure de méthyléne, la colonne chromatographique a été
lavée avec de I'acétone afin de récupérer rapidement le (S)-9a-c.

L'hydrolyse enzymatique a 1’échelle préparative de (R)-10a-c a été effectuée
¢galement dans les mémes conditions que celles utilisées pour les réactions a ’échelle
analytique. Aprés que I'nydrolyse des esters a eété compléte, le mélange réactionnel a été
extrait avec du chlorure de méthyléne. La phase organique a été séchée sur sulfate de sodium
anhydre, suivie par I'évaporation du solvant a température ambiante. Les (R)-9a-c ont été
purifiées en utilisant la procédure décrite ci-dessus.

Les enantioméres résiduelles formés dans les acylations enzymatiques de basse et d'
haute conversion ont été utilisés pour récupérer les matériaux racémiques de départ, les rac-
9a-c. Tout d'abord, les (R)-10a-c de la réaction de conversion élevée étaient hydrolysés par
voie enzymatique dans les (R)-9a-c. Ces composés ont été mélangés avec les (S)-10a-c
formés dans l'acylation enzymatique de basse conversion. En conséquence de leur
énantiostabilité thermique, apres le reflux des mélanges dans le toluene, la racémisation
complete s'est produite dans les 3 a 4 h pour 9a,b et 48 h pour 9c. Le taux de récupération
pour tous les composés a été d'environ 90%.

4.1.3. Attribution de la configuration absolue de (S)- et (R)-1-aryl-3-chloropropan-1-ols

La configuration absolue de dérivés énantiomériquement enrichis de 1-aryl-3-chloro
propan-1-ols (+)-9a-c et (-)-9a-c a été attribuée par des mesures de dichroisme circulaire
vibrationnel (DCV), en tandem avec des calculs théoriques au niveau de la théorie DFT.

Le DCV, défini comme l'absorption différentielle du rayonnement infrarouge
circulaire polarisé de gauche et de droite lors de I'excitation vibrationnelle des molécules
chirales, est aujourd'hui considéré comme une technigue bien établie et extrémement fiable
pour la détermination de la configuration absolue et la conformation des molécules de petite a
moyenne taille en solution®®,

Les spectres DCV dans CDCl; de (-)- et (+)-9a-c, avec une configuration absolue
inconnue, sont présentés dans la figure 7 (en haut) en comparaison avec les spectres DCV
simulés de leurs énantiomeres R (en bas). Les bandes DCV des vibrations du cycle
aromatique & ~ 1600 cm™ ont été les plus intenses dans le cas des dérivés fluorés de (+)- et (-
)-9a, alors que seulement une bande tres faible a été observée pour le (+)- et (-)-9c,
comportant aucun substituant sur le groupement phényle. Cela montre que dans ce cas, les
mémes substituants situés loin du centre stéréogénique ont une influence sur le spectre, et le
couplage des vibrations du cycle aromatique avec les vibrations des liaisons placées autour
du centre stéréogenique ne peut pas étre negligées. Lorsque les spectres DCV de telles
molécules chirales peuvent étre fortement dépendants de l'orientation relative du cycle
aromatique, une analyse conformationnelle trés minutieuse a été nécessaire et aucune
simplification de structure ne pourrait étre faite pour la modélisation moléculaire.

Lorsque les composés étudiés sont des molécules tres flexibles, le calcul de leurs
spectres DCV théoriques a été précédé par une analyse systématique, les énantiomeres R de
9a-c étant choisis pour les calculs. Ainsi, un total de 25 a 27 conformeres ont été trouvés pour
chaque composé. D’entre eux d’environ 9 conforméres ont été sélectionné, chaque avait une
population de Boltzmann estimée a plus de 1%.
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Figure 7. Spectres DCV de composés (-)-9a et (+)-9a, (-)-9b et (+)-9b et (-)-9c et (+)-9¢ mesurés
dans CDCI; (en haut) en comparaison avec les spectres DCV simulés de (R)-9a, (R)-9b et (R)-9c (en
bas), obtenus comme une somme pondérée de la population des spectres calculés pour les
conformeéres individuels. Les bandes correspondantes sont notées avec des ciffres identiques.

Les spectres DCV simulés de (R)-9a-c (figure 7) ont été obtenus comme une somme
pondeérée de population des spectres DCV calculés de leurs conformeres individuels avec des
populations de plus de 1%. Les contributions d'autres conformeéres, avec une énergie plus
haute ont été négligées™®.

Ainsi, les spectres DCV de nos énantiomeres ont montrés un sens opposé. En effet,
nous avons observé une trés bonne corrélation entre les spectres mesurés de nos énantiomeres
(+) et les spectres calculés des énantioméres R des mémes composes, autant en termes de
positions, que des signes des bandes DCV (figure 7). En suite, il y en a une caractéristique
spectrale commune de (+)-9a-c montrant un motif de bande +/ - /+ autour de 1300 cm™ et une
bande positive a d’environ 1200 cm™, trés bien reproduite par les calculs de (R)-9a-c. Cet
excellent accord suggére que ces composés appartiennent, en fait, a la méme série
stéréochimique.

Pour conclure, la comparaison entre les spectres DCV mesurés vs. calculés et les
considérations présentées ci-dessus nous a permis [lattribution sans équivoque des
configurations absolues des (+)-9a-c comme R et de (-)-9a-c comme S.

4.1.4. Conclusions
Nous avons obtenu deux nouveaux composes tant en forme racémique et aussi

énantiopurs. Le travail ci-dessus présente 1’utilisation du processus de résolution cinétique
enzymatique pour obtenir les deux énantiomers du 1-aryl-3-chloro propanols dans une forme
énantiopure. Les alcools (S)- ont été synthétisés par ’acylation stéréosélective des alcools
racémiques catalysée par LAK, en présence d'acétate ou butyrate de vinyle, et les alcools (R)-
ont été synthétisés par 1’hydrolyse enzymatique catalysée par CRL des esters (R)-
correspondants en présence de tampon phosphate pH 8. Les deux processus fournissent une
bonne stéréoselectivite, mais un moyen rendement pour le composé pur isolé. La



configuration absolue des alcools synthétisés a été attribuée par des mesures de dichroisme
circulaire vibrationnel.

4.2. Synthese et résolution enzymatique de (thiazole-2-yl)-méthanols C-substitués

4.2.1. Synthése chimique de (thiazole-2-yl)-méthanols C-substitués racemiques

Nous avons ciblé deux séries de composés, les 4-(t-butoxycarbonyl)-2-(1-
hydroxymeéthyl)thiazoles C-substitués (rac-14a-j) et 4-bromo-2-(1-hydroxyméthyl)thiazoles
C-substitués (rac-18a-e) (Schéma 33).

Pour accéder a ces deux séries nous avons utilisé deux méthodes:

La premiere route vers les racémiques rac-14 et rac-18 s’est basée sur I’attaque
électrophile des aldéhydes appropriés sur le réactif Grignard, généré par I'ester tert-butylique
de 2-bromothiazole-4-carboxylate (12) et de 2,4-dibromothiazole grace a une réaction
d'échange halogéne-métal a l'aide de la iPrMgCI-LiCl (réactif du Knochel). La deuxiéme voie
de synthese employée est basée sur I'addition nucléophile d'organométalliques, y compris des
réactifs de Grignard commercialement disponibles, a I’intermédiaire 2-formyl thiazole-4-
carboxylate (13) et 4-bromo (19) préparé par l'application de la premiere voie synthétique
décrite ci-dessus, a l'aide de N-formylmorpholine comme électrophile. L'ester tert-butylique
de 2-bromothiazole-4-carboxylate a été synthétiseé par une méthode connue a partir de I'ester
éthylique de l'acide 3-bromo-2-oxo-propionique (11) en réaction de trois étapes®®’. Le 2, 4-
dibromothiazole est disponible sur le marché (schéma 33).
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Schéma 33. La synthése chimique (a) de 4-(t-butoxycarbonyl)-2-(1-hydroxyméthyl)thiazoles C-
substitués et (b) de 4-bromo-2-(1-hydroxyméthyl)thiazoles C-substitués

Ces méthodes ont permis la préparation, avec de bons rendements, de tous les alcools
thiazoliques racémiques de la these en voie leur dédoublement cinétique. Les acétates rac-
15a-i et rac-20a-e, les propionates de rac-16c-e,g-i et rac-21a-e et les butanoates rac-17c-
e,g-i et rac-22a-e correspondants ont été obtenus par l'acylation chimique des hétéroaryl
alcools rac-14a-i et rac-18a-e avec le chlorure d'acétyle, I'anhydride propionique ou
butyrique, en présence de pyridine (schéma 34).




R! N chlorure d'acétyle, anhydride R! N
\E >\<OH propionique et butyrique . \E HOAC(PL Bu)
S Pyridine, DMAP S
R CH,Cl, anh R
rac-14,18 80-99% rac-15,16,17,20,21,22
R'= tBuOCO, Br

Schéma 34. Acylation chimique de de 4-(t-butoxycarbonyl)-2-(1-hydroxyméthyl)thiazoles C-
substitués et de 4-bromo-2-(1-hydroxyméthyl)thiazoles C-substitués

4.2.2. Résolution cinétique enzymatique de (thiazole-2-yl)-méthanols C-substitués

Avant de commencer la résolution enzymatique, la séparation chromatographique des
alcools et leurs dérivés en forme racémique a été effectuée, pour identifier les temps de
rétention spécifique pour tous les énantiomeres (Partie Expérimentale section 6.2.3).

4.2.2.1. Réaction d’acylation enzymatique de (thiazole-2-yl)-méthanols C-substitués
Afin d’obtenir des produits d'acylation d’une haute enantiopureté, différentes lipases
ont été testées pour les réactions d’acylation a 1I’échelle analytique dans l'acétate de vinyle.
Pour I’acylation sélective de rac-14a ont éte testées: les lipases A et B de Candida
antarctica (CaL A and CaL B), la lipase de Candida rugosa (CRL), la lipase de Candida
cylindracea (CCL), la lipase de Pseudomonas cepacia (LPS), la lipase de Pseudomonas
fluorescens (LAK), l'estérase du foie de porc (PLE), I'aminoacylase | de rein de porc,
I'esterase de Rhizopus oryzae, la lipase de pancréas de porc, la pénicilline G-amidase, les
protéases 2A d’ Aspergillus oryzae, la papaine, la levure du boulanger, la lipase F de
Rhyzopus oryzae, la protéase PS d’Aspergillus melleus, parmi lesquelles seulement CaL A,
LAK et CaL B ont montré de bons résultat dans I'acétate de vinyle (tableau 6).
Tableau 6. L'activité et de la sélectivité d’enzymes qui ont montré de bons résultats dans l’acétate de
vinyle pour [’acylation de rac-14a

Entrée | Enzyme | Temps | ees (%) | ee, (%) c (%) E
(h) (S)-14a | (R)-15a
1 CaL A 26 53,6 90,5 37,2 34
2 LAK 14 56,7 >99 36,4 >> 200
3 CaL B 14 >99 >99 50,0 >> 200

10 mg substrat, 10 mg enzyme, 1mL acétate de vinyle
L'acylation du rac-14a avec l'acétate de vinyle a été tout d'abord testée en présence de
Cal B dans plusieurs solvants polaires et apolaires. Le meilleur résultat a été obtenu
dans MTBE (méthyl tert-butyl éther), mais aussi le résultat dans DIPE (diisopropyléther) et
acetonitrile ne peut pas étre négligé (tableau 7).
Tableau 7. L’influence du solvant sur [’acylation sélective de rac-14a catalysé par CaL B en
présence de [’acétate de vinyle

Entrée Solvant Temps ees (%) ee, (%) | c(%) E
(h) (S)-14a | (R)-15a
1 acétate de vinyle 1,5 71,1 >09 41,8 | >>200
2 chloroform 15 22,0 >99 18,2 >200
3 DIPE 1,5 84,8 >09 46,1 | >>200
4 acétonitrile 15 55,6 >99 35,9 > 200
5 MTBE 15 96,8 >99 494 | >>200
6 MTBE 2 >99 >09 50,0 | >>200

10mg substrat, 10 mg CaL B, 10uL acétate de vinyle, ImL solvant organique



L’acylation a 1'échelle analytique des autres alcools (rac-14b-j) a été effectuee dans la
méme maniére que pour 1’alcool rac-14a. Les mémes enzymes et solvants ont été testes, aussi
que différent donneurs d’acyle. A cote de 1’acetate de vinyle ont été utilisée comme donneurs
d’acyle le propionate et le butyrate de vinyle. Dans certains cas nous avons trouvé des mieux
résultats avec d’autres donneurs d’acyle qu'en utilisant l'acétate de vinyle, par exemple
I’acylation de rac-14d (tableau 8).

Tableau 8. L influence de donneur d’acyle sur I’acylation sélective de rac- 14d catalysé par CaL A

dans DIPE
Entrée Donneur d’acyle Temps ees (%) ee, (%) | ¢ (%) E
(h) (S)-14d (R)-15d
1 acétate de vinyle 22 28 86 24,5 17
2 propionate de vinyle 4 34 >99 25,5 >200
3 butyrate de vinyle 4 34 >99 25,5 >200

10 mg substrat, 10 mg CaL A, 10uL de donneur d’acyle, 1mL DIPE

Apres que toutes les acylations a I’échelle analytique ont été effectuées pour tous les
alcools, les conditions optimales pour chaque réaction ont été sélectionnées (tableau 9).

4.2.2.2. L’hydrolyse/l’alcoolyse enzymatique des dérives acylés de (thiazole-2-yl)-méthanols C-
substitués

Pour I’hydrolyse ou 1’alcoolyse des esters (rac-15a-j, rac-16c-e, g-i, rac-17c-e, g-i,
rac-20, 21, 22a-e) nous avons utilisé les mémes enzymes que dans 1’acylation enzymatique,
et nous avons observé que seulement CaL A, CaL B, PLE et CRL montrent des bons
résultats. Aussi que dans le cas d’acylation, différents solvants, polaires et apolaires, ont été
testes, et les meilleurs résultats ont été obtenus avec DIPE et MTBE.

Il a été également observé que les réactions d'hydrolyse montrent meilleurs résultats si
elles sont effectuées dans un mélange de tampon phosphate pH 7,4: DIPE 1: 1 ou 2:1 (V/v).

Les conditions optimales trouvées pour les réactions d’hydrolyse ou d’alcoolyse
enzymatique des esters sont présentées dans tableau 10.

4.2.2.3. Synthése a I’échelle préparative des alcools thiazoliques et leurs dérives

Pour la synthése stéréosélective a I'échelle préparative des alcools thiazoliques et leurs
dérivés, ont éte executées des expériences additionnelles, parce que dans certains cas la
réaction enzymatique a eu une faible stéréosélectivité.

Alors que les réactions ont été arrétées a basses conversions pour enrichir 1’exces
énantiomérique d’ester (R), pour enrichir I’excés énantiomérique de 1’alcool (S) les réactions
ont été arrétées a des conversions élevées. La réaction d’hydrolyse a été traitée d’une manicre
similaire, mais dans cette réaction, aux conversions basses nous avons obtenu l'alcool (R), et
aux conversions élevées, nous avons obtenu les esters (S).

Pour les expériences a I'échelle préparative, les dilutions, le rapport biocatalyseur:
substrat et les conditions de réaction sont les mémes que dans le cas des réactions a 1’échelle
analytique. Dans les cas ou I'exces énantiomérique de l'alcool a été trés faible, les deux
expériences d'acylation décrites ci-dessus ont été utilisées. Afin d'obtenir 1’ester (R) avec un
exces énantiomerique élevé, les réactions enzymatiques ont eté arrétées a une basse
conversion (14 a 41%). Pour obtenir les alcools (S) avec un excés énantiomérique haut, les
réactions ont été arrétées a des conversions élevées (50-56%) par filtration de I'enzyme.



Tableau 9. Les conditions optimales pour ’acylation enzymatique de rac-14a-j et rac-18a-e

Substrat Conditions ee, | ees | Temps | Conversion E
%) | %) | () (%)

rac-14a CaL B, MTBE, acétate de | >99 | >99 2 50,0 >>200
vinyle

rac-14b Aucune activité

rac-14c CaL A, DIPE, acétate de 99 17 36 14,7 >200
vinyle

rac-14d CaL A, DIPE, butyrate de | 99 34 4 25,6 >200
vinyle

rac-14e CaL A, 94 | 25 22 21,0 41

DIPE, acétate de vinyle
rac-14f CalL A, 93 26 24 21,9 36

DIPE, acétate de vinyle
rac-14g CaL A, DIPE bonne activité, mais non-sélective

rac-14h CaL B, DIPE/IMTBE 98 | 72 18 42,4 >200
acétate de vinyle
rac-14i Cal A, acétate de vinyle 80 21 18 20,8 11
rac-14j L’acylation enzymatique n’a pas commencée avec nos enzymes
rac-18a CalL B, DIPE, butyratede | 99 | 84 2 459 >200
vinyle

rac-18b CalL A a montré une faible activité, mais non sélective
rac-18c CaL A a été active, mais non sélective

rac-18d CaL A, DIPE, 83 58 12 41,1 19
acétate de vinyle
rac-18e CalL A, acétate de vinyle 47 99 12 67,8 13

Dans les deux cas, la composition énantiomérique de ses homologues de réaction a été
surveillée par ’HPLC. Aprés I'enzyme a été filtrée, les solvants sont éliminés sous vide et
purifiés par chromatographie sur colonne en utilisant le mélange n-hexane:AcOEt 9:1 comme
solvant.

L'hydrolyse enzymatique a 1’échelle préparative de rac-15a-i, rac-16,17c-e, g-i et rac-
20, 21, 22a-e a également été effectuée sous les mémes conditions que celles utilisées pour
les réactions a 1’échelle analytique. Seulement dans certains cas ou l'exces énantiomérique de
I'alcool était trop faible, les réactions ont été arrétées a la conversion plus faible que dans les
réactions d'échelle analytique afin d'obtenir les alcools (R) avec un excés énantiomérique
éleve.

Aprés l'arrét de la réaction d'hydrolyse, le mélange réactionnel a été extrait avec du
chlorure de méthylene. La phase organique a été séchée sur sulfate de sodium anhydre, suivie
par I'évaporation du solvant a température ambiante et la purification des composants de la
réaction par chromatographie sur colonne en utilisant comme solvant n-hexane: AcOEt 9:1.

Les exces enantiomeriques, le rendement et le pouvoir rotatoire de chaque alcool et de
son deériveé acylé de I'expérience a I'échelle préparative sont présentés dans le tableau 11.

4.2.3. Assignation de la configuration absolue de (S)- ou (R)-(thiazole-2-yl)-méthanols C-
substitués

La configuration absolue de dérivés énantiomériquement enrichis de 2-hydroxymethyl
thiazoles a été assignée par I’analyse des spectres *H NMR des dérives de Mosher d’alcools
thiazoliques.



Tableau 10. Conditions optimales pour [’hydrolyse /I ’alcoolyse des esters (rac-15a-j, rac-16c-e, g-
i, rac-17c-e, g-i, rac-20, 21, 22a-e)

Substrat Conditions ee, | ees | Temps | Conversio E
(%) | (%) h n
(%)
rac-15a Cal B, DIPE 10eq. MeOH >09 | >99 8 50,0 >>020
rac-17b Cal B, DIPE 10eq. MeOH 99 | 99 48 50,0 >>020
rac-15¢c | PLE, DIPE : tampon phosphate pH | 95 | 99 18 51,1 190
7,411
rac-15d | PLE, DIPE : tampon phosphate pH | 88 | 26 22 22,8 20
7411
rac-16e CaL A, DIPE 10 eq. MeOH 72 | 25 48 25,8 8

rac-15f | PLE, DIPE dans tampon phosphate pH 7,4 1:1 montre une certaine activité mais
aucune sélectivité

rac-15g | PLE, DIPE : tampon phosphate pH | 58 | 12 12 17,1 4
7411

rac-15h | PLE, DIPE : tampon phosphate pH 84 | 88 2 51,1 33
7,411

rac-15i PLE, DIPE : tampon phosphate pH | 81 | 38 2 31,9 14
7411

rac-15j | L’hydrolyse ou 1’alcoolyse n’ont pas commencées avec nos enzymes

rac-22a CaL B, 10 eq. MeOH, 97 | 99 2 50,5 >200

rac-22b | CRL, DIPE : tampon phosphate pH | 99 | 38 57 27,7 >200
7,41:2

rac-21c | CRL, DIPE : tampon phosphatepH | 99 | 35 48 26,1 >200
741:2

rac-20d | PLE, DIPE : tampon phosphate pH | 40 | 80 2 66,7 6
7,411

rac-22e | CRL, DIPE : tampon phosphatepH | 76 | 21 22 21,9 9
741:2

La prédiction du stereoisomere le plus reactif (alcool secondaire ou son ester) en peut
se faire selon la régle empirique de Kazlauskas'" pour prédire I’énantiomére qui réagit plus
rapidement lors de la résolution des alcools secondaires chiraux, les configurations absolues
des produits obtenus par la résolution cinétique catalysée par la lipase peuvent étre
attribuées®®!. Toutefois, quelques exceptions a cette régle ont été rapportées jusqu'a
présent??.

Par conséquent, la configuration absolue de nouveaux alcools énantiopurs a été
déterminée par une étude détaillée des spectres 'H RMN dans le cas des dérivés de Mosher de
14a. La configuration absolue du centre stéréogenique de 1l4a a été déterminée par
I'application de la méthode avancée de Mosher?® pour les esters 23 et 24 qui ont été obtenus
a partir de 1’alcool secondaire énantiopur 14a par l'acylation avec (S)-MTPA-CI ou (R)-
MTPA-CI en présence de DMAP (Fig. 2). La comparaison du spectre *H RMN des esters 23
et 24 a indiqué que le centre stéréogénique résolu d’alcool énantiopur 14a de la réaction
d’acylation est (S) (fig. 2). Les données structurelles®® précédentes suggérent que la
conformation la plus plausible du fragment (S)-MTPA est celle presentée dans la Figure 2. Si
oui, dans le cas de (R)-MTPA-(S)-14a, il y a une répulsion stérique entre le groupement



hétéroaryle de 14a et le groupement phényle de la contrepartie MTPA. En revanche, dans le
cas de (S)-MTPA-(S)-14a, les groupes hétéroaryle et phényle ne sont pas proximaux.

Tableau 11. Exces énantiomeriques, rendement et pouvoir rotatoire pour [’acylation et I’hydrolyse/
I'alcoolyse a I'échelle préparative

Composé | ee | Rendement | [ap]* | Composé | ee | Rendement | [ap]®
(%) (%) (%) (%)
(S)-14a | 99 42,5 -24 (S)-15a 99 45,8 -33
(R)-14a | 99 26,2 +24 | (R)}15a | 97 358 +32
(R)-14b | 94 453 +17 | (S)-15b | 99 42,7 18
(S)-14c | >99 32,8 -14 (R)-15c 86 43,3 +29
(R)-14c | 99 33,7 +14 | (S)-15d | 26 328 5
(S)-14d | 44 45,7 17 | (R)-15e | 94 20,2 17
(R)-14d | 99 29,5 +38 | (R)-15f | 74 39,8 +6
(S)-14e | 25 42,8 +6 (S)-15h | 84 46,5 -69
(R)-14e | 72 10,8 16 | (R)}15h | 98 41,9 +80
(S)-14f | 93 43,5 4 (S)-15i | 38 21,3 17
(S)-14h | 72 46,3 12 | (RF15i | 80 22,9 +35
(R)-14h | 88 478 +15 | (5)-16e | 25 438 +2
(S)-14i | 80 26,7 20 (S)-17c | 99 44,4 27
(R)-14i 80 28,1 +20 (R)-17d 99 33,5 +11
(S)-18a | 92 26,6 21 (S)-20d | 80 343 14
(R)-18a | 99 438 +21 | (R)}-20d | 83 42,0 +14
(R)-18b | 99 20,3 +64 | (R)-20e | 47 42,8 +9
(R)-18c | 99 15,5 +35 | (S)20c | 72 16,1 -49
(S)-18d | 74 34,5 3 (S)-22a | 99 491 32
(R)-18d | 68 37,9 +2 (R)-22a | 99 49,3 +32
(S)-18e 99 24,3 -21 (S)-22b 38 33,3 -6
(R)-18e | 63 10,3 14 | (S)22¢ | 21 42,8 6

Donc, basé sur la sélectivité observée de l'estérification, les signaux ‘H-NMR des
deux diastéréoisomeres, (S)-MTPA-(S)-14a et (R)-MTPA-(S)-14a, pourraient étre attribués
sans ambiguité comme suit: les signaux 6 =1,73-1,75 ppm et 6 = 8,01 ppm appartenaient aux
groupes -CH3 et —°CH, respectivement dans I'environnement de (S)-MTPA-(S)-14a, alors que
le signal a 6 =1,80-1,83 ppm et 6 =7,95 ppm appartenait a le diastéréoisomere (R)-MTPA-
(S)-14a (Figure 3 et 4). La preuve est également fournie par I’effet diamagnétique du groupe
phényle sur les groupes proximaux. Ainsi que dans le cas de (S)-MTPA-(S)-14a le fort effet
diamagnétique du noyau phényle forcent les protons -CHj proximaux de résonner vers les
champs faibles (Figure 2a). En effet, les protons -CHs; sont plus blindés, 6CH3z = 1,73-1,75
ppm, que les protons -CHj de (R)-MTPA-(S)-14a (6CH3; = 1,80-1,83 ppm) ou la distance
entre le phényle et le groupe méthyle est plus élevée (Figure 2b). Les protons méthoxy de la
(S)-MTPA-(S)-14a ont également été trouvés d’étre plus blindés, SOCH3; = 3,56 ppm, par
comparaison avec leurs analogues dans (R)-MTPA-(S)-14a, 60CHj3 = 3,58 ppm. Ceci est une
conséquence de l'effet diamagnétique de 1’anneau hétéroaryle proximal (Figure 3).



Cependant, dans ce cas I'effet diamagnétique de la portion hétéroaryle est plus faible, comme
illustré par la différence entre les valeurs de le deplacement chimique, ASCH3 = 0,077 ppm et
Ad OCHj3 = 0,024 ppm, en raison de la plus grande distance entre le groupe -OCHg et la
portion hétéroaryle. Le proton de -°CH de I’anneau thiazolique s'avére moins blindé pour le
(S)-MTPA-(S)-14a (6CH = 8,013 ppm) que pour le (R)-MTPA-(S)- 14a (6CH = 7,959 ppm).
Ceci s'explique par l'effet diamagnétique de l'anneau hétéroaryle proximal (Figure 4).
L'esterification de l'alcool énantiomériqguement pur restant non transformé au cours de la
réaction d'acylation catalysé par CaL B avec le chlorure de (R)-MTPA, produise le
diastéréoisomere a bas champ (S)-MTPA-(S)-14a (Figure 3 et 4), confirmant ainsi la
configuration absolue (S) prévue par la régle empirique de Kazlauskas.
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Figure 2. Dérive (S)- et (R)-MTPA de (S)-14a
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Figure 3. Les signaux des protons de -CH; et -OCH; dans les spectres 'H NMR de (R)-MTPA-(S)-
14a et de (S)-MTPA-(S)-14a



01
]

| f [(R)-MTPAL(S)-14a

—— T
8210 2.00 750 TED

Figure 4. Les signaux de protons -°CH dans les spectres *H NMR de (R)-MTPA-(S)-14a et de (S)-
MTPA-(S)-14a

A partir des spectres RMN et en utilisant le méme raisonnement que dans le cas de
l'alcool 14a et les données expérimentales obtenues, nous avons établi le centre
stéréogenique résolue des alcools. La regle empirique de Kazlauskas a été confirmée dans
tous les cas étudiés.

4.3. Conclusions

Les travaux présentés ci-dessus décrivent l'utilisation de la résolution enzymatique
cinétique pour la synthése des deux énantiomeres de plusieurs nouveaux alcools thiazoliques
secondaires et de leurs dérivés. Pour les réactions d'acylation enzymatique, nous avons utilisé
la lipase CaL A ou CaL B dans différents solvants organiques et l'acétate ou butyrate de
vinyle, pour obtenir 1’énantiomére enrichi des alcools S et des esters R. Pour I'hydrolyse
enzymatique, nous avons utilisé PLE ou CRL en tampon phosphate pH 7,4 et DIPE en vue
d'obtenir 1’énantiomére enrichi de I’alcool R et de l'ester S. Pour les réactions d'alcoolyse
nous avons utilisé la lipase CaL A ou CaL B dans DIPE et avec du méthanol. Les réactions
enzymatiques ont montré des sélectivités et activité de modérées a bonnes. En utilisant
I’acylation enzymatique nous avons obtenu le (S)-tert-butyl-2-(1-hydroxy-3-methylbutyl)
thiazole-4-carboxylate, qui est un synthon pour la synthése totale de I’ Archazolid A, avec un
bon rendement et un bon excés énantiomerique. La configuration absolue des alcools
synthétisés a été déterminée par l'analyse des spectres ‘HNMR de I'ester de Mosher des
alcools obtenus et elle est en accord avec la régle empirique de Kazlauskas.
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