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Abréviation

Abréviations

Nom complet

[Bmim][BF 4]
4 AMS

ABTS
Ac
AChE
ACN
ADN
Ag
AGPI
alk
APTS
aq

Ar

BCC
Benz
BHT
Bn
BSA
BuLi

CAN
cat
CCM
CEA
CIPA
Cy
Cys

d
DABCO
DBN
DBU
DCC
DCM
DEAD
DEM
DIAD
DIPA
DMAP
DME
DMF

1-butyl-3-méthylimidazolium tétrafluoroborate

Tamis moléculaire 4 A

Acide 2,2’-azindgis(3-éthylbenzthiazoline)-6-sulphonique

Acétyle

Acétylcholinestérase
Acétonitrile

Acide désoxyribonucléique
Antigéne

Acide gras polyinsaturé
Alkyle

Acidepara-toluéne sulfonique
Aqueux (se)

Aromatique

Carcinome basocellulaire
Benzéne
Hydroxytoluene butylé
Benzyle

Albumine sérique bovine
Butyllithium

Nitrate de cérium ammonium
Catalyseur

Chromatographie sur couche mince
Commissariat a I'énergie atomique
Cyclohexyliso{propylamine
Cyclohexane

Cystéine

Doublet
1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane
1,5-diazabicyclo[4,3.0]non-5-éne
1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-éne
Dicyclohexylcarbodiimide
Dichlorométhane
Diéthylazadicarboxylate

Dose Erythémale Minimale
di-isofpropylazadicarboxylate
di-iso-propylamine
Diméthylaminopyridine

Ether diméthylique
Diméthylformamide
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DMSO
DO
DPPC
dppf
DPPH
DTNB

EDC
EDL
EDTA
EIA
EOR
€q.
ES

Et
Ether

GC-MS
Glu
GP

His
HMPA
HPLC
HRMS
HWE

iPr
IR

LAH

LC

LDA

LE

LI
LIHMDS
lig

LNS

Lys

MCPBA
MDA
Me
MOM

Diméthylsulfoxyde

Densité optique

Dipalmitoyl phosphatidylcholine
1'-bis(diphénylphosphino)ferrocéne
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
5,5-dithiobisacide 2-nitrobenzoique

N-(3-diméthylaminopropylN'-éthylcarbodiimide
Enthalpie de dissociation de liaison

Acide éthylénediaminetétraacétique

Dosage enzymo-immunologique

Especes oxygénées réactives

Equivalent(s)

Electrospray

Ethyle

Ether diéthylique

Couplage chromatographie gazeuse-spectramtnmasse
Glutamate
Groupement protecteur

Heure(s)

Histidine

Hexaméthylphosphoramide
Chromatographie liquide haute performance
Spectrométrie de masse haute résolution
Horner-Wadworth-Emmons

Iso-propyle
Infrarouge

Jour(s)

Large

Hydrure de lithium aluminium
Liguide condensé
Di-iso-propylamidure de lithium
Liquide expansé

Liquide ionique
Héxaméthyldisilazane de lithium
Liquide

Liaisons non spécifiques

Lysine

Massif

Mol/L
Acidemetachloroperbenzoique
Malondialdéhyde

Méthyle

Méthoxyméthyle
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Ms Mésyle, Méthylsulfonyle

MS Spectrométrie de masse

MTT Bromure de (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5pdiényltétrazolium
NADH Nicotinamide adénine dinucléotide
NADPH Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
NBA Norbadione A

NMO N-MéthylmorpholineN-Oxide

Nu Nucléophile

Pd/C Palladium sur charbon

Ph Phényle

Pl Potentiel d’'ionisation

Px Peroxydase

q Quadruplet

quant Quantitatif

Rdt Rendement

Réf Référence

Rf Rapport frontal

RMN Résonance magnétique nucléaire

RPE Résonance paramagnétique électronique
S Singulet

SCC Carcinome Spinocelluleire

SPLET Sequential proton loss electron transfer
Spt Septuplet

t Triplet

ta Température ambiante

TBA Acide 2-thiobarbiturique

TBAC Chlorure deétrabutylammonium

TBAF Fluorure ddétrabutylammonium
TBDPS Tertbutyldiphénylsilyle

tBu Tertbutyle

Tf Triflate, trifluorométhanesulfonate

TFA Acide trifluoacétique

TFAA Anhydride trifluoroacétique

THF Tétrahydrofurane

TMEDA Tétraméthylénediamine

TMS Triméthylsilyle

Tol Toluene

Tp. Tampon

Trp Tryptophane

uv Ultraviolet
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Introduction générale

« Pour en finir avec l&oast Attitude ». C’est avec ce slogan que I'Institut National
du Cancer a lancé en juin 2006 une campagne nkiemsant a sensibiliser le public aux
dangers liés a I'exposition solaire. Lors de ce@npagne ont été rappelées les bonnes
habitudes a prendre face au Soleil :

¢ Eviter 'exposition de 12h a 16h,

¢ Rechercher 'ombre,

¢ Se couvrir,

¢ Renouveler la creme solaire frequemment,
.

Eviter 'exposition des enfants.

Le Soleil est un plaisir, il dope le moral et fage la synthése de la vitamine D. Mais
guelques minutes par jour suffisent a profiter de lienfaits. Au-dela, il peut provoquer de
graves dommages pour les yeux, un vieillissemeirhaturé de la peau voire, dans les cas les
plus graves, des cancers de la peau.

Les risques proviennent d'une partie du rayonnémswlaire seulement les
rayonnements ultraviolets(UV). Le risque immeédiat pour la peau surexpostd’@ytheme
cutanée ou coup de Soleil, provoqué par les UVB tolongueur d’onde est comprise entre
280 et 320 nm. Les UVA, dont la longueur d’onde @snprise entre 320 et 400 nm, sont
moins énergétiques et pénétrent la peau plus dorateur. Certaines molécules présentes
dans notre organisme sont capables d’absorber\ids te qui va provoquer la formation de
radicaux libres, qui sont des especes extrémement réactives ableapd’endommager les

membranes, ’ADN ou les protéines contenus damgdioisme.

La capacité de défense de I'organisme face attaguas n’est pas inépuisable et, afin
de limiter les effets déléteres du Soleil, le déppement de produits photoprotecteurs, plus
communément appelés cremes solaires, est deveenjem majeur dans le domaine de la
dermatologie et de la cosmétique. Les produitsggrotecteurs sont notamment constitués de
filtres UV. Malheureusement, méme les produitsisedales plus efficaces ne filtrent pas la
totalité des UV et la notion d’ « écran total »teegtopique. De plus, seulement 20% de la
dose qui serait nécessaire a une protection effist généralement appliquée par les
utilisateurs. Ainsi, une partie non-négligeable tBs pénétre tout de méme dans la peau.

Afin de limiter les effets de ceux-ci, les cremetases plus récentes contiennent également
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Introduction générale

des agents ditantioxydants, dont le but est de neutraliser les radicaux $ibege donc de
protéger les constituants cellulaires.

La recherche de nouveaux agents antioxydantsuujus efficaces est devenue un
axe de recherche mondial, comme en témoigne le retobjours croissant d’articles parus
dans la littérature a ce sujet. En outre, la cohmamgion des phénomeénes impliqués dans les
mécanismes d’actions de ces molécules est uner@gsentiel pour pouvoir imaginer de
nouvelles structures encore plus actives. La ndtunait les antioxydants les plus connus, la
synthese par voie chimique permet, dans certamsdt@meéliorer 'activité de ceux-ci par des

modifications structurales.

Récemment a été découverte au Commissariat arglendtomique de Saclay une
molécule tres prometteuse de part son activitéogydiante, appelée Norbadione A. Cette
découverte a ouvert la voie a I'étude @esdes pulviniques famile de molécules dont est
issue la Norbadione A. Ceux-ci se sont révéléseagaht étre de trés bons antioxydants. La
compréhension de la nature de ce fort potentiedgppar la préparation d’analogues simplifiés
des acides pulviniques. Ceci pourrait permettres demsecond temps d’'imaginer de nouvelles

structures encore plus actives.

Le chapitre 1 de ce manuscrit introduira la problématique deutié, en présentant
les dommages pouvant étre causés par lesitUVivo et l'intérét d'utiliser des agents
antioxydants pour s’en protéger.

Aprés un rappel sur l'état de la littérature coneet la synthése des acides
pulviniques, les différentes approches synthétigéiesliées pour accéder a de nouveaux
agents potentiellement antioxydants seront préssraéhapitre 2.

Enfin, dans lechapitre 3 seront rassemblées les différentes études bialegicpt
physico-chimiques effectuées sur les produits ®tig#s, afin notamment d'évaluer leur

pouvoir protecteur.
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CHAPITRE 1:

PROTECTION DES EFFETS

DU RAYONNEMENT SOLAIRE

PAR DES AGENTS ANTIOXYDANTS






Chapitre 1 : Protection des effets du rayonnemelaire par des agents antioxydants

|. Généralités sur le rayonnement solaire

|.1 Généralités

La lumiére correspond a la partie visible du sgeélectromagnétique émis par le
Soleil et recu par la Terre. Elle ne représenteéant qu’une petite partie du spectre solaire,
dont les rayonnements sont classés selon leur éamgliondél (figure 1).

A
1
Rayons gamma | 2%
400 nm 0.01 nm
Rayons X 0.1 nm
1 nm
. 10
Ultraviolet nm
100 nm
Visible
Jaune 1000 nm
Infrarouge 10000 nm
0,1 mm
X 1mm
Micro-ondes
1lcm
700 nm
i 10 cm
Ondes radio
im

Figure 1 : spectre électromagnétique

Le spectre solaire est tres étendu, avec des mayoents allant des rayopsiux ondes
radio. Cependant, les rayonnements extrémes sgligegbles a la surface de la Terre ; les
rayons X ouy étant stoppés deés les couches supérieures deo$ph@re et la proportion
d’ondes radios étant négligeable. Ainsi, seulssttgpes de rayonnements nous parviennent
de fagcon importante :

¢ les ultraviolets (UV), dont la longueur d’onde estnprise entre 200 et 400 nm,

¢ lalumiere visible, de 400 & 800 nm,

¢ lesinfrarouges (IR), de 800 a 1400 nm.
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L’énergie lumineuse atteignant le sol est condéitde 5% d'UV, 39% de lumiere
visible et 56% d’IR. La lumiere visible et les Imtotrés peu d’influence négative sur
I'organisme : la premiere est responsable des phénes d'éblouissement, alors que les
seconds sont a l'origine de la sensation de chaldite a I'exposition solaire.

Ce sont les rayonnements UV qui sont les plusef@uy pour 'organisme, puisqu’ils
provoquent de nombreux dommages, allant du sinrgteéme cutané, communément appelé
coup de Soleil, & divers cancers cutan€gs rayonnements sont classés en trois catégories
selon leur longueur d’'onde :

¢ UVC de 200 a 280 nm (stoppés par la couche d’'ozone)

¢ UVB de 280 a 320 nm,

¢ UVA de 320 a 400 nm.

La proportion des UVA est environ 100 fois supdmie & celle des UVB. Les
dommages causés par les UVA et les UVB ne sontdgamméme nature, & cause de la
différence de longueur d’onde. Ainsi, les UVB, pkrsergétiques, sont tres majoritairement
responsables de I'érythéme et ont une action @rsat les constituants cellulaires, c'est-a-
dire qu’ils sont capables, par exemple, de dégrdiatectement '’ADN. Les UVA ont, eux,
une action indirecte puisqu’ils vont provoquer tanfiation d’'espéces oxygénées réactives
(EOR), tres dangereuses pour les structures boplegi Cependant, les dommages observeés
sur I'organisme sont souvent la conséquence dedigtion simultanée d’'UVA et d’'UVB,

qui ont parfois des effets synergiques.

|.2 Contexte de I'étude

L’exposition au Soleil est souvent une source ldesip et les « bains » de Soleil font
partie intégrante de la notion de vacances pounaiebreux individus. Malheureusement,
cette exposition parfois excessive n'est pas stiassir notre organisme. Le coup de Soleil
est la manifestation la plus précoce et la plublsd’une surexposition, mais des effets a
long terme peuvent également se manifester, coremeeillissement prématuré de la peau
ou, dans les cas les plus graves, le déclenchederancers cutanés. Ceux-ci sont en
constante augmentation et sont généralement dused albbsence de protection lors

d’expositions solaires répétées ou intermittentes.
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Ainsi, la photoprotection est un axe de rechenmtlageur pour I'industrie cosmétique
et, dans cette optiquue, les Laboratoires PierpeeHaermo-Cosmeétique ont axé une partie de
leur recherche sur le développement de nouveauweqtenrs solaires. Les crémes solaires
sont généralement constitués de filtres UV. Lesefil les plus courants sont spécifiques aux
UVB, mais les dégats causés par les UVA étant @eixnen mieux élucidés, des filtres UVA
ont récemment fait leur apparition dans ces crefesrtant, ces filtres ne permettant pas de
bloquer la totalité des UV, il est de plus en ghésjuent d’incorporer dans les cremes solaires
des agents dits « antioxydants » dont le but edingiéer la formation de radicaux libres
néfastes dans I'organisme ou bien de permettrechgture.

Les radicaux libres, essentiellement formés paomacles UVA, sont des espéces tres
réactives et délétéres pour I'organisme, puisqsdat capables de provoquer de nombreux
dommages oxydatifs, notamment dans les membranedsosont responsables de la
peroxydation lipidique. lls sont également impligué&ans certains mécanismes de
carcinogenese et de vieillissement cutané.

Ainsi, le développement de nouveaux agents andiaxts est un €lément important
dans le domaine cosmétique. Ces produits doivgrutndre a des critéres précis en termes
d’activité, de solubilité, de pénétration membramaet doivent étre compatibles avec la

formulation de la creme solaire.
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Il. Effets du rayonnement solaire sur I'organisme

[I.1 Effets positifs

Les effets positifs du Soleil sont nombreux. bhyrque souvent une sensation de bien-
étre (beaucoup de personnes se sentent mieux bsakzéu Soleil que péales et a 'ombre) et
une amélioration du moral (mais ce n’est pas &xposition aux UV qui en est responsable,
mais la lumiere visible qui joue un rdle dans laduction de la mélatonine, hormone qui
intervient sur le rythme biologique et le morala luminothérapie, ou photothérapie, permet
de traiter le phénomeéne de « dépression saisonmigre touche chaque année 3% de la
population francaise en hiver.

Un autre effet bénéfiqgue de I'ensoleillement riesdle son action sur le métabolisme
du cholécalciférol owitamine D3. Cette hormone stéroidienne est nécessaire aiiatimn
digestive du calcium et a la minéralisation osseléesi, une carence en vitamine D est a
I'origine de rachitisme chez I'enfant et d’ostéoatw chez I'adulte. Laitamine D3 a pour
originalité d’avoir une production endogene, suar@nlors de I'exposition de la peau aux
UVB. Les UVB provoquent la photolyse de paovitamine D3 (ou 7-déhydrocholestérol),
présente dans les membranes, la transformaotésitamine D3 dans le derme et I'épiderme
(schéma 1). Cette prévitamine, thermodynamiquenmstdble, s'isomérise spontanément en
vitamine D3. Celle-ci peut alors quitter le compartiment cétgour gagner la circulation. I
apparait aujourd’hui que la forme hormonale actigdavitamine D3, le calcitriol, participe
a des processus fondamentaux de prolifération ediffiérenciations cellulaires, dont les
applications thérapeutiques semblent prometteuses.

uUvB isomérisation

HO HO =

provitamine D3 prévitamine D3 vitamine D3

HO

Schéma 1 photobiologie de la vitamine D
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Les rayons UV peuvent également étre utilisésageishérapeutique. On parle alors
de PUVAthérapie ou photochimiothérapi€ce concept thérapeutique un peu particulier
consiste a faire suivre I'administration d’un psetee par une irradiation corporelle UVA du
patient. Ce traitement s’est révélé efficace comitesieurs maladies de la peau dont le
psoriasis, le vitiligo, 'eczéma ou dans certaires e cancers cutanés. Trois types de
psolarenes sont actuellement utilisés pour ce@efie, dont le traitement consiste a exposer
le patient & un rayonnement UVA deux heures apaéisninistration de I'un des psolarénes
par voie orale (figure 2). Ainsi activé par la l@re, le psolarene détruit les cellules

cancéreuses en modifiant leur ADN.

OCH,
i X J AN J X
o (0] (@) (0] 0) 0] o) (0] (@]
OCHs
8-méthoxypsolarene 5-méthoxypsolaréne Triméthylpsolaréne
8-MOP 5-MOP T™MP

Figure 2 : psoralénes utilisés en PUVAthérapie

[1.2 Effets des UV sur les constituants cellulaires

[1.2.1 Effets directs et indirects des UV

Les UVB sont les rayonnements les plus énerg&tigaemi les UV percus ; ils sont
capables d'effets directs sur les biomoléculesndunisant un état excité de celles-ci, qui peut

dériver vers des produits d’oxydation divers.

Les UVA, moins énergétiques, ne sont pas capabieteragir directement avec les
biomolécules, mais vont avoir des effets indiregis)a formation d’EOR. Cette formatian
situ d’EOR nécessite I'absorption des photons par uwltgsensibilisateur endogene
(chromophore), qui génére la formation d'états tébmiquement excités et engendre un
certain nombre de processus photophysidues.
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A lissue de ces processus, le photosensibilisatiuns un état excité triplet est
susceptible de participer a :
¢ des réactions deansfert de chargedites detype I,

¢ des réactions deansfert d’énergie dites detype Il.

Dans le mécanisme dgpe |, le photosensibilisateur a I'état excité triplEt) peut
réagir avec un substrat (RH) donneur d’hydrogenayr pconduire aux deux espéces
radicalaires PHet R, selon la réaction :

P*+ RH—- PH + R

Le substrat (R) peut aussi étre un donneur di&ecton obtient alors, par transfert

monoélectronique :
P+ R—> P + R’

Dans les deux cas, le radical rRagit souvent avec de I'oxygéne moléculaire pour
évoluer ensuite vers des produits d’oxydation (delcaux intermédiaires hydroperoxyles
ROO sont formés) :

R + O — ROO — produits d’'oxydation

Enfin, le photosensibilisateur est le plus souvégeénéré par transfert d’électron du
radical PH ou de sa forme déprotonéé fers I'oxygéne moléculaire pour former I'anion
radical superoxyde £:

P+ O P+ G

Dans le mécanisme dgpe Il, le photosensibilisateur excité P* transfere dans

premier temps I'énergie qu’il a acquise vers I'o&gg moléculaire :

P* + O —» P +'0*
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L’'oxygene, en absorbant I'énergie, se trouve éxs#ns avoir absorbé de lumiére, on

parle alors d’oxygéne singult,*. Ce dernier peut oxyder divers substrats biologi:
RH + 'O — RH oxydé

Parmi les EOR susceptibles d’étre formées danprimiéres étapes du processus de
photosensibilisation se trouvent donc I'oxygénegsiat *O,* (premier état excité de
I'oxygene), et I'anion radical superoxyde Qpremier état de réduction monoélectronique de
I'oxygéne). Si'O,* est une espéce oxydante assez réactiye)'€st beaucoup moins vis-a-
vis des substrats biologique&n revanche, le radical hydroperoxyle HOi@ forme protonée
de Q" (pKa = 4,8), est beaucoup plus réactif. Le perexgthydrogéne kD, résultant de la
dismutation spontanée ou enzymatiquement catatles€®”, est lui aussi peu réactif.

Cependant, @et H,O, sont reconnus comme jouant un réle majeur darsréss
oxydant, en participant a des réactions impliqulas ions métalliques telles queréaction
de Fentorf dans laquelle I'ion ferreux Eeréduit HO, en conduisant au radical hydroxyle

HO', espéce radicalaire trés réactive :
Fe€'* + H0, — F€"+ HO + HO
L'anion superoxyde peut, quant a lui, étre oxydélps ions ferriques :
FE" + O — Fé€' + O

O,"et O, peuvent alors participer a un cycle catalytiqueeséitant des ions
métalliques, ditycle de Haber Weisg en générant le radical hydroxyle

o, + HO, - O+ HO + HO

11.2.2 Effets des rayonnements UV sur I'ADN
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L'’ADN est constitué des quatre bases : I'Adénos{dg, la Guanine (G), la
Thymine (T) et la Cytosine (C) (figure 3). A et @Gn$ appelés purines, T et C pyrimidines.
Dans I’ADN, chaque purine est « associée » a unenine par liaisons hydrogénes (A avec
T, G avec C).

NH; Q Q NH,
N X N NH \KJ\NH NN
O I P A, LA
NN N™ N7 UNH, N O N“T0
Adénosine Guanine Thymine Cytosine

Figure 3 : bases constituant ’ADN

L’altération de la structure chimique de '’ADN peiire a I'origine de I'apparition de
mutations et éventuellement conduire a la morutate. Les dommages induits sur I’ADN
sont de différents types : coupures mono- ou debbie des chaines nucléotidiques, adduits
covalents avec les protéines et produits de madifins des bases.

Dans le cas de dommages photoinduits, la natwweuaeessus physico-chimiques a
I'origine de ces modifications dépend principalemdr la longueur d’onde des photons
incidents® Ainsi, le rayonnement UVB, dont I'énergie luminetest directement absorbée par
’ADN, induit principalement des modifications auveau des bases pyrimidiques. Le
rayonnement UVA et la lumiére visible ne sont eas pbsorbés par 'ADN. Cependant, des
chromophores endogenes ou exogenes peuvent, darferare excitée aprés absorption de
I'énergie lumineuse, dégrader le génome. Cettdiokaqui a pour cible préférentielle la base

guanine, est appelée photosensibilisation.

11.2.2.1 Dégradation de I'ADN par les UVB

Le rayonnement UVB représente la partie la pliergédtiqgue du spectre solaire. Les
réactions photochimiques qu’il induit dans ’ADN piiquent essentiellement I'excitation des
bases nucléiques. Les cibles principales sontyiemjalines mais des travaux récents ont mis
en évidence une faible implication des purines.

L’action des UVB sur I’ADN est largement dominér e formation de photoproduits
dimériques entre deux bases pyrimidiques adjacéhtes

Les photoproduits créés en plus grand nombre’egpdsition de 'ADN aux UVB
sont lesdimeres de type cyclobutanells sont produits par cyclo-addition [2+2] desulles
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liaisons carbone-carbone de deux pyrimidines adjase Les photoproduits comportant une
cytosine sont plus difficilement isolables puisqu’ils sudBat une réaction rapide de

désamination, qui peut étre un facteur mutagerei(sa 2).

NH, NH, O 0 o
)j \f}\ N” NH désamination HNJjﬂfu\ NH
)\ /g [2+2] [e) N N/go O)\ N N/go

Cytosme Thymlne

Schéma 2 séquence CT : photoproduit de type cyclobutanégtatiation

L’'autre classe principale de photoproduits de rpidines correspond auadduits
pyrimidine (6-4) pyrimidone. lls sont issus d'une cyclo-addition [2+2] entee double
liaison carbone-carbone d'une pyrimidine et le geent carbonyle d'une thymine (ou
imine de la forme tautomére d’'une cytosine). Urenmtédiaire de type oxétane est ainsi
obtenu (ou azétidine pour la cytosine). Une dédraalehydrolytique spontanée conduit a
I'adduit (6-4). Une propriété remarquable de cet adduit est ¢édgglonversion de leur noyau

pyrimidoneen isomeére de valence Dewapar exposition aux UVB (schéma 3).

NH, NH,
_ OH > OH
uvB[2+2], j\ N_O uvB ;\l\ N0
’d
[e) N \( (o] N ‘ \f
hydrolyse N N
photoproduit (6-4) isomére de valence
Dewar

Schéma 3 séquence CT : photoproduit (6-4) et photoconversioisomére de valence Dewar
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11.2.2.2 Dégradation de I'ADN par les UVA

Les réactions de photosensibilisation a la lumiéséle ou aux UVA font intervenir
les mécanismes de type | et Il, présentés danarbgpaphe 11.2.1. Ces deux mécanismes ont

été étudiés sur I’ADN isolé et sur des composésétesd:

a) Photosensibilisation de type |

Les cibles principales de la photosensibilisatierntype | dans 'ADN sont les bases.
Ces derniéres sont converties par une réactiorydaiion a un électron en leur cation radical.
Ce dernier peut ensuite réagir avec I'eau ou seoti@per.

La base la plus sensible a la photosensibilisat®type | est lguanine qui présente
le potentiel d’'oxydation le plus bas. Le cationicatide la guanine peut se déprotoner en un
radical neutre oxydant. Ce dernier réagit lentenaseic I'oxygene pour produire une base
modifiée de typeémidazolone qui s’hydrolyse en une molécule de typ@azolone(schéma 4,
voie a). De maniére compétitive, le cation radilla guanine peut s’hydrater, uniquement
dans I'ADN, en un radical 8-hydroxyguan-7-yle régue. Ce dernier est converti en un
dérivé de type formamidopyrimidinBapyGua par réduction (schéma 4, voie b) ou en

8-oxoGuapar oxydation (schéma 4, voie c).
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(e}

</ \ /J\T Guanine
N™ N7 NH,

UVA
o .t
20
NTONTONH,
a)-H*, O, b) H,0,| réduction ¢) H,0,0xydation
H 0 H 0
o H
N N N
O~ NH
T = ~ ﬁi” o= fi
NN HNT SN NH, N7 N7 NH,
1 L
Imidazolone FapyGua 8-oxoGua

H,O

Oj\:o><NH2
N NH

HE H 2
Oxazolone

Schéma 4 Structures des produits issus du cation radicéd deanine

Les pyrimidines sont peu dégradées par I'arrachémieotosensibilisé d’'un électron
dans I'ADN, pour des raisons inverses de celledigxant la forte susceptibilité de la
guanine. Cependant, les cations radicaux issusaagtbsine et de lathymine peuvent
s’hydrater pour conduire a la formation spécifigles radicaux6-hydroxy-5,6-dihydro-5-
yles. Aprés réaction avec lI'oxygene, ces radicaux esusont convertis e6-hydroxy-5-
peroxy-5,6-dihydropyrimidines, qui sont réduits enb-hydroxyperoxy-6-hydroxy-5,6-
dihydroxypyrimidines. Ces derniéres peuvent alors générer des diolthyirine ou de
cytosine, ainsi que des produits de transpositiodeefragmentation du cycle pyrimidique

(résidu formamido, dérivés de type hydantoine, seh®).
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NH, NH; Q oH
fo UVA oK S OH HNJ]/
HO.| =0
N’go :]FN O)\N o” N
1 A 1 L
Cytosine 5-hydroxyhydantoine 5-hydroxycytosine 5-hydroxyuracile
0 0 0] cl) )
UVA
\ELJI\\H HNJEEOH e j\)j/\OH
N" o O)\N OH O)\N o° N
1 1
Thymine diol de thymine 5-formyluracile 5-(hydroxyméthyl)uracile

Schéma 5 exemples de lésions des bases C et T par photb#isasion de type |

b) Photosensibilisation de type Il

Dans le cas d'une photosensibilisation de typenk espece réactive non radicalaire
de I'oxygéne est produite, 'oxygéne singuléb. Ce dernier réagit spécifiquement avec la
guanine par une cyclo-addition [4+2]. Un endoperoxyde ilppdnt les positions 4 et 8 du
cycle purique est ainsi formé (schéma 6). Le régement de cet endoperoxyde va conduire
a la formation d’'un dérivé 8-hydroxyperoxy. Ce dernqui est un oxydant trés puissant peut
oxyder des molécules voisines (telles une guanasirteut autre molécule oxydable présente

dans le milieu). Cette réaction transforme I'hydnaxyde er8-oxoGua®?

o o

N NH 10 N “NH
ST e

N N/)\NHZ o:N 2 N/)\NHZ

H

< N
HOO
N N/)\

NH,

L

Guanine
\ -1/2 O,

(0]

9y o
N NH N NH
O#Nf:\ ~—  Ho< | A
N" "NH; N™ °N” “NH,

8-oxoGua

Schéma 6 :oxydation de la Guanine en 8-oxoGua i@
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11.2.3 Effets des UV sur les protéines

Les protéines peuvent étre la cible d’espécestivéac générées par réaction
photochimique de leurs chromophores. Dans les ipegél’histidine (His), la cystéine (Cys)
et le tryptophane (Trp) sont les acides aminégples sensibles a I'oxydation photoinduite

(figure 4).

COOH
COOH
COOH HoN
HoN o
HoN —
ﬁ\\ HN
N
H
His Cys Trp

Figure 4 : acides aminés photosensibles

L'importance biologique du Trp est bien démontm@ns la photoinduction de
cataractes du cristallin, dans laquelle les phaotbygits du Trp générent B, et G, qui
endommagent les protéines du cristalfin.

D’autre part, dans I'élastine et le collagéne duk, certains acides aminés naturels
en liaison inter-chaine absorbent autour de 300 etnse comportent ainsi comme des
chromophores. Une irradiation chronique aux UV paugmenter la fraction du collagene
insoluble et ainsi contribuer au photovieillissemién

[1.2.4 Effets des UV sur les membranes

Une cible particulierement importante des EOR igge sau niveau des membranes
cellulaires, ou les conségquences des dommages rizyeia termes d’effets biologiques sont
tres importantes.

Les membranes sont riches en acides gras polgéiljyles insaturés qui se dégradent
par peroxydation radicalairé.La peroxydation des acides gras insaturés (LH)iésienchée
lors d'une phase d'initiation par un radical libigiO’ par exemple), ou par un

photosensibilisatewia une abstraction d’hydrogene, pour conduire awedd :

LH + HO — L" + HO
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Le réarrangement du radical ¢t la fixation d’oxygene moléculaire conduiseniaa

formation du radical peroxyle LOO

L+ O — LOO

Ce dernier, en arrachant a son tour un atome ggme, forme I'hydroperoxyde

LOOH et régénére le radical L

LOO + LH —» LOOH + L

Ce cycle se renouvelant théoriguement a l'infofigse de propagation) est interrompu

par des réactions de recombinaison d’espéces laidésa(phase de terminaison).

LOO + L' — LOO-L
L" +L — L-L
LOO + LOO — LOOL + G

Si les ions ferriques et ferreux jouent un rol@amant dans I'activation du peroxyde
d’hydrogéne et de I'anion superoxyde, ils sont égant essentiels dans I'activation d’autres
molécules de type peroxyde. Ainsi, les hydroperesydorganigues ROOH et les
hydroperoxydes d’acides gras libres ou sous leumdgohospholipidique LOOH doivent étre
considérées comme des EOR ou du moins comme desrpeécs de ces especes au méme
titre que HO,.'® Les réactions catalytiques suivantes peuvent domdula formation de
radicaux peroxyles LOOou alkoxyles LO qui sont aptes a induire la peroxydation
lipidique en chaine:

Fe" + LOOH —» F€™ + H' + LOO
FE' + LOOH —» F€" + HO + LO

La peroxydation des lipides membranaires va altdae structure et donc la
fonctionnalité des membranes avec des modificatdmgpotentiels transmembranaires, de
flux ioniques, de transports transmembranairesadiivation des récepteurs, la dérégulation
des systemes messagers... Dans les édifices membgnaes peroxydations peuvent par

ailleurs conduire a la modification des protéinesacore a des pontages lipides-protéines.

34



Chapitre 1 : Protection des effets du rayonnemelaire par des agents antioxydants

Il est également important de noter que certaiodipts de dégradation des peroxydes
lipidiques et produits de fragmentation formés dtta peroxydation, en particulier de type

aldéhydique, décrits comme des substances mutagetezagissent avec I'’ADN 12

[1.3 Effets des rayonnements UV sur la peau

La peau est 'organe humain le plus grand avecsumiace d’environ 2 Elle est
composee de trois couches : I'épiderme, le derrntibygtoderme.

L’ épiderme est la couche supérieure de la peau; sa fonaginde protéger
I'organisme contre les agressions extérieuresstlicemposé de cing couches distinctes : la
couche cornée, la couche claire, la couche grase)da couche des cellules a épines et la
couche cellulaire basale. Il est formé de kéraytes; de meélanocytes et de cellules de
Langerhans.

Le derme se situe juste en dessous de I'épiderme. Il ekeren fibres collagénes et
élastiques, qui assurent a la peau sa résistarm@netlasticité. C'est dans le derme que les
cellules se multiplient pour remplacer celles quntgliminées au niveau de I'épiderme.

L’hypodermeest la couche la plus profonde de la peau. Cetiehe, riche en graisse
et en vaisseaux sanguins, a pour role d'amortpressions auxquelles la peau est soumise et

de protéger l'organisme des variations de températu

La lumiere pénetre d’autant plus profondément dargeau que la longueur d’onde
est élevée. Ainsi, les UVB affectent essentiellenfépiderme alors que les UVA atteignent

le derme.

11.3.1 Erytheme induit par les rayonnements UV

L’érytheme cutané, fait partie des manifestatiprecoces induites par le rayonnement
UV. S’il est essentiellement induit par les UVB,sl&JVA sont responsables d'une
photoaggravation de I'érytheme induit par les UMVBn terme d'efficacité biologique,

exprimé en dose erythémale minimale (c'est-a-diradldse minimale pour provoquer la
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formation d’'un érythéme), il faut environ 1000 fgtis d’'UVA que d’UVB solaires pour
induire un éryhteme. Cependant, la quantité d’UMAnE quelques centaines de fois plus
importante que celle des UVB, la contribution dasAltdans I'expression d’'un érythéme peut
étre estimée & 10-20%%.

11.3.2 Rayonnement UV et vieillissement cutané

Le vieillissement cutané fait partie du procesgenéral de vieilissement de
'organisme et en constitue souvent un marqueucome par son caractere visible. Le
vieillissement au sens strict du terme est intquseet il est di a I'effet de I'écoulement du
temps sur la biologie cellulaire.

Parmi les facteurs influencant le vieillissemealidaire de la peau, le spectre des
ultraviolets joue un roéle majeur bien que non esiflles effets de ce rayonnement peuvent
étre aisément étudiés en comparant les zones pipoisiEes et photoprotégé8s?! Les UV

affectent, a des degrés divers, le derme et I'épide le spectre des Iésions est donc large.

[1.3.3 Les cancers cutanés

La photocarcinogénése est la conséquence la phwve gles surexpositions solaires,
lorsque les dommages induits qui s’accumulent tizsellules de I'épiderme échappent aux
mécanismes de réparation. Il existe deux grandspgsode cancers cutanés : les mélanomes
et les carcinomes. En France, 50 000 carcinomes080 mélanomes sont diagnostiqués

chaque année, ces chiffres augmentent de plus qeab%.

La responsabilité des UV dans le développementcdasers cutanés est suspectée
depuis longtemps en se basant sur les argumernnssii

¢ ces cancers sont plus frequents dans les paystdmiwleillement,

¢ ils sont dans la majorité des cas situés sur desszphotoexposées du corps,

¢ leur incidence est plus importante chez les indisis plus sensibles (peau claire,

cheveux blonds ou roux, taches de rousseur).
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Le lien précis entre des dommages cellulairesdigs UV et I'apparition de cancers
cutanés est délicat a établir. Parmi les nombreftetseobserveés, il est accepté que le
rayonnement solaire UVB entraine des Iésions dBNAau niveau des sites dipyrimidiques.
Ces lésions peuvent entrainer des mutations géeétigi elles ne sont pas correctement
réparées. Lorsqu’elles touchent des genes clésodatidnnement cellulaire comme les
oncogéenes ou les genes suppresseurs de tumeuwes, mduvent aussi entrainer la
transformation cellulaire vers des types cancéreux.

Le rayonnement UVA participe également a la phattinogénese par la formation
d’un stress oxydatif qui libere des espéces oxyge@utement réactives et potentiellement
mutagenes. Si leur effet a dose égale est bien smaimportant que celui des UVB, les
quantités d’'UVA délivrées par le rayonnement selatant beaucoup plus importantes, ils
peuvent également étre considérés responsablascthndhement de la maladie.

Le rayonnement solaire agit a plusieurs niveauxsda carcinogénése. D’'une part,
c’est un élément initiateur, qui va provoquer diasscellules cutanées des lésions entrainant
des mutations de génes qui modifient le comportéroelulaire (clone tumoral). D’autre
part, les UV sont promoteurs de tumeurs car ilsiiseht la synthése de cytokines qui vont
favoriser I'expansion du clone tumoral. Enfin, ¥, par leur effet immunosuppresseur,
inhibent également la «veille immunitaire » capald’éliminer un clone tumoral en

formation??

11.3.3.1 Rayonnement UV et carcinome

Il existe deux types de carcinomes : le carcinbasocellulaire (BCC) et le carcinome
spinocellulaire (SCC).

Les carcinomes représentent plus de 90% de I'dnisedes cancers cutanés. lls sont
rarement mortels car ils ne se propagent pas a#saorganes dans le cas des BCC ou tres
lentement dans le cas des SCC. lls peuvent étrasgpér une intervention chirurgicale
superficielle. 1l semblerait que le risque de déppker un BCC soit corrélé avec des
antécédents d’expositions solaires intermittergasparticulier durant I'enfance, alors que le

risque de développer un SCC soit plut6t lié & wpmsition solaire chronique.
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11.3.3.2 Rayonnement UV et mélanome

Le mélanome est beaucoup plus rare que le carenorais est beaucoup plus
dangereux. Il touche environ 200 000 personnesupatans le monde. Il se propage trés vite
a d’autres organes du corps. L’incidence globalendlanome double tous les dix ans et il
existe de nombreux arguments pour suspecter le aék irradiations UV dans cette
augmentation. Une campagne nationale visant ateétag stade le plus précoce possible un
mélanome a récemment été mise en place, avecl@ A8 DE, qui permet de caractériser
les lésions précoces :

¢ Asymétrie : la plupart des mélanomes ont des baylaétriques,

¢ Bords irréguliers,

¢ Couleurs non homogenes : les mélanomes ont soulsiewrs couleurs : rouge,

bleu, marron, noir,

¢ Diameétre : en général supérieur a 6 mm,

¢ Evolution : un grain de beauté qui change d’aspkrtouleur ou devient rugueux.

Si le mélanome est détecté de maniere précocesiomee intervention chirurgicale
suffira a la guérison. Sinon, des traitements beap@lus contraignants pour les patients,
telle la chimiothérapie, devront étre mis en ceuvre.

De nombreuses études épidémiologiques ont mantidd de I'irradiation UV dans la
genese du mélanome. Il semble que les expositi@m®ees dans I'enfance et intermittentes
(érythémes) entrainent une augmentation de I'imzdeles mélanomes chez I'adifté* En

revanche, I'exposition chronique ou professionnefitassociée a un risque réduit.
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[ll. Les mécanismes de défense

Pour lutter contre les effets néfastes du rayommersolaire, I'organisme dispose d’'un
certain nombre de mécanismes de défense endodamess de surexposition, des produits
de photoprotection exogenes peuvent étre utilsaame des cremes solaires.

Ces mécanismes de défense endo- et exogenes pétreeriassés en deux groupes :

¢ les défenses contre les effets directs des UV @uinotection),
¢ les défenses contre les effets indirects des WBgi-@-dire contre les EOR (protection

anti-radicalaire).

[11.1 Défenses contre les UV

[11.1.1 La photoprotection naturelle

Certaines molécules présentes dans la peau ahstgbeayonnements UV et peuvent
étre considérés, a certains titres, comme des praitzteurs. Les principaux chromophores
de la peau absorbant les UVA et UVB sont le 7-débghiblestérol, I'acide urocanique et la
mélanine (tableau 1).

La mélanine joue un role essentiel dans le systenphotoprotection naturelle. En
effet, elle constitue un filtre qui absorbe plusd®86 des UV ayant franchi la couche cornée.
La mélanine va absorber les photons lumineux etelgie absorbée va étre dissipée sous
forme de chaleur ou utilisée pour oxyder la préamiéle (pigmentation immédiate).
Cependant, chaque individu possede un coefficiergrdtection plus ou moins élevé selon la
nature de ses pigments mélaniques.

Enfin, la pilosité, la barriere cornée ou lesdgs de surface peuvent également étre

considérés comme des photoprotecteurs naturelsersifleur contribution est moindre.
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Tableau 1:chromophores majeurs de la peau absorbant les UV

Chromophores Spectre d’absorption

ADN 220-320 nm

Acide urocanique 250-360 nm

Acides aminés aromatiques 240-320 nm

Esters du rétinol 260-380 nm
Mélanines 250-700 nm
NADH, NADPH 260-400 nm

Hémoglobines 260-450 nm
Bilirubine 300-350 nm
Flavines 225-510 nm

Caroténoides 300-500 nm

7-dihydrocholestérol 270-315 nm

[11.1.2 La photoprotection externe

La photoprotection vestimentaire constitue le nmolgeplus simple et le plus efficace
pour lutter contre les rayonnements dangereux. tiatype de photoprotection, par les
produits antisolaires, constitue une protecticiaicée topique.

Il existe deux classes pharmaceutiques d’actifss@aires : les filtres et les écrans.
Les écrans sont des substances inorganiques ayant un forvopowle réflexion du
rayonnement solaire (UVA et UVB), empéchant aimmsi absorption par la peau. L'écran le
plus souvent utilisé est le dioxyde de titane JTiCesfiltres sont des molécules organiques
qui assurent un réle de chromophore externe, eorladnst I'énergie transportée par les
photons lumineu%® En fonction de I'étendue de la longueur d’'ondeoabse, on distingue
les filtres a spectre large et les filtres a sgeétroit. Les filtres les plus courants sont dits a
spectre étroit, ils absorbent de facon sélectigeU¥B et protegent de I'érytheme solaire,
mais sont perméables aux UVA (figure 5). Depuis, mas filtres spécifiques aux UVA ont

également été mis au point.
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COOH o o)
X
©\)‘\ O/)/\/\ /@)\/N\ o/j/\/\ =
OH MeO 0O
NH,
Acide p-amino Salicylate Méthoxycinnamate Benzilidéne
benzoique camphre

Figure 5 : principales familles de filtres a spectre étroiex¢mples

Les filtres dits a spectre large absorbent aola fes UVB et les UVA, ils sont
actuellement en pleine expansion, du fait de lamtecélucidation du réle des UVA dans les

pathologies dues aux rayonnements solaires (figure

OH O 6 o
H3CO i ! I OCHgz
Benzophénone Dibenzoylméthane

Figure 6 : principales familles de filtres a spectre largex@mples

[11.2 Défenses contre les EOR

Comme énoncé précédemment, les UV, et essentaitelas UVA, provoquent la
formation de radicaux libres, especes tres réacti®eur lutter contre la surproduction d’'EOR
et contre leurs conséquences, la cellule est adbidecertain nombre de systemes de défense.
Trois grandes classes peuvent étre distinguées :

¢ la protection par les enzymes,

¢ la protection contre les ions métalliques, c'edira- contre l'activation des

peroxydes et du cycle de Haber-Weiss,

¢ la protection par de petites molécules appeléegiexgdants ».

Ces trois catégories vont étre présentées ci-desawant de considérer de facon plus
précise les antioxydants dans le paragraphe suivant
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[11.2.1 La protection par les enzymes

111.2.1.1 Les superoxydes dismutases

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des enaymeatalysent la dismutation de

I'anion superoxyde en oxygéne et peroxyde d’hydnege

H,0, SoD( Cu') o,
Bilan: 20, 4+ 2H — H,0, + O,

+ -e
2H+ O, soD( Cu') 0,

Ces enzymes assurent donc I'élimination de I'amaadical superoxyde et contribuent
a éviter la coexistence de celui-ci avec le perexythydrogene, empéchant ainsi les
réactions de type Haber-Weiss.
Deux formes de SOD ont été isolées :
¢ une enzyme a cuivre et zinc (Cu,Zn-SOD), situéesdien cytosol. Le réle
catalytique est assuré par I'ion Cu'ion Zn?* ayant une fonction stabilisante,
¢ une enzyme a manganése (Mn-SOD), située dans lexhondries. Le role

catalytique est assuré par I'ion Kin
Puisque la SOD est présente dans tous les compats subcellulaires qui générent

I'anion superoxyde, il est supposé que cette enzgomee un réle central dans les systemes de
défense contre le stress oxydant.

111.2.1.2 Les catalases

Les catalases sont des enzymes protéiques hémsniguns lesquelles I’heme catalyse

la dismutation du peroxyde d’hydrogene en eau ggjé&xe :
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H202
Porph - Fell Porph - Fell - H,0,
Bilan: 2 H,0, — = 2 H,0 + O,
H,O + O, ‘4
Porph*®- Felv=0
H,0, H,0

Elles permettent donc d’éviter la formation duicatihydroxyle en présence de’Ee
Ces enzymes sont tres sensibles a l'irradiationdt/Yéur inactivation par les UVA est bien

connue’®

111.2.1.3 La glutation peroxydase

La glutathion peroxydase (GSHPx) assure la décsitipo du peroxyde d’hydrogéne
en eau, en utilisant le glutathion réduit (GSH) omndonneur d’hydrogéne. Cette enzyme

séléno-dépendante se situe essentiellement daywobol :

}<
Enz - Se-H Enz - Se-OH
G.gy Bilan:H,0, + 2G-SH——> 2 H,0+ G-S-S-G
G-S-S-G
Enz - Se-S-G
G-SH H.O

2

Le rapport glutathion réduit sur glutathion oxydgénéralement élevé, est maintenu
constant grace a I'action de la glutathion réedwectis, comme son nom l'indique, réduit le
glutathion oxydé® Ainsi, sans étre & proprement parler une enzymeprdéection, la
glutathion réductase est un élément des systemeafdase. La GSHPx peut également
réduire les hydroperoxydes organiques et les hyaoxydes d’acides gras polyéthyléniques

libres°
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l11.2.2 Le piégeage des ions métalliques

Le role activateur des ions métalliques dans tpetion d’EOR est bien conru.
Ainsi, toute molécule capable de séquestrer les métalliques va conduire a une protection.
Cette séquestration est assurée par des protépeesfiques de transport telles que la

céruloplasmine pour le cuivre et la transferrinarde fer.

[11.2.3 La protection par les molécules antioxydanes

Les systemes de défenses non-enzymatiques camcespica I'action antioxydante de
petites molécules endogenes. Leurs propriétés xguthmtes sont liées a leur aptitude a
intercepter ou désactiver des états excités oicakaies. lls sont capables d’inhiber les
réactions en chaines déclenchées par les EOR, pantdes radicaux. Les antioxydants
conduisent & de nouveaux radicaux stables, donoswéactifs, qui ne participent pas a la
propagation des réactions en chaine.

Les principaux antioxydants cellulaires sont repréés ci-dessous (schéma 7) :

HO
H
(6] 3
[B—Carotene a-Tocophérol (vitamine E)
OH
HO H H o SH
0) (0] N N H
| =0 HOZCM N._-CO,H
HO )= " o* Ny H
HO OH H NH, 0
Acide Ascorbique (vitamine C) Acide Urique Glutathion

Schéma 7 structures de quelques antioxydants cellulaires

Les caroténoides, dont If-carotene localisés dans les environnements tres
lipophiles, contribuent a la désactivation physigieephotosensibilisateurs excités triplets et
de I'oxygéne singulet et & I'inhibition de réacsomdicalaires®

L’ a-tocophérol (vitamine E), également trés hydrophobe et dorserggellement

membranaire, peut chimiqguement désactiver I'oxygemgulet et intercepter le radical

44



Chapitre 1 : Protection des effets du rayonnemelaire par des agents antioxydants

hydroxyle. Le role essentiel de la vitamine E, &mt tyjue donneur d’hydrogene, réside dans
son aptitude & interrompre les chaines de promagadidicalaires dans les membratfese
nouveau radical tocophéryle formé est trés peuiféar stabilisé par des effets stériques et
électroniques.

L’acide ascorbique(vitamine C) réagit avec le radical superoxyde estrddical
hydroxyle, mais son rbéle majeur réside dans laatolu du radical issu de la vitamine E,
assurant ainsi la régénération de cell&tie réle de la vitamine C est cependant complexe
dans la mesure ol elle peut présenter des prappéddxydantes, en réduisant les iond' Fe
en ions F&', et donc en contribuant & la production de radicéala réaction de Fentot.

L’acide urique est soluble dans l'eau, il réagit avec les radichydroxyles et
hydroperoxyles en cédant les hydrogenes de seidna hydroxyles. De plus, I'acide urique
forme des complexes avec les iond'Fdans lesquels le potentiel redox du coupf&/fe*
est diminué, empéchant ainsi le métal de réagiupanécanisme de type Fenton.

Le glutathion (GSH) est un tripeptide (Glu-Cys-Lys) dont I'acté&viantioxydante est
due a la fonction thiol de la cystéine, qui en fait excellent réducteur et donneur
d’hydrogéné®* Lors de son oxydation, le soufre porte un radigaldimérise pour conduire &
la formation d’'un pont disulfure (GS-SG). Le glitian est présent dans la plupart des
cellules et compartiments cellulaires. Du fait @ecencentration élevée, qui peut atteindre
10 mM, il a un role essentiel dans le maintien’é@t redox de la cellule. Il peut également
participer a la régénération des vitamines E eh @ansférant un atome d’hydrogene a leurs
radicaux respectifs. Enfin, il participe a des ti&ss enzymatiques qui contribuent aux

défenses antioxydantes.
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IV. Les antioxydants : mécanismes et enjeux

V.1 Mécanismes d’action

Pour qu’une molécule ROH soit un bon antioxyddrigut que le radical RQformé
apres réaction sur une EOR, soit suffisamment enpdur ne pas dégrader le matériel
biologique. La stabilité de R@eut provenir d’'une part de la délocalisation diical, sur un
noyau aromatique par exemple, mais peut égalentemtdée a I'encombrement stérique
autour du radical.

Les antioxydants peuvent inhiber les processusxydation suivant plusieurs

meécanismes :

¢ Mécanisme de transfert d’atome d’hydrogéné®
Comme dans le cas de la peroxydation lipidique, demmages oxydatifs sur le

substrat biologique L peuvent étre le fruit decti@ms en chaine, du type :

L+ & — LOO
LOO + LH — LOOH + L

L’antioxydant peut intervenir dans ce mécanisme irtierrompant la chaine de

propagation, par réaction avec un radical peroxyle
LOO" + ROH — LOOH + RO

On parle dans ce cas d’antioxydant « par rupturehdéne ». Pour étre efficace, ROH
doit réagir de facon rapide avec le radical pei@»t RO doit étre suffisamment

stable pour ne pas réagir avec LH.

Le facteur primordial dans ce cas est la capad#éROH a donner un atome
d’hydrogene. L’enthalpie de dissociation (EDL) ke liaison RO-H est donc un

facteur déterminant et doit étre la plus faiblegible.
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¢ Mécanisme de transfert monoélectroniqué®
La désactivation du radical peut également s’eff@csuivant les réactions :

LOO + ROH — LOO + ROH' (transfert électronique)
ROH" + O — RO + HO" (déprotonation)
LOO + HO" — LOOH + HO (formation d’hydroperoxyde)

Dans ce cas, c’est le potentiel d’ionisation @) est le facteur déterminant. Celui-ci
doit étre le plus faible possible. Cependant, Ltrd faible provoque une instabilité
du produit a 'oxygéne, qui désactive ROH, panfation d’anion superoxyde :

ROH + Q — ROH" + ;"

¢ Mécanisme SPLET*®*°
Des travaux récents ont mis en évidence I'exigtation nouveau mécanisme appelé
SPLET pour Sequential Proton Loss Electron Transf&n effet, lors d'études de
capture du radical DPPHIles auteurs ont découvert des cinétiques anonnegle
rapides dans des conditions ou ROH pouvait étrdiepament ou totalement
déprotoné. lls ont alors proposé un nouveau mgaaifaisant intervenir I'alcoolate

formé, en I'occurrence un phénolate (schéma 8).

transfert d'H _

ROH + DPPH » RO + DPPH,
lent
+ +
HY | H SPLET H
. rapide . )
RO+ DPPH » RO + DPPH

Schéma 8 :mécanisme SPLET (en bleu)

Le bilan du mécanisme SPLET est le méme que cklumécanisme par transfert
d’atome d’hydrogéne. Cependant, les constantevitdsse de capture du radical
DPPH sont beaucoup plus élevées lorsque la formatioiR@eest favorisée (par
addition d'une base notamment). Il semblerait dgue la valeur du pKa de ROH soit

une donnée essentielle ; plus le pKa est bas, lluproportion de SPLET est
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importante par rapport au transfert d’'H et donespgh cinétique de capture du radical
est rapide.
¢ Capture de radicaux oxygénés® #?
Les antioxydants peuvent également réagir direstéravec les EOR, par exemple
HO ou Q. Cette désactivation de radicaux peut se famaine abstraction d’atome

d’hydrogene a partir de ROH ou a patrtir de la aifcoolate RO,

ROH + HO" ——> RO + H),0
.- . H*
ROH + O, ——> RO + HOO —/> H,0,

+

RO + HO® ——> RO + HO — H),0

IV.2 Criblage d’antioxydants

I\VV.2.1 Principe

L'influence des EOR dans l'organisme et leur iroglion dans de nombreuses
pathologies est désormais bien élucidée. Ceci avénlat recherche de nouvelles molécules au
pouvoir antioxydant. De nombreux composés antiomtglasont connus, cependant de
nouveaux produits plus actifs pourraient étre almed partir d’extraits naturels. Ceci
explique lI'engouement scientifique pour dévelopmbs tests simples et rapides de
caractérisation du pouvoir antioxydant. Ces temsdes représentent la premiere étape d’'une
stratégie générale pour la découverte de nouveannpasés actifs (figure 7). A partir d'une
banque de molécules (provenant d’extraits natunelissues de la synthése chimique), un test
de criblage de l'activité antioxydante permet déed@®nner les produits les plus actifs,
appelés « tétes de série ». A partir de ceux-@, nouvelle banque de produits, plus ciblée,
peut étre congcue et sera a son tour évaluée. Aguedques cycles, les molécules
antioxydantes les plus prometteuses subiront ds templémentaires de toxicité ou seront

testées sur des modeles biologiques plus complexes.
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| Plantes, Champignons, AIgu{as

] s [ o

g

Sélection de nouvelles molécul Banque de <{==== | Synthése

Synthéses d’analogues Molécules
Evaluation I ( N
de la toxicité \

Etudes Meilleurs Identification Criblagein vitro de
Ph}{Slcochlmlgues antloxydants des tetes de sérle I' activité antioxydante
Mecamsmesdacnon/ ‘ \
Activité Activité Activité
anti-inflammatoire anti-cancereuse de radioprotection

Figure 7 : stratégie de découverte de nouveaux CoOmposés padints

C’est dans cette optique qu’a récemment été dppélpar les Drs S. MEUNIER et

F. TARAN, au Commissariat a 'Energie Atomique (OEde Saclay, un test de criblage
haut-débit de I'activité antioxydantd.** Ce test a été appliqué a I'étude de 24 extraits
naturels et a plus de 120 antioxydants, commerotauissus de la synthese chimique, dont
I'activité antioxydante était connue ou non. Ced ®appuie sur I'étude de la dégradation
d’'une cible biologique, la thymidine, un des quaiteléotides de I’ADN. Il repose sur un
dosage immunoenzymatique par compétition (le grmae ce test sera décrit en détail au
chapitre 3). La dégradation de la thymidine a &idiée sous trois types de stress oxydatif :

¢+ irradiationy au**"Cs,

¢ irradiation UV a 254 nm en présence d’eau oxygénee,

¢ systéme métallique de type Fenton, en présence’detrd’eau oxygénée.

Chacune des conditions d’oxydation conduit & dg®ees oxydantes particulieres.
L’intérét de tester les candidats antioxydants daesstrois systemes est d’estimer I'étendue

de leurs propriétés protectrices dans des conditierstress oxydant variables.

I\V.2.2 Découverte du pouvoir antioxydant de la Norladione A

Parmi les extraits naturels testés, un extrailad@isolithe des sablePisolithus
tinctorius) a révelé une activité protectrice exceptionnefietrhaute, sous stress induits par la

radiolyse et les UV. Suite a cette découvertediférents constituants de cet extrait ont été
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séparés par HPLC préparative et chacun d’entreaeébé testé individuellement. Une seule
des six fractions obtenues a conservé une actwiiéxydante intéressante. Cette fraction est

majoritairement constituée d’une molécule appet&rbadione AL (NBA, figure 8).

Figure 8 : structures de la norbadionelfet de I'acide pulviniqu@

La NBA 1 fait partie de la famille des acides pulviniquesntdle membre le plus
simple est la molécul® appelée elle-méme acide pulvinique (figure 8).

L’activité antioxydante de la NBA isolée a ensufig étre comparée a d’autres
produits, dont certains sont connus pour étre des bantioxydants (de type phénols,
benzophénones, quinones, coumarines, flavonoikieds.t.). Parmi les 120 molécules de la
banque de produits, le composé qui conduit a ldlenee protection dans les tests UV et
radiolyse est la NBA. Par contre, lors d'un streggdatif dans les conditions de Fenton, la
norbadione A ne protége que de facon médiocreyiaittine. Ce résultat peut étre dd a un
effet prooxydant de la NBA sous les conditions datbn, ou bien a son incapacité a piéger
les espéces oxydantes métalliques générées dacsnions (figure 95°

V=
FeV=0 Fe¥=0 Fe \_O—/Fe

0-0 0
H-0s Fell —0-OH Fe_

0

Figure 9 : hypothéses sur les espéces oxydantes générées l@st Fenton

Afin de poursuivre I'étude des capacités antioxydsa de la norbadione A, des tests
complémentaires de protection de 'ADN bactérieh emsuite été menés (le principe de ce
test sera également discuté dans le chapitre 8)dégradations de I’ADN sont probablement
les effets des EOR les plus conséquamtgivo. L'étude de la protection de 'ADN par les
antioxydants est donc particulierement intéresspoteg envisager une utilisation future de

ces molécules dans I'organisme.
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Dans le cas d'une irradiation par 1Cs, la NBA s'est révélée étre un excellent
protecteur de I'ADN. Par contre, dans les conddiate Fenton, aucune protection du
plasmide n'a été observée. Des coupures multipte$ ADN en petits fragments ont été
observées, ce qui rend compte d’'un effet prooxydenta NBA dans ces conditions. Ces
derniers résultats ont permis de mieux comprerggeobservations faites dans le cas de la
protection de la thymidine. La nature de ce congoent prooxydant en conditions de
Fenton a été postulée, par analogie avec |'aciderlbisiue’® par un mécanisme a deux
électrons, permettant la réduction dé'Fen Fé".

A la lumiéere de ces résultats, il paraissait dotmiéressant d’étudier des molécules

analogues a la norbadione A, notamment les acidesmmues.

I\VV.2.3 Cas du dérivé pulvinique 3

Compte tenu des résultats préliminaires obtenudastBA, le produit3, analogue

diméthoxylé de I'acide pulvinique, a été étudigifie 10).

OMe

Figure 10 :structure de I'acide pulvinigue

L’activité antioxydante de ce produit a été test@éaes les mémes conditions que la
NBA, pour la protection dans un premier temps d@yanidine, puis de 'ADN plasmidique.

Dans I'étude de la protection de la thymidinea i&té montré que le déridprotege
non seulement dans les conditions radiolyse etd¢\imaniére comparable a la norbadione A,
mais il protege également de facon efficace damsctenditions de Fenton. Ce type de
molécule ne présente donc pagriori, les mémes effets prooxydants que la norbadione A.

Ceci a été confirmé par les tests de protectiopldsmide bactérien. Le compo3é
s’est montré efficace aussi bien dans les conditota radiolyse que dans les conditions de

Fenton.
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IV.2.4 Conclusions

Le dérivé de l'acide pulviniqu& s’est donc révélé étre un excellent antioxydant,
capable de protéger différentes cibles sous diftésesources de stress. L’avantage majeur de
ce produit par rapport a la NBAéside dans le fait qu’il ne présente aucune détivi
prooxydante dans les conditions de Fenton testées.

Parmi les 120 produits testés, ce dérivé pulvimigiest révélé étre un des meilleurs
agents protecteurs dans les trois tests. Ceceledtviement surprenant car il ne possede qu’un
seul site potentiel de capture de radical (la fioncE&nol, figure 10), contrairement aux
antioxydants classiques qui en possédent plusi®esplus, la structure de ce produit est
relativement simple et originale pour un antioxyidguisqu’il ne posséde aucune fonction

phénol, contrairement a la majorité des antioxyslaohnus a ce jour.

Pour ces raisons, notre laboratoire a décidé ueémesser aux dérivés des acides
pulviniques, afin d’essayer de mieux comprendmalare de leur activité antioxydante.
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V. Objectifs du travail

Ce travail de these est réalisé en collaboratwec des Laboratoires Pierre Fabre
Dermo-Cosmétique.

La préparation et I'évaluation de nouveaux agersoxydants, dérivés d’acides
pulviniques, constituent les objectifs de cettes¢héA long terme, I'application visée de ces
molécules est leur incorporation dans une formaadi usage cosmétique (créme solaire par
exemple), afin de diminuer les effets des radiclibres pouvant se former suite aux
expositions UV. Ces produits, de structures origim&t non naturelles, devront en outre aider
a la compréhension du pouvoir antioxydant de dattelle de composés.

L’hypothése selon laquelle la nature antioxydales dérivés pulviniques proviendrait
de leur capacité a piéger des EOR, en générantadical stable, sera étudiée. Il est
envisageable que le radical formé sur le noyauipigive puisse se délocaliser sur le motif
céto-énolique, mais également sur la partie argueatiportée par la partie «sud » de la

molécule (schéma 9) :

délocalisation du radical sur la lactone

délocalisation du radical sur I'aromatique "sud"

Schéma 9 sites supposés de délocalisation du radical géugRe
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Ainsi, la synthése de nouveaux dérivés pulvinigsiegplifiés, c'est-a-dire ne portant
gu'un seul noyau aromatique, devrait permettre dmresser dans I'étude de la relation
structure-activité des acides pulviniques. Lescétmes de ces nouveaux dérivés, que l'on

appellera acides pulviniques mono-aromatiques, Issrguivantes :

R,0CT X0 R,0C" X0
o o

< =

HO HO
Me
R

acide pulvinique acide pulvinique acide pulvinique
"classique" simplifié : type | simplifié : type I

Schéma 10 acides pulviniques classique et simplifiés

Ainsi, les acides pulviniques simplifiés peuveine&le deux types (schéma 10):

¢ Type |: le groupement aromatique « sud » est ¢gésgen rouge), tandis que
celui de la partie « nord » est remplacé par unggment méthyle,

¢ Type Il: le groupement aromatique « sud » est facgppar un groupement

méthyle alors que celui porté par la partie « noedt conservé (en bleu).

La comparaison du pouvoir antioxydant de chagpe tle dérivé simplifié avec celle
d’acides pulviniques « classiques » permettra dactériser le rble joué par les groupements

aromatiques dans l'activité antioxydante.

Ces dérivés d’'acides pulviniques sont des strastoriginales et nouvelles. Seul un
exemple de dérivé de type | est décrit dans kréturé’ (voir schéma 25, p. 70), mais il est
obtenu avec un rendement tres faible inférieur a 8ar synthese devra donc étre mise au
point, a partir de voies nouvelles ou en adaptailes déja décrites pour les acides
pulviniques « classiques ». De plus, ces synthédsa®nt étre modulables, afin de faire varier
les groupements R et Ren vue d’étudier leur éventuelle influence sactivité antioxydante.

54



Chapitre 1 : Protection des effets du rayonnemelaire par des agents antioxydants

Ces produits étant destinés a un usage cosmétiguievront en outre posséder des
propriétés physico-chimiques permettant leur inoapon dans des cremes et notamment
selon des critéres d’hydrophilie ou de lipophilies synthéses de ces produits devront donc
permettre d’introduire le plus facilement possités fonctions compatibles avec les criteres

retenus.

VI. Conclusions

Ce chapitre a brievement exposé les difféerentstefliu rayonnement solaire sur
'organisme. L’action des rayonnements UV est rpidtiet peut conduire, en cas de
surexposition, a des dommages au niveau de I'AD®§ protéines ou des membranes
lipidiques.

La photoprotection est devenue un axe de recharcjeur dans le domaine de la
cosmeétique. Les rayons UVB ont une action dite atirel’emploi de filtres spécifiques
permet de limiter leurs effets. Les rayons UVA @iy, une action indirecte et les dommages
gu'ils induisent sont dus a la formation d’'EOR.

Ces EOR sont des radicaux libres trés réactifawiss des cibles biologiques. Pour
limiter leurs dommages, l'organisme dispose deiplus méthodes de défense, dont des
molécules organiques appelés antioxydants. L’ibtéeéces antioxydants réside dans le fait
gu'ils sont capables de désactiver les EOR et agre les réactions radicalaires en chaine.

La famille des acides pulviniques a montré despmgtés antioxydantes tres
prometteuses. Ainsi, la compréhension des mécaanismeeen jeu devrait permettre de mettre
au point des molécules encore plus efficaces.

Dans cette optique, la synthése de dérivés sieplifi'acides pulviniques a été
entreprise. Les résultats obtenus sont présentds ba chapitre 2. Enfin, I'étude des

propriétés des molécules obtenues est décriteldahspitre 3.
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Chapitre 2 : Syntheses d’acides pulviniqgues morwratiques

|.  Généralités sur les acides pulviniques

Les acides pulviniques sont des membres de ldléadgs 5-arylidéne-buténolides. lls
sont isolés de diverses sources fongiques, encpketi dans la famille des bolets, et des
lichens®® “°lls sont connus pour étre & I'origine de la rernalje couleur jaune ou orange
des lichens ou des chapeaux des bolets. La steudes acides pulviniques est caractérisée
par une lactone a 5 chainons, insaturée, hydroxgtiéribstituée emp par un groupement
hydroxycarbonylalkylidene (schéma 11). On appel@da pulvinique la molécule2
substituée par deux groupements phényles et pquella R=H et acide vulpinique l'ester
méthylique correspondadt(dans la suite de ce document, le terme aciderpgie décrira

la famille de ces composeés, et non pas le pr@exiclusivement).

Schéma 11 structure générale des acides pulviniques

Les différents membres de cette famille sont dbfiéiés par la substitution des
groupements aromatiques, souvent hydroxylés ouargs, ou plus rarement chlorés. En
outre, on appelleacides pulviniques symétriquesles produits pour lesquels les deux
groupements aromatiques sont identiquAs.contrarig lorsque les deux groupements
aromatiques sont différents, on parl@ades pulviniques dissymétriquesLe schéma 12

représente quelques membres de la famille dessagideiniques, leur nom usuel et leur
source naturelle.
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acide vulpinique acide isoxérocomique acide gomphidique
(Boletus subglosubus) (Serpula lacrimans) (Gomphidius glutinosus)

OMe OMe
MeO.

OMe
4,4'-Di-O-méthylatromentate de méthyle 3'-Chloro-3,4,4'-tri-O-methylxerocomate de méthyle
(Pulverobolerus aurifammeus) (Pulverobolerus auriflammeus)

Schéma 12 exemples d’acides pulviniques naturels
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Il. Syntheses d’acides pulviniques : rappels

bibliographiques

La premiére synthése d’acides pulviniques a éttitdéen 1894. Depuis cette date,
une soixantaine d’articles ont été publiés a getsGes différentes synthéses ont récemment
fait 'objet d’une revue?

Le motif des acides pulviniquésa pu étre construit a partir de différentes stiagg
Ces différentes synthéses peuvent étre regroupegsatre groupes, suivant la nature de la

stratégie employée pour la construction du noydvmigue (schéma 13) :

Schéma 13 stratégies générales de synthése d'acides puldsiq

La stratégie 1 constitue I'approche historiqueitdise comme intermédiaire-clé une
1,2-dicétone acyclique de tye La stratégie 2 utilise la chimie des anhydridedéues’.
La stratégie 3 permet d’avoir acces au motif pudwie par une condensation de type
Dieckmann sur un substrat de ty@eEnfin, la stratégie 4 est I'approche la plus néeeet
permet d’introduire le motif aromatique porté paddctonevia une réaction de type Suzuki-
Miyaura sur un substrat de type
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Ces différentes stratégies, ainsi qu'une apprdmbmimétique, vont étre présentées

dans les paragraphes suivants.

[I.1 Stratégie 1 utilisant une 1,2-dicétone acycliq ue

[1.1.1 A partir d’une dilactone pulvinique

De 1894 a 1975, la quasi-totalité des synthésestele d’'acides pulviniques utilisait

comme intermédiaire-clé une dilactone pulvinig@gschéma 14).

Schéma 14 structure générale d'une dilactone pulvinidiie

La premiere synthese de l'acide pulviniquet de I'acide vulpiniquel a été décrite
par Volhard en 1894 (schéma P£5).La condensation de deux équivalents de
phénylacétonitrilell sur 'oxalate de diéthyld2, en présence d'éthylate de sodium dans
I'éthanol, fournit la 1,2-dicéton&3, en équilibre avec sa forme cycligié Aprés traitement
acide et déshydratation, cette iminolactone foulaitlilactone pulviniquel5. L’hydrolyse
basique de cette dilactone fournit I'acide pulvire@ et sa méthanolyse donne acces a l'acide

vulpinique4.
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o= >
CN O

> — NH
+ reflux, 66% O ~
o O CN Ho
OEt
EtO)Sf 13 14 O

o)
12 (1 éq.)

1) H;SO,4, H,0,
reflux
2) Ac,0, reflux,

71%

NaOH,

acétone MeOH

Schéma 15 premiéres synthéses de I'acide pulviniQuet de I'acide vulpiniqué

Cette voie n'est applicable qu'aux motifs symétes. Les travaux d’Asarfopuis
d’Akermark’® ont permis d'adapter cette voie de synthése ardpapation de dilactones

pulviniques dissymétriques, précurseurs d'acidéamgues dissymétriques (schéma 16).

o
11
PMe OMe CN O
i NaH, dioxane NaH, DME, OMe CN O
ocN o, EtO)SfOEt ’ , ort
DME, ta, 12h, o -10C a ta,
(e} CN

o 75% 12h, 82%
15 12 16 17

1) H,SO4, H,0,
reflux, 1h NC™ X0 NC X0,
o NH +
=
2) Ac,0, reflux, HO OMe

15 min, 88% O

19 18a
Schéma 16 synthése d’une dilactone pulvinique dissymétritif9@ar Akermark

Dans ce cas, le 2-méthoxyphénylacétonittBeest condensé sur I'oxalate de diéthyle
12, en présence d’hydrure de sodium et fournit lel@itl6. Celui-ci est a son tour mis a
réagir dans les mémes conditions avec I'anion dénylacétonitrilel1l pour fournir la
dicétonel7. Aprés traitement acide et déshydratation, lacthi@e pulvinique dissymétrique

19 est obtenue avec un bon rendement.
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Le traitement par méthanolyse de dilactones pigues dissymétrigues commi®
fournit deux dérivés d’acides pulviniques isoméies. effet, I'attaque de I'anion méthylate
peut s’effectuer sur 'une ou l'autre des deuxdaes de la dilactone, la régiosélectivité de
cette réaction n’étant pas contrélée. Cette rétetey été mise a profit par O’'Mant, qui, a
partir de la dilacton@0, obtient par méthanolyse les deux dérivés puluvesjsomeregl et
22 (schéma 17). Ceci lui a permis de préparer de nemxbanalogues dissymétriques afin

d'étudier les propriétés anti-inflammatoires deeémille>

NaOH, MeOOC™ X0
_ e o +
MeOH HO
. O
49% 30%

OH

Schéma 17 méthanolyse d’une dilactone dissymétri@@gpar O'Mant

11.1.2 A partir d’'une dioxalonone

Une synthése d’acides pulviniques, décrite par &mren 1984, utilise une réaction
d’oléfination (schéma 18}, La dioxalonone25 est formée par réaction entre le phosphorane
23 et l'arylformate de méthyl@4 avec un bon rendemer5 réagit ensuite avec I'énolate
lithié de l'arylacétate deert-butyle 26 pour fournir I'intermédiaire ouvef7 qui a tendance a
lactoniser 27 étant I'analogue lithié de la 1,2-dicétone coroegiante). La régiosélectivité de
la cyclisation est contrdlée par la différenciatd®es esters ; la cyclisation ne se faisant que du
c6té de l'ester méthyligue. On obtient ainsi detersstert-butyliques dérivés d’acides
pulviniques, qu’il est aisé de déprotéger pour oibtkes acides pulviniques correspondants.
Cette méthode permet la préparation de produitsywfistriques, puisque les groupements

aromatiques sont introduits indépendamment I'ufizdgre.

64



Chapitre 2 : Syntheses d’acides pulviniqgues morwratiques

(e
o)
Ojf Li
T 26 Ar'y,_,.COOt-Bu Ar
PP toluene, o] Ar~ >coot-Bu ‘ _
23 : o Lo OLi t-BUOOC™ X+ O
. 80T \ THF, -78C \ - ~0
HO

81% o COOMe MeOOC™ “Ar

74-86% Ar

o
P'S 25 27 28

Ar COOMe
24

Schéma 18 synthése d’acides pulviniques a partir de la diamohe25

11.1.3 A partir d’'un acétal de céténe silylé

Une autre voie d’acces aux 1,2-dicétones a récemite décrite par Le Gall et
Mioskowski®® Dans ce cas, deux équivalents d'acétal de cétdylé 80, obtenu par
silylation d’'un acétate d’aryl@9, réagissent avec un équivalent de chlorure d’'dealya
1,2-dicétone obtenugla cyclise ensuite en milieu basiquda la forme diénol31b, pour
donner acces a l'acide vulpinique qui peut ensuite étre saponifié pour donner daci

pulvinique2 (schéma 19).

o o SiMe; O  COOMe
1) LDA, THF (cocly,, Ph
Ph\)k %OMe E— Ph
OMe
2) TMSCI Ph DCM MeOOC O
29 30 3la
Ph Ph OH COOMe
HOOC X0 NaOH 0,5M MeOOC™ X0 DBU, U ™
</ ° A </ ° DCM OH
HO HO MeO” YO
Ph
Ph 31b
2 4

Schéma 19 synthése de I'acide pulviniqupar Mioskowski

Cette méthode rapide et efficace (les produits sdmenus avec des rendements
globaux compris entre 60 et 70% suivant la natwel’acétate d'aryle) n'est cependant

applicable gu’a des motifs symétriques.
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[I.2 Stratégie 2 utilisant la chimie des anhydrides maléiques

Le comportement particulier des anhydrides maksqisubstitués de maniere
dissymétrique vis-a-vis de divers nucléophiles & &udié par Pattendéh.”® En effet,
lauteur a remarqué que la réduction par I'hydrake lithium aluminium (LAH) de
'anhydride 7 s’effectue de maniere régiosélective sur le cagbadjacent au groupement

méthoxyle, donnant un mélange de buténoB@eet d’hydroxybuténolide83 (schéma 20).

MeO

Schéma 20 réduction régiosélective de I'anhydridear LAH

La régiosélectivité de cette réduction a été eudle par des effets de chélation du
groupement méthoxyle, ce qui a été confirmé partd@gaux de Kayser, qui a étudié la
réduction de nombreux anhydrides maléiques et sigs>® *°

La méme régiosélectivité a été observée avec réautucléophiles, tels que des
réactifs de Grignard (EtMgBr, grace a une chélasionilaire a celle observée avec LAH) ou
des phosphoranes (EtOOC-CH=RR¥ar un complexe donneur-accepteur).

Ce comportement particulier a été appliqué pateRdén a la synthese d’acides

pulviniques.

11.2.1 Par réduction régiosélective et réaction aweun formate d’aryle

L’anhydride maléique34 est réduit régiosélectivement par I'hydrure de idibh
aluminium pour donner le dérivé tétronioB® (schéma 215" Celui-ci est déprotoné par la
N-cyclohexylN-isopropylamine (LICA) et réagit avec le benzylformate méthyle36a pour
conduire a l'alcool37, qui, apres déshydratation par le pentoxyde desgitare, fournit le
pulvinate38, terminologie employée pour décrire un analogaeide pulvinique protégé sur

sa fonction énol par un groupement méthyle.
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Os_0 o
=0 LiAIH,, o DLICA THF  MeOOC P20s,
— \ —_—
Meo glyme, MeO 2 MeO benzéne
25% 14% sur 2 ét.
COOMe
34 35 @ 37
OMe OMe 36a

OMe

Schéma 21 synthése du pulvina@8 par Pattenden

Cette méthode est intéressante car les deux granis aromatiques sont introduits
par deux transformations différentes ; I'accés déaxkvés dissymétriques est donc possible.
Cependant, les rendements obtenus lors des étauitition du benzylformate de méthyle

36asur le buténolid8@5 et de déshydratation sont relativement faibles.

11.2.2 Par réaction de type Reformatsky

Cette voie utilise encore un anhydride maléig@ §chéma 225 ® Celui-ci réagit
de facon régiosélective avec I'énolate zinciquencieétate d’aryléO pour donner I'alcool
tertiaire 42. Cette addition de type Reformatsky s’effectue yparétat de transition supposé
41, de type cyclohexane chaise, ou les substituamtenebrés adoptent une orientation
équatoriale, donnant I'alcodR sous forme d’un seul diastéréoisomere (ou d’'un ng&ldres
fortement enrichi, suivant la nature de Ar et ALja déshydration de cet alcool se fait par
activation de I'alcool sous forme de mésylate ehi@lation en présence de DBN. Les deux
isoméresZ et E du pulvinate43 correspondant sont alors obtenus. Il est imporianhoter
gue le produiZ s’'isomérise guantitativement pour donner le proHwen quelques jours sous
I'effet de la lumiere naturelle. Enfin, la déprdien de I'énol, de I'ester méthylique et des
éventuels groupements méthoxyles portés par Au &fbs’effectue en présence d’iodure de

triméthylsilyle pour donner les acides pulviniqeesrespondant44.
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O.
ArT ZnCl Ar
o 40 OMe R oH
0 o MeOOC” \isQ
=~ Et,0, -78<T, <~/ ©
MeO MeO
Ar 21-29% Ar
39 - 42
1) MsCl, DCM
2) DBN, THF
10-57%
Ar' !
™SI, Ar COOMe
HOOC™ X O ~—— MeOOC X0 ' o]
0 CDCla, /ﬁ/\fo AT o
=~ ~ ~
HO MeO
Ar 65-70% e MeO s
44 (E)-43 (2)-43

L ow

Schéma 22 synthése d’acides pulviniqudd par réaction de type Reformatsky

De la méme facon que précédemment, cette voieyuihése est efficace pour la

préparation de dérivés dissymétriques, mais sodénendements faibles.

[1.2.3 Par réaction de Horner-Wadsworth-Emmons

Dans ce cas, le motif des acides pulviniques eststouit par une réaction
d’oléfination. L’anion sodé du phosphite de méthyagit avec I'anhydride maléiq®® pour
donner le phosphoestdb. L'oléfination de Horner-Wadworth-Emmons (HWE) ed5 et
un formate d’aryle4, en présence d’hydrure de sodium, fournit lesipates correspondants
43, sous forme d’'un mélange de form@set E, toujours avec des rendements modestes

(schéma 23§?

Ar COOMe

i
o (MeO),R
0 o HP(O)(OMe),, H O 1) NaH, benz MeOOC™ X+ O + A0
— T . )=0 o . =0 . )=0
MeO NaH, benz MeO ) Py 24 MeO MeO
Ar Ar Ar” ~CoOMe Ar Ar
21-41%
39 45 21-66% (E)-43 (2)-43

Schéma 23 synthése de pulvinates par oléfination HWE
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[1.3 Stratégie 3 utilisant une condensation de type Dieckmann

Weinstock décrit, en 1979, une autre méthode painted’avoir acceés a des motifs
dissymétriques (schéma 24).Dans ce cas, le motif pulvinique est obtenu pae un
condensation de type Dieckmann d’'un ester d’@tolUn acétate d'aryld7 réagit avec le
dioxalate de méthyld8 en présence de méthylate de sodium dans I'éthemolL49b obtenu
est ensuite estérifié par réaction avec un chlodiaeide50, en présence d’'un équivalent de
triéthylamine. Dans le méme pot, I'ajout d'un set@quivalent de triethylamine accompagné
d’'un chauffage a 60°C permet d’effectuer la cytiwade I'ester d’éno#t6, donnant accés au
motif des acides pulviniquésl, avec de faibles rendements.

MeO.__O
R " on MeONa, 0
+ e —
Ar COOMe Meo)g( ) A OMe

0
39% 0
47 48 49a

T

Ar MeO. 0 I MeO. O
EtsN (1 €q.), 50 O o
MeOOC™ XQ — AT ome | “~
(e}
- A, 5-25% ! BN (Léq), A OMe
HO s T(\AT' acetone OH
(e}

Schéma 24 : gnthése d’acides pulviniques par Weinstock

En faisant varier la nature de I'ester utilisé siden premiere étape de condensation,
cette méthode a permis la synthése de dérivésatigj ou le groupement aromatique Ar est
remplacé par des groupements non-aromatiques. réesi{s représentent les seuls exemples
d’analogues d’acides pulviniques ne possédant ggranpement aromatique. La structure de
ces produits, ainsi que les (tres faibles) rendésnglobaux obtenus pour leur synthése, sont

présentés dans le schéma 25 :
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. Q
SH
Me
MeOOC™ O MeOOC™ X O MeOOC™ X0 00C
HO HO HO H
52 53 54

Me
O

o) S
X0 MeOOC™ X+ O
o) o)
= S
o) HO
55 56

1% <1% 2% 3% 1%
Schéma 25 produits originaux décrits par Weinstock

Le produit53 représente le seul produit de type | décrit darigtérature a ce jour. Il

est obtenu avec un trés faible rendement globétigr a 1%.

[1.4 Stratégie 4 utilisant un couplage de Suzuki-Mi  yaura
11.4.1 Par réaction de dérivés silylés sur le chlarre d’oxalyle

De récents travaux menés par I'’équipe de Langemontré que la réaction, catalysée
par le trifluorométhanesulfonate de triméthylsilyleMSOTTf), entre le chlorure d’oxalyle et
des 1,3-bis(triméthylsilyloxy)-1,3-diéness8, obtenus par silylation de composés
1,3-dicarbonylé$7, représentait une nouvelle voie d’acces au moitiéfolide59, suivant le

mécanisme suivant (schéma 98¥°

o r fe ]
I TfO
CI)J\[r ¢ SiMe,
. . o T\ i
MesSi< . SiMe3 ) / . SiMe3
U 1) EtN, TMSCI ;\/‘13% Me;3SiOTf o 0 ®|o ?
> _— =
OEt  2)LDA, TMSCI OEt - MegSiCl E)W“OH
57 75% 58 L \ _
SiMe; ,S'Q/Ie3
o O~ _CI Me;Si (@] (0]
o -Me;SiOTf o oH o0
~ N N -
HO OEt Me,SiCl TfO (é)'M o o
(o] IMe3 TfO t
67% 07 “OEt I

59 =

Schéma 26 synthese de buténolides par Langer
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Cette méthode est trés efficace puisque le butdndb a pu étre obtenu avec un
excellent rendement de 87%, a partir du dérivélytksb8, en utilisant 0,3 équivalent de
TMSOTf. Cette méthodologie a pu étre étendue aylghgse d’acides pulviniques, en

adaptant le substrat de la réaction de doubleasityl (schéma 27).%°

ME3Si\

o) o) o o 0 o
HJ\ HL LDA,THF, M Et,N, TMSCI i}
OoMe T OMe OMe N OMe
0, N
OMe Ph 67% OMe Ph toluéne, 84% Lo o
60 61 62 63
1) LDA, THF
2) TMSCI
90%
Ph Ph
MeO N0 Tf,0, Py, MeO. N0 (CICO),, Me3SI\O O/S|Me3
0 I /7° 61% o I /7° TMSOT, N»\OME
MeO MeO DCM, 54%
oTf OH OMe Ph
66 65 o
PhB(OH),, Pd(PPhy),,
K3PO,, dioxane,
86%
Ph Ph
MeO.
s e BBrs, DCM, X0
o [0 T o J )=o
MeO 0 HO
Ph Ph
67 4

Schéma 27 synthése de I'acide vulpiniquepar Langer

La condensation entre les deux es@fret 61 fournit le B-cétoeste2, qui est silylé
deux fois pour fournir I'éther d’énol disilylé4. Celui-ci réagit par une cyclisation de type
[3+2] avec le chlorure d’oxalyle, en présence deSIMT, pour former le buténolidgs, de
configurationE. Aprés transformation en trifla6, le produit est engagé dans une réaction
de type Suzuki-Miyaura avec I'acide phénylboroniquaur donner le pulvinat®@7. Enfin, la
déprotection de la fonction énol par le tribromwte bore permet d’obtenir l'acide
vulpinique4.

Cette méthode est trés efficace et souple, pulsgst aisé de faire varier les deux
groupements aromatiques. Il a donc été possiblesydghétiser de nombreux acides
pulviniques et analogues par cette méthode, avdiode rendements. Cependant, le nombre
d’étapes est relativement important et les inteiaiggs, essentiellement silylés, sont instables
et il est nécessaire de les manipuler dans destmorgitres strictes.
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Il est a noter également que cette méthode atiigee par Le Gall et Mioskowski
pour la synthése de la Norbadione A et d’analogli&s.

11.4.2 A partir de I'acide tétronique

Une nouvelle synthése d’acides pulviniques a récen eté décrite par Le Gall et
Mioskowski/® & partir de I'acide tétroniqué8 (schéma 28). Aprés protection sous forme
d’éther benzylique, I'anion d&9 est additionné sur le benzoylformate de métt3@a pour
donner lalcool 70 sous forme d'un mélange de formes diastéréoisomepgses
déshydratation, effectuée par I'anhydride triflesétique (TFAA) en présence de
triethylamine et diméthylaminopyridine (DMAP), I@ne 71 est obtenu, majoritairement
sous forme de I'isomeére. Cet alcéne est ensuite efficacement iodé eniposten utilisant
un meélange d’'iode et de nitrate d’'ammonium et deug€(CAN). Le substrat iodé2 obtenu
est ensuite engagé dans un couplage de Suzuki-Miyaec difféerents esters boroniques
aromatiqued 3. Les produits attendu®! ont pu étre isolés avec des rendements comprns ent
55 et 93% accompagnés, dans certains cas, du prddbenzylé75 (0-31%). Enfin,
I’'hydrogénolyse du groupement protecteur7deest effectuée pour libérer la fonction énol et

ainsi obtenir le dérivé d’acide pulvinique corresgant75.

Lon (CF4C0),0 P
o K,CO3, BnB, o 1) BuLi, THF 3C0);0,
/R):O e P /l):o _BBuLi THF_ meooc Q 0 ————— Me00C X\-O
= DMF, 75% = 2) 9 ~ EtN, DMAP, o
HO . BnO . o oo’ BnO DCM, 88% Bno”
67% 70 1
E/Z 1 90/10
I, CAN,

MeCN, 78%

Ph

Ph o 73
MeOOC™ X0 Meooc/%i} Meooc/\i}
o + RS o
= Sy
o PACI,(PPhs),. BnG
Ar

THF, Na,CO3 2M, |

55-93%
72

| H,, Pd/C, ‘

DCM ou DMF,
44-71%

Schéma 28 synthése d'acides pulviniqu@d a partir de I'acide tétroniqugB
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[1.5 Synthéses biomimétiques

La biosynthése d’'un acide pulvinique, I'acide atemtique 76, est brievement
présentée au schéma 29. L’acfbydroxyphénylpyruviqué&’8 est obtenwia le chorismate
77, qui est un intermédiaire dans la biosynthésaatabreux composés naturels possédant
des noyaux aromatiqués.Par action enzymatique, la double condensatioradéde 78
conduit & une terphénylquinoii®. Celle-ci est ensuite oxydée en acide atromenti@ien
passant par un intermédiaire hypothétique de 8@equi est la forme 1,2-diénol d’'une

1,2-dicétoné®

COO”

Schéma 29 biosynthése de I'acide atromentique

Quelques synthéses d'acides pulviniqgues ont étgite® dont la préparation est

inspirée de cette biosynthése.

11.5.1 Par oxydation d’une terphénylquinone

Dans ce cas, le précurseur des acides pulviniggtasne dilactone, dont d’autres voies
de synthese ont été présentées précédemment.ekti,'oxydation d’'une terphénylquinone
81 qui donne accés au motif dilactone pulvinifg@2 Plusieurs systemes oxydatifs sont
décrits : un mélange anhydride acétique / DMSO&sh30Y> "°le peroxyde d’hydrogéne
en présence d’acide chlorhydridlieu le tétraacétate de plorftb.
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Schéma 30 pxydation d’une terphénylquinone par,&/ DMSO

11.5.2 Par réarrangement d’une azidoquinone

Moore décrit, en 1970, une synthése de l'acideimigue 4 par réarrangement
thermique d’une azidoquinor®¥ (schéma 31}° La benzoquinon&4, traitée par le peroxyde
d’hydrogéne, fournit le diépoxyd85 qui est hydrolysé en milieu acide pour fournir la
chlorohydroxyquinone 86. L’addition d'azoture de sodium fournit [l'azidogune
correspondant87. Celle-ci est convertie en cyanobutéenolB@ au reflux de I'éthanol, par un
réarrangement dans lequel le cycle est ouvert (@vaépart de By puis reformé pour fournir
la lactone. Enfin, le buténolid&8 est converti en acide vulpinigdepar simple méthanolyse

de la fonction nitrile.

H20;, HCI, EtOH
;i dioxane,
Tr;tgg\/o B, 59%
86
NaN3 DMF,
EtOH
89%
HCl NC™ X0 A
= EtOH
el HO 65%
88 87

Schéma 31 synthese de I'acide vulpinique par réarrangemertiiique de87
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lll. Etude de la synthese d’acides pulviniques mono -

aromatiques

Les stratégies d’'acces aux dérivés de type | é&cthéma 32) mises en ceuvre sont

inspirées de la littérature présentée dans le pvhg précédent.

R,0C7 X0 R,0C™ X0
o o)
S =
HO HO
Me
type | type Il

R

Schéma 32 molécules visées

Quatre stratégies ont été étudiées, avec des swerc@bles. Toutes avaient pour
objectif de fournir un accés aux deux types dévdsgrétudiés, avec le plus grand degré de
variabilité possible : nature du groupement argiure du groupement alkyle, nature de la
fonction « latérale » (acide, ester, cétone...).

Ces différentes stratégies sont présentées steegiant sur le schéma 33, vers

I'obtention d’un produit de type89.

(0] Me
A he A
OJ\/Y Approche B ROOC 0 pproche o)
D — | e—
Me OR " (0] R,00C COOR,
o Me O
RO™ O
91 89 90
ﬂ Approche C
Me
ROOC™ X0 Ox-0
O | e— (0]
= S
MeO MeO
|
92 93

Schéma 33 différentes approches étudiées
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L’'approche A s’inspire de la stratégie 1 décrirédggédemment, qui passe par un
intermédiaire linéaire de type 1,2-dicét@te

L'approche B rappelle les travaux de Weinstockatégie 3), mettant en jeu une
condensation de type Dieckmann sur un ester démoype9l (Y étant un noyau aromatique
ou un groupe permettant son insertion ultérieure).

L'approche C est a rapprocher des stratégies 2 mtesentées plus tét. Le noyau
aromatique serait introduit par un couplage de Busur un dérivé iod82, lui-méme obtenu
a partir de I'anhydride méthoxymaléiga.

Enfin, I'approche D consiste a préparer un inteliziée de type dilactone mono-
aromatiqued4 (schéma 34), qui est un précurseur direct des détixés de type | et I, par
une réaction d'ouverture de l'une ou l'autre desixdéactones. Cette approche peut étre
rapprochée de la stratégie 1 du paragraphe précéuesque des dilactones diaromatiques y

sont souvent rencontrées.

Schéma 34 structure d’une dilactone mono-aromatidde

Enfin, dans la derniére partie de ce chapitre derassemblées les syntheses
ponctuelles de quelques dérivés de type | ou Ihtrémt pas dans ces quatre stratégies

principales.
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[11.1 Approche A : a partir d’'une 1,2-dicétone

Les 1,2-dicétones acycliques se sont révélées ddrdoons précurseurs dans les
syntheses d’acides pulvinigues « classiques ».sll donc envisageable de les utiliser
également comme intermédiaire-clé pour la synthdseides pulviniques simplifiés.

Plusieurs voies d’acces a ces dicétones ont &lécési

l11.1.1 Par une séquence Ortho-métallation / Réduction de Birch /

Ozonolyse

111.1.1.1 Rétrosynthése envisagée

La dicétone97 pourrait étre obtenugia une oxydation du diol corresponde®.
Celui-ci pourrait étre synthétisé a partir du cosgocycligue 99, par une réaction
d’ozonolyse. Ce précurseur résulterait déiRhydroxylation de la double liaison la moins
encombrée du composi)0 Ce dernier peut étre obtemin une réduction de Birch du
composé aromatiqué0l, lui-méme préparé par une douldgho-métallation du composé

aromatiquel02 (schéma 35).

Me N

Me
R,00C™ X0 0
2 tﬁo ——— R00CTX o
< ~
HO HO
Ar

R Me o Me oH

5 > —— R,00C COOR, —— Re COOR,

Ar
(0] HO
R,00C~ X0, R,00C7 N\, -0 R R
o) | — o 97 98
. =~
HO HO
Me

Me
95b 96b . ﬂ
OR, OR, OR, OR,
f OR, Me\i:[ORl Me XxOR; Me OR;
R — R | R e—
R R HO R

OH
102 101 100 99

Schéma 35 rétrosynthése des dérivés de type | et de typarlbqnétallation / Birch / Ozonolyse
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En choisissant de facon adéquate la nature depgments Ret R, il serait possible
de contrdler la régiosélectivité de la cyclisatforale (comme décrit par Ramageet ainsi
d’avoir acces a des dérivés d’acides pulviniquéisdtype |, soit de type Il. La nature des
groupements Ret R doit également étre telle qu’une discriminatiomareau de la premiére
ortho-métallation soit possible. Une échelle de pouwstho-métallant a été proposée par
Sniecku$® Ainsi le groupement O-méthoxyméthyle (OMOM) apfiar@omme un
groupement au fort pouvoortho-métallant par rapport au groupement OMe qui niaii]
pouvoir modéré. En effet, la présence de deux aaiitxygene sur le groupement O-MOM
devrait faciliter 'approche du métal par chélatetnainsi diriger lbrtho-métallation (schéma
36).

— .Me
oo™ o
Ol O
H H
chélation par coordination
deux atomes par un atome
d'oxygene d'oxygene

Schéma 36 pouvoirortho-métallant de OMOM (a gauche) et OMe (a droite)

De nombreux électrophiles peuvent étre introdafiees I'étape drtho-métallation,
comme des groupements alkyles, des halogénes, é@spm. Ici, cette stratégie se révele
intéressante car, si la régiosélectivité dmtlio-métallation est contrblée, il sera possible
d’introduire successivement le groupement méthylmel part et le groupement R d’autre
part.

La nature du groupement R doit étre telle querdaigement aromatique porté par le
dérivé de type | soit introduit en fin de syntha@spartir d'un couplage organométallique sur
95, de fagon a pouvoir introduire aisément une grafidersité sur le motif aromatique. Pour
cela, le groupement R peut étre de différentesreatu

¢ soit un halogene (iode, introduit paol brome, introduit par Br-CHCH=CH,),
¢ soit un alcool (introduit par B(OMgH,O./H™ ou Q/H") qui peut étre transformé par
la suite en triflate,

¢ soit une espéce métallique : SaRimtroduit par BySnCl).
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111.1.1.2 Résultats

a) ortho-métallations

Pour valider la stratégie proposée de dowbnteo-métallation régiosélective, I'étude
s’est portée sur l'introduction de deux groupemettitgles différents (éthyle et méthyle) sur
le guajacol (schéma 37).

Le guajacoll03est protégé sous forme de MOM, en présence d’hgdtarsodium et
chloro(méthoxy)méthane (MOMCI). La réaction n'easgompléete et le produit protéfé4
n'a pas pu étre séparé du guajacol n'ayant pas.réagnélange obtenu contient 81% de
produit protégé (détermination par GC-MS). Ce mgdaa été engageé dans la premiere étape
d’ortho-métallation. Celle-ci est effectuée dans les dibmb classiques, en présence de
secBuLi et deN,N,N',N'-tétraméthyléthylene diamine (TMEDA), dans le THF7&°C. Le
premier électrophile choisi est le bromoéthane.<D@as conditions, le produiD5a pu étre
obtenu pur avec un rendement de 39% sur les deype®t Une analyse par RMN a deux
dimensions a permis de confirmer la bonne régiotei® de I'addition du groupement
éthyle, et aucune trace de I'autre isomére n'alétéctée.

La secondertho-métallation a ensuite été entreprise dans les mé&meditions que
précédemment, en utilisant I'iodure de méthyle camétectrophile. Malheureusement, le
produit de départ a été récupéré inchangé. Le gasha THF a I'éther diéthylique comme
solvant de réactidh a permis de résoudre ce probléme et le produihylé106 a pu étre

obtenu avec un excellent rendement de 92%.

oMe 1) NaH, THF, oMe 1) s-BuLi, TMEDA, oMe
OH _ ta 1h O._-OMe " THF, -78<, 1h O.-OMe
2) MOMCI, 12h 2) EtBr, -78T ata, 4h
103 104 39% sur 2 étapes 105
1) s-BuLi, TMEDA,
Et,0, ta, 1h
2) Mel, ta, 2j
92%
OMe
O._ OMe

106

Schéma 37 doubleortho-métallation del04
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Deux ortho-métallations successives ont ici pu étre réaliséesc un controle total
de la régiosélectivité s’appuyant sur la différedegoouvoir métallant de OMe et de OMOM.

b) réduction de Birch dtis-hydroxylation

L'étape suivante envisagée consiste en la réduatio noyau aromatique pour
conduire au composeé cyclohexadiénique correspontdamggiosélectivité de cette réduction,
dite réduction de Birch, est contrblée par la reatiur ou des substituants du noyau aromatique

(schéma 38§

R R R R R
. > Q Q
métal, e @ e @ AH H _

O e OFF = O 8 2 (e )
NH3 ¢ .

‘ R= groupe

donneur
R R R
@ AH e-, AH @
€]

© M H
R= groupe
attracteur

Schéma 38 régiosélectivité de la réduction de Birch

Dans le cas de la molécul®6, les deux groupements alkoxyles donneurs devraient

diriger la réduction vers I'obtention du compd€¥ (schéma 39).

0 ~o
\CLO;/O\ réduction de \CLO/\/O\
T Bien

107

Schéma 39 produit de réduction attendi®7

Une premiere étude de cette réduction a été mmméen substrat modele, le vératrole
108 (schéma 40% La réaction a été mise en ceuvre, en présence @amaque liquide dans
le THF, en utilisant comme métal le lithium et comsource de protons I'alcool éthylique.
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~ ~
o Li, NHs liq, o
O EtOH, THF, O
-78T, 2h, 47%
108 109

Schéma 40 réduction du vératrole

La réduction du vératrole conduit effectivement ragioisomere attendi09 mais
avec un rendement moyen.
L'étape suivante, a savoir lais-hydroxylation de la double liaison la moins

encombrée a ensuite été étudiée (schéma 41).

~o
©/O\ conditions O
HO

OH
109 110

Schéma 41 essais dbis-hydroxylation

Les conditions classiques Hes-hydroxylation (Os@, NMO, tBuOH, acétone, D et
RuCk, NalQ,, H>O) n'ont malheureusement pas permis d’obtenir & #i0. Il semblerait
que le produit cyclohexadiéniqu®9 soit sensible aux conditions d’oxydation, puisque u
réaromatisation partielle du systéme a été obseoarauisant a la formation de vératrole
108 Une autre voie pour obtenir ce diol en deux &apar époxydation puis ouverture de
'époxyde, a ensuite été envisagée. Mais dans tewlitons d’époxydation nfCPBA,
NaCO;s, benzene), une réaromatisation du systeme a égalaite observee et I'époxyde n'a

pas été formé.

La réduction de Birch sur le composEd6 a tout de méme été testée.
Malheureusement, dans les mémes conditions guesdeltées pour le vératrole, un mélange
complexe ne contenant pas le produit réd0if a été obtenu. Il semblerait que la présence
des groupements alkyles perturbe la réduction. péme partielle des groupements alkoxyles
a également été observée.

Avec les résultats décevants obtenus lors depketie réduction dé06, ainsi que
dans I'étape déis-hydroxylation du composé modéle, cette voie d’aceEs les dérives

simplifiés d’acides pulviniques a été abandonnée.
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l11.1.2 A partir de I'acétal diéthylique de I'acroléine

111.1.2.1 Rétrosynthése envisagée

Une seconde voie d’acces au systéeme 1,2-dicétaluesaété envisagée (schéma 42).

R'

R,00C™ O, N COOR R OH
-~/ 0 == Ry00C 1 = RgOOCJﬁ/S/COORl
o

H ) O R OH R
111 112 113

ﬂ

(0] OGP OGP
EtO EtO COOR H
\’/\ = EtO H @<= R — COOR,
OEt OEt OEt R O R
117 116 115 114

Schéma 42 rétrosynthése des acides pulviniques a partitagétal de I'acroléine.

Comme décrit précédemment, la dicétdri pourrait étre un bon précurseur de
dérivés de type | et I, en choisissant de facqur@miée la nature des groupemeniseRR,
qui orienteraient la cyclisation vers I'un ou l'eaitdes dérivés. Le didl13 pourrait étre
préparé par l'addition d’'un énolate d’ester sutdénydel14, obtenu par déprotection de
'acétal 115 Cet acétal serait lui-méme préparé par additiom dutre énolate d’ester sur
'aldéhyde 116. L'intermédiaire clé de cette synthése est doncolmposél16 qui possede
une fonction aldéhyde réactive et une fonctionaydé masquée. Ce dernier est préparé par

ozonolyse de I'acétal diéthylique de I'acroléltiEy, réactif commercial.

111.1.2.2 Résultats

a) ozonolyse

L’étape d'ozonolyse de l'acétal diéthylénique tkcroléine117 a tout d’abord été
effectuée (schéma 4%).
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OH o}
EtOw/\ 1) O3 EtOH, -78T, 1h EtO A Eto\')k
X 3, ’ ’ ,
OEt ——' » H
OEt 2) Me,S, -78C a ta, 12h OEt 50% OFEt
117 118 116

Schéma 43 ozonolyse d&6
Dans les conditions classiques d’'ozonolyse puisuatiah au diméthylsulfure,

I'hémiacétal 118 est obtenu. Une distillation a pression atmosphérigermet d’obtenir

I'aldéhydell6avec un rendement global de 50%.

b) premiere condensation sur I'aldéhyiiEbs

L’'aldéhyde 116 est additionné sur I'énolate lithié du phénylat®tde méthylel19
pour former I'alcool correspondah®0. La condensation s’effectue avec un bon rendeadent
85% apres purification et I'alcool est obtenu starsne d'un mélange de diastéréoisomeres
(schéma 44). Lors de l'étape de protection de dallc ce produit a été utilisé sans
purification.

L’étape de silylation est lente, les meilleurs tigs ont été obtenus en 4 jours a
température ambiante, et la conversion de l'aletest pas compléte. Ceci peut étre di a
I'encombrement stérique de l'alcool secondaire forqui génerait I'approche du dérivé
silylé, lui-méme trés encombré. A lissu de cesxdétapes, I'alcool protégé&2l a tout de
méme pu étre obtenu avec un rendement global de 28#ement sous la forme d'un

mélange de diastéréoisomeres.

MeO (0] MeO O
1) LDA, THF,
OMe -7)8°c, 45 min OH  TBDPSCI, OTBDPS
(0] 2) o) imidazole, THF,
Eto\l)l EtO" OEt DMF, ta, 4j EtO” OEt
116 23% sur 2 ét.
119 OE! 120 121

Schéma 44 premiere condensation et protection de 'alctizd

Notons que le choix du groupement protecteuéagéidé par la suite de la synthese,
car un groupement stable en milieu acide et bagtpienécessaire. En effet, I'étape suivante
consistera en la libération de la fonction aldéhgdel21, ici masquée par I'acétal. Cette

déprotection s’effectue classiquement en milieweaciDe plus, la seconde condensation
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s'effectue, comme la premiére, en milieu basiquegtoupement TBDPS semble donc bien

approprié ici et sa déprotection pourrait s’effectpar I'action d’ions fluorures.

c) déprotection de la fonction acétal tizl

La déprotection de la fonction acétal diéthyliglesl21 a ensuite été étudiée (schéma

MeO (@] MeO o)
QEOTBDPS conditions QEOTBDPS
EtO” "OEt 0~ "H
121 122

Schéma 45 déprotection de l'acétal sl

45).

Un acétal de ce type est classiquement clivé dassconditions acides. Plusieurs

essais ont éteé effectués (tableau 2).

Tableau 2 :essais de déprotection de 'acétal

Entrée Acide Conditions Aldéhyde
1 TFA CHCE, H,0, 20°C, 3h Traces
2 TFA CHCE, H;0, 80°C, 2h Traces
3 APTS Acétone, bD, 80°C, 4h Traces
4 Amberlyst 15 Acétone, 40, 20°C, 4] Traces
5 ZnCh DCM, 20°C, 1h Quantitatif

Les conditions classiques de déprotection d’'uratéital utilisent des acides plus ou
moins forts dans I'eau. Ici, aucune des conditims$ées (tableau 2, entrées 1-4) n'a permis
d’obtenir le composé attendu (la formation de kddgde peut étre facilement suivie par RMN
'H, pic caractéristique & 9,53 ppm). Dans les cartitemployant des acides forts (tableau 2,
entrées 1-3), la disparition de I'acéfil est totale mais le mélange est trés complexe et
seules des traces de I'aldéhyde attendu ont pwBservées. Dans des conditions plus douces
(tableau 2, entrée 4), 'acétal n’est que tresqimrotégé apres 4 jours de réaction.

Finalement, les conditions optimales pour effectoette déprotection utilisent un

acide de Lewis, le chlorure de zinc (tableau 2réen6)®® Cette réaction est trés rapide et

84



Chapitre 2 : Syntheses d’acides pulviniqgues morwratiques

efficace puisque l'aldéhydd22 est obtenu en 1h & température ambiante de maniére

guantitative.

d) seconde condensation sur I'aldéhg@®

La seconde condensation a ensuite été envisag@es Be cas, I'ester choisi est
l'acétate de benzyld23 Le produit attendul24 devait permettre I'acces a des acides
pulviniques de type I, car la difference de natige deux esters (méthyliques et benzyliques)
devrait permettre une discrimination lors de I'é&dimale de cyclisation. Cette condensation a

été effectuée dans les mémes conditions que laigneschéma 46).

MeO.__O

1) LDA, THF, -78C OTBDPS
OBn \/

o) 2) Meo.__O HO
©;/S/OTBDPS 0] OBnN
123 o7 122 124

Schéma 46 seconde addition sur I'aldéhyd@?2

Malheureusement, l'alcool désiré24 n'a pas été formé. Une grande partie de
l'aldéhyde 122 a été recupérée inchangée, ce qui laisse a supmpsé n'est pas
suffisamment réactif. La présence du groupement @AB pourrait géner I'approche de

I’énolate.

Devant I'échec de cette étape, celle-ci a été ddramee et une nouvelle voie d’acces
aux dérivés d’acides pulviniques a alors étée étdiéanmoins, le changement du

groupement protecteur TBDPS par un groupement benmpoins encombré, pourrait étre
étudié afin de déterminer si 'encombrement stérigst bien a I'origine de I'échec de la

derniere addition sur I'aldéhyde.
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1.2 Approche B: a partir d'une condensation de t ype

Dieckmann
l11.2.1 Rétrosynthése envisagée

La stratégie envisagée est inspirée des travaWealastock, dont la voie de synthése
est intéressante car souple, mais qui souffre mgeraents faibles. Une amélioration de cette
voie semblait donc possible, en procédant a quslqdaptations (schéma 47). Une voie de
synthese dans laquelle les noyaux aromatiquesesena@mplacés par des précurseurs pour
effectuer des couplages métallo-catalysés de tymeiks a été envisagée. Ces précurseurs
peuvent étre de différentes natures, mais les phidents semblent étre des atomes

d’halogene. Ceci devrait permettre d’avoir acc@sd@ment a une large gamme de dérivés.

Y
R X X O\\Z,J

MeOOC™ X0 MeOOC X0, MeOOC X\,~O
— o | — -/ 0 — o
HO HO OR;

R Y

125type | : R =Me 126 127
R=Ar
type Il : R' = Ar
R =Me
X
N 0 on o
OR MeOOC™ X v
Jo+ Rlo)%( 1 ——= + CI)K/
MeOOC o
o OR;
130 48 128 129

Schéma 47 rétrosynthése envisagée a partir des travaux dastéek

En utilisant le chloroacétate de méthyle commered¢ départ(130, X = Cl) et le
chlorure de propionylel@9,Y = Me) comme chlorure d’acide, I'accés a des d&ride type
Il serait possible, en effectuant un couplage n@taltalysé pour introduire le groupement
aromatique sur la partie « nord » 126

A linverse, en utilisant le propionate de méthglanme este(130,X = Me) et le
chlorure d’acétyle29,Y = H) comme chlorure d’acide, les dérivés de tiypeurraient étre
obtenus, car la position 3 de la lactone peutfétmetionnalisée par un atome d’'iode, comme
décrit précédemmenit, et engagé dans un couplage de Suzuki-Miyaura jmraduire la

partie aromatique de la partie « sud »X26.
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[11.2.2 Résultats

L'acétate d’'éthylel31a été utilisé comme ester modéle de départ, awapasser aux

autres esters30décrits précédemment.

111.2.2.1 Premiers essais

La condensation entre I'oxalate de diéthi/fet I'acétate d’éthyld31a été effectuée
en utilisant les conditions décrites par Drefleciest-a-dire en ajoutant la LDA sur une
solution contenant les deux réactifs. Le produibésenu sous forme d’'un mélange de formes
cétoesterl32a (27% par intégration en RMRH) et énol132b (73%). Le mélange obtenu

aprés condensation a été engagé sans purificaiml@étape d’acylation (schéma 48).

0 i LDA, THF 0 0 7 oH
)J\ * EtOJ\”/ Oft T, OEt + _~__OEt
OEt 78C. 1h EtO EtO
O ’ e} O
131 12 132a 132b
o
M 133
Et3N, acétone,
60T, 12h
51% sur 2 ét.
EtO_ _o j])\
X0 conditions o O
P OEt
-~/ © Eto)w
HO 0
135 134

Schéma 48 premiers essais d'acylation/cyclisation

L'acylation a été effectuée avec le chlorure digleél33 dans l'acétone, en présence
de triéthylamine. Le produit acylé84a pu étre obtenu avec un rendement acceptabledde 51
sur les 2 étapes, sous forme d’'un mélange équirealas formeg etZ.

Le composé acylé34 a ensuite été placé dans différentes conditiongjbes afin

d’effectuer la cyclisation et pour conduire a lénnédiaire cyclis& 35 (tableau 3).
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Tableau 3 :essais de cyclisation du produit acy&t

Entrée Base Conditions Résultats
1 EtN Acétone, 60°C, 12h Pas de réaction
2 DBU DMF, ta, 12h Pas de réaction
3 tBuOK tBuOH, ta, 12h Pas de réaction
4 tBuOK tBuOH, 80°C, 1h Dégradation
5 LDA THF, -78°C, 1h puis ta Dégradation
6 LIHMDS THF, -78°C, 1h puis ta Dégradation
7 CIPA THF, -78°C, 1h puis ta Dégradation

Malheureusement, aucune des conditions testéegerimis d’obtenir le produit
cyclisé attendu. Les conditions « douces » (tabBantrées 1-3) ne semblent pas suffisantes
pour enclencher la cyclisation alors que I'empleiabnditions plus fortes (tableau 3, entrées

4-7) provoque la dégradation tia4.

111.2.2.2 Nouveaux substrats et essais de cyctgati

Une autre stratégie de cyclisation a donc étésageie, en substituant le chlorure
d’acétylel33par d’autres agents d’acylation.

Des substrats pouvant permettre la cyclisatiors di@s conditions basiques douces ont
été envisageés. Pour cela, il faudrait rendre |lesops portés par le groupement acyle plus
acides que dans le cas &4 Ceci peut étre possible si le groupement Y esjronpement
électroattracteur (schéma 49). Dans les cas preplespKa des protons Ha est compris entre
10 et 15, ce qui signifie que des bases faiblesyplel de la triethylamine ou du carbonate de

potassium, devraient permettre de déclencher lisayion.

o

Y
j\/ﬁ?ﬁ'a Y = COOR, SOR, SR, CN...
=
EtO

COOMe

Schéma 49 nouveaux composeés envisagés
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a) avec un groupement carbonylé

En premier lieu, la réaction entre I'alcobB2b et un dérivé maloniqué&36 a été
étudiée (Y = COOEY).

Tableau 4 :essais d'acylation avec un dérivé malonique
O O

O OH O O conditions e} QJ\/U\oEt

__OMe + + _A__OMe
Etow RJ\/U\OEt EtOJ\/Kﬂ/

0 0
Entrée R Conditions

1 Cl EgN, acétone, 0°C ata, 12h

2 Cl EgN, DCM, 0°C a ta, 12h

3 Cl K>COs, DMF, ta, 12H

4 Cl Pyridine, DCM, ta, 12H

. oH Chlorure d’oxalyle, DMF, DCM, 0°C, 1h puis

EtsN, DCM, 0°C
6 OH DCC, DMAP, DCM, ta, 12H

Malheureusement, aucune des conditions testégsemais d’obtenir le produit acylé
137. A partir du chlorure d’éthylmalonyl&36, les conditions employées pour I'acylation par
le chlorure d’acétyle (tableau 4, entrée 1) neosd pas révélées satisfaisantes, de méme que
les autres conditions testées (tableau 4, entré®s Ra préparation fraiche du chlorure
d’acide 136a a partir de l'acide carboxyliqu&36b n’a pas non plus permis de réaliser
I'acylation (tableau 4, entrée 5). Enfin, I'utiligan de l'acide136b en présence de DCC
(tableau 4, entrée 6) n'a également pas donnéasaiis.

Ces résultats sont trées décevants et les profluitsés n'ont pu étre clairement

identifiés. D’autres groupements stabilisants amtadété envisagés.

b) avec un groupement soufré

Les composés soufrés possedent des propriétésuparement intéressantes. En
effet, a partir de sulfures, il est aisé de modifee degré d’oxydation du soufre et d’avoir
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acces a des groupements électroattracteurs tellegselfoxydes, les sulfones ou les sels de
sulfonium. De plus, il a récemment été mis au poiles réactions de couplage
organométalliques en utilisant comme substrat desde sulfoniums. Ainsi, le produiB8
réagit avec l'acide boroniquE39 pour donner le produit de coupla@é0 avec un trés bon
rendement (schéma 58)

B(OH),
® PdCl,dppf, O
ST o
+
THF, 8h,
40C, 82%
138 139 140

Schéma 50 exemple de couplage de Suzuki utilisant un selutfersum

Dans un premier temps, le sulfutdl a été préparé, d’'une maniere similaire aux
exemples précédents (schéma 51). L'acide thioglygell42 a tout d’abord été méthylé par
I'iodure de méthyle, avec un bon rendement, pourriio I'acide 143 lequel a été transformé
en chlorure d’acidel44 dans des conditions classiques. Ce chlorure ddaaictté mis en
réaction avec I'énoll32b pour fournir le composél4l, dans les mémes conditions

gu’'auparavant, mais avec un rendement beaucoupggills.

o) o O
Mel,Et3N, chlorure d'oxalyle
)K/SH )K/S : )K/S
HO ~ cl h
HO THF, 0T, DMF, DCM,
. A
142 1h, 86% 143 0<C, 30 min 144
)(L/?:( Et3N, acétone,
A _ome | 0T, 1h
EtO
1320 ° 14% sur 2 ét.
(o]
N
OMe
o OM
(e}

141

Schéma 51 préparation du composé soufrél

Le sulfurel4l a ensuite été transformé en sulfoxylde, par oxydation en présence
de mCPBA et en tétrafluoroborate de sulfoniutd3 par méthylation avec liodure de
méthyle suivie d'un échange du contre-ion (sché®)a 5
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S}
4 O

o | BF
o O)K/S@ Mel, AgBF,, o OJK/S\

m-CPBA,
— el A _ome
Eto)%(OMe DM, MeND, EtoM(OMe . EtO)W

o rt, 12h, 71% o 1h, 57% o)
143 141 142

Schéma 52 formation du sulfoxydd42et du sel de sulfoniuh43

Ces trois composés ont ensuite été soumis aelitieessais de cyclisation (tableau 5).
L’emploi de conditions basiques fortes sur le s@lfi41 ont provoqué la dégradation de la
molécule (tableau 5, entrées 1,2). Avec le sulfexidl des conditions plus douces ont été
testées (tableau 5, entrées 3-6). Malheureuserset, produit de départ est totalement
consomme, le produit cyclisé n'a été détecté damsuree des conditions testées et des
mélanges complexes ont été obtenus apres réattomsel de sulfoniuml43 placé des
conditions basiques, n’a lui non plus pas fourmpreduit attendu (tableau 5, entrées 7-10), ce

qui est probablement di a sa dégradation dan®febtions testées.

Tableau 5 :Essais de cyclisation des compo$és, 142et143

O

(e}
o) OJK/R conditions (0] O
R
EtO)WOMe >< = i

Fo) OH

141 : R=SMe 144
142 : R=S(0)Me
143 : R=SMe,* BF

Entrée Composé Conditions
1 141 LDA, THF, -78°C, 30 min
2 141 LIHMDS, THF, -78°C, 30 min
3 142 EtN, acétone, 0°C, 30 min
4 142 KCOs, DMF, ta, 12h
5 142 NaH, THF, 20°C, 1h
6 142 TBAF, THF, 20°C, 3h
7 143 NaOH, KO, reflux, 15 min
8 143 EfN, acétone, reflux, 2h
9 143 EtONa, EtOH, reflux, 1h
10 143 KOH, DCM, ta, 12h

Aucune des conditions testées sur ces trois sibsiia permis d’accéder a la lactone

désirée, une autre stratégie de cyclisation a dtinenvisageée.
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c) composé acylé bromé

Une réaction de type Reformatsky intramoléculgioair effectuer la cyclisation a
ensuite été envisagée. Une telle cyclisation agt@tdécrite par Brandange sur un substrat
prochel145, pour obtenir un dérivé de I'acide tétronigl#6 (schéma 53§° Le traitement du
composé bromé&45 par du zinc activé fourni un meélange de produdlisg 146 (36%) et de
produit déhalogénd47 (39%). Par la suite, le remplacement de l'estéyligue par un
N-acylpyrrole comme groupement électrophile a peaiasgmenter le rendement en produit
cyclisél46a 87%.

Oy O~ 0 Ox, O~
I Zn, THF, -~/ © I
o HO +

reflux, 1h
Br H
145 146 147
36% 39%

Schéma 53cyclisation par réaction de Reformatsky intramoléce par Brandange

Pour arriver au précurseur bromé souhaité, ungeseg similaire a la précédente a été
effectuée : l'acétate d'éthyl@31 a été condensé sur 'oxalate de diéthyeet le brut

réactionnel résultant a été traité par du bromaerbramoacétyl@48(schéma 54).

o) % o o O OH

)k " EtO)SfOEt _LDATHR, OEt + = OEt

OEt EtO EtO

o -78%, 1h S o

131 12 132a 132b
(o]

e M, 148

Et3N, acétone,

0T ata, 1h30,

55% sur 2 ét.

EtO__o o)
N
I e
N0 Zn, THF, 0O O
o0 —X— Eto%oa
HO reflux, 1h

150 149

Schéma 54 synthese dé49et essai de cyclisation

De la méme facon que précédemment le produit dogl@él49a été obtenu avec un

rendement global de 55% et sous la forme d’'un ngélates forme& et E. En présence de
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zinc, le dérivé bromé devrait former le composéangzincique correspondant et ainsi
permettre la cyclisation. Aprés 1h a reflux du Tel présence de zinc active, le composé
bromé est totalement consommeé. Malheureusemergrolduit formé n’est pas la lactone
attenduel50 mais I'énol132b: seule la perte de I'atome de brome a eu lieujudaisse
penser que linsertion de zinc dans la liaison caeébbrome a bien eu lieu mais que
I'organozincique formé n’a pas permis d’effectugrcclisation. Le remplacement de I'ester

méthylique par uiN-acylpyrrole pourrait étre envisagé pour effectuedte cyclisation.
Tous ces résultats négatifs, dans des conditréssvariées ont montré les limitations

de cette approche et celle-ci a donc été abandohia@eeés aux dérivés de type Il n’a pas été

étudié ici.
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[11.3 Approche C : a partir d’'un anhydride maléique

Comme décrit dans le paragraphe 1.2, Pattendembservé une excellente
régiosélectivité lors de Il'addition d’énolates zmques d'acétates d’aryled0 sur des
anhydrides 3-aryl-2-méthoxymaléiquéd et a appliqué cette réactivité a la synthese désci
pulviniques naturels (schéma 22, p. 68).

Il a donc été envisagé d’étudier la régioséletgtide cette réaction sur d’autres dérivés
d’anhydrides maléiques, non arylés, afin d’ouvnreuvoie de synthese vers les dérivés

pulviniques de type | ou Il visés.

[11.3.1 Rétrosynthése envisagee

La synthese de dérivés de type | peut étre endgsagpartir de propionate de méthyle
151 et d’anhydride méthoxymaléique@3 (schéma 55). La position non-substituée de la
lactone pourrait étre halogénée pour condu®@, ajui semble un bon substrat pour participer
a des reactions de couplage avec des acides boesnégiomatiques. Ceci permettrait d’avoir
acces rapidement a une large gamme d’analoguegedd 152, a partir d’acides boroniques

commerciaux.

Me

o
Q Me
0
MeOOC™ ™\ o0 == Ifo + )
S MeO MeOOC

M
|

152 92 93 151

Schéma 55 rétrosynthése des produits de type | a partitaadnydride maléiqu®3

Pour les dérivés de type 153 il faudrait faire réagir un acétate d’aryl@ avec
I'anhydride 2-méthoxy-3-méthylmaléiqu®4 (schéma 56).
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R
NN
I R\\
= [e) o ‘
0 Pz
MeOOC™ X0 = If +
10 MeO M
S e MeOOC
HO
Me
153 154 47

Schéma 56 rétrosynthése des produits de type Il a partifatehlydride maléiqué54

Les résultats obtenus pour la préparation devéede type | et de type Il vont étre

présentés séparément.

111.3.2 Les dérivés de type |

111.3.2.1 Synthése de I'anhydride méthoxymalé@egie

La synthese de I'anhydride méthoxymaléi@3ea été effectuée par la méthode décrite
par Argade?® Celle-ci compte trois étapes & partir de I'acétghiicarboxylate de diméthyle
155(schéma 57).

MeO.__O 9] 0
MeOH, EtoN, e° 7 ome KOH, MeOH, MeO ~on SOCl, reflux, 24h, OIO):
— o)
ta, 12h OMe " H,0, ta, 5h (OH 58% sur 3 ét. =~
puis H* MeO
MeO™ ~O 9] o)
155 156 157 93

Schéma 57 synthese de I'anhydride méthoxymaléid@sgpar Argade

L’acétylenedicarboxylate de diméthyl&5 subit une attaque de type oxo-Michaél par
le méthanol en présence de triethylamine, pour wioechu composé&56 sous forme d’un
mélangeE/Z dans les proportions 70/30 (par intégration en RMN Ce diester est ensuite
saponifié pour obtenir le diacidé&7. Ce diacide, placé en présence de chlorure daytleia
reflux, s'isomérise et cyclise pour fournir I'anhigk désiré93. Cette séquence s’effectue
avec un bon rendement global de 58% et est facierapplicable a grande échelle (la

préparation de 150 g @3 a été realisée).
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111.3.2.2 Synthése du composé i@

L’énolate zincique du propionate de méthiAd, forméin situ par addition de LDA et
de ZnC} sur l'ester, est additionné sur I'anhydride méthoaléique93 dans le THF pour
donner l'alcool158 sous forme d’un mélange de formes diastéréoison{éocbgma 58). Ce
produit a pu étre isolé par chromatographie sudgedilice. Cependant58 peut étre obtenu
de facon tres propre par extraction du milieu iéackel hydrolysé par une solution aqueuse
saturée en NKLI (voir la partie expérimentale pour les détails).

Une telle addition n'est pas décrite dans larkiigre, mais les travaux de Kayser
avaient montré que la réduction régiosélective @wbanyle adjacent au groupement
méthoxyle était possible sur I'anhydri®&>° D’'une facon similaire, I'addition de I'énolate
zincigue du propionate de méthyle 9% s’effectue de maniere régiospécifique. Dans notre
cas, le rendement d’addition est moyen (51%), nhaist a noter que les réactions du méme

type décrites par Pattenden s'effectuaient aveceteiements variant entre 21 et 28%.

CF,
1) LDA, ZnCl, Me /g
Qo AE i OH TFAA, Et;N
“Scoome _HF7845mine00c 0 ° MeOOC
2) OO - /—0  DMAP, DCM,
L/Eo 93 MeO 0C ata, 12h
151 MeO 158

51%

90%

Me

MeOOC o] L CAN Meooc%
<~/ ©  MeCN, 40T,

MeO | 3h, 94%
92 160
E/Z > 90/10

Schéma 58 obtention du composé io@2 a partir de I'anhydride méthoxymaléiga

Les conditions utilisées pour les deux étapesaswds sont inspirées de celles
récemment décrites par Mioskowski et présentées dmrparagraphe 11.472. Ainsi, la
déshydratation dé&58 s’effectuevia le trifluoroacétate correspondab®9 qui, en présence
d’'un exces de triethylamine, s’élimine spontanénpmnir donner le pulvinat&60. Celui-ci
est obtenu avec un excellent rendement et un waselices pour I'isomérg&. Enfin, la

iodation s’effectue également de maniere efficaceprésence d’'iode et en utilisant le CAN
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comme co-oxydant. Le composé iogl2 est donc obtenu avec un bon rendement de 42% a
partir de 'anhydrid®3.

111.3.2.3 Couplage de Suzuki sur le subsfat

Le composé?2 esta priori un bon substrat pour une réaction de couplagellméta
catalysée, comme le couplage de Suzuki-Miyaura.sDegtte optique, l'utilisation d’un
nouveau type de catalyseur, supporté sur une résngue et développé au laboratoire par
les Drs Carine Thiot et Alain Wagn&ra été étudié.

L'utilisation de liquides ioniques (LI) en chimi@rganique est en plein essor et le
remplacement des solvants usuels par des LI seittraduvent par des améliorations en
termes de rendement, cinétique et/ou sélecti¥itgLes LI sont en général composés d’ions
non coordinants, ce qui en fait des solvants taaines. Les LI sont compatibles avec de
nombreuses réactions (hydrogénation, Friedel-Cr&dfsnation de liaisons C-C). et leurs
bénéfices environnementaux ont été particulierenmist en avant (pression de vapeur
négligeable, inflammabilité réduite...). Toutefois, I8 mise en ceuvre est facile, la
purification du produit de réaction, le recyclage datalyseur et/ou du LI restent
problématiques.

Dans le cadre de développement de nouveaux catiatybétérogenes, notre groupe a
étudié les gels de polymeres ioniques, comme altem aux LI. Ces gels ioniques
présenteraient a la fois les propriétés des Leemés de polarité et d’environnement ionique,
tout en conservant les facilités de séparationpwéication du produit et du recyclage du

catalyseur de par leur caractere hétérogene.

a) préparation et applications du catalyseur

La préparation de ce nouveau type de catalysdudéssite au schéma 59 (dans le
reste du manuscrit, ce catalyseur sera normaig Un polymere ionique est préparé en
traitant la résine de Merrifield par un exces déthylamine. Aprés lavages, le gel obtenu est
mis en présence d’'une solution d’acétate de palladians la DMF. Durant cette étape, le
métal est absorbé sur la résine, par des interaction-covalentes fortes entre le métal et la
partie ionique du gel, ce qui va conduire a la fation du pré-catalyseur. La concentration en
palladium de celui-ci a pu étre déterminée parymeaélémentaire. Au cours de la réaction, le
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métal passe de I'état d’oxydation (+1l) a (0), ag grovoque la formation de colloides de
palladium. Ces colloides représentent égalemenesigéces de palladium actives pour des

réactions de couplage.

ﬁ%
# Et;N, tol, p Pd(OAc)2 @
MeCN 80C DMF 30T,
24h W

% v % v Et3N®
n cl h NEt;—Cl n NEtz~CI-Pd(ll) h NEt3 CI

CI@
® NEt3

Résine de Merrifield Polymere ionique Pré-catalyseur Nanoparticules 0
stabilisées de
catalyseur

Schéma 59 préparation du catalysecat

Les conditions optimisées pour le couplage de Bugzant les suivantes : dérivé
halogéné (1 éq), acide boronique (1,2 @pNH (2,5 ég).cat (0,7 mol%), MeCN/HO (3/1),
85°C, 6h30.

Ce catalyseur a été utilisé avec succes dansodgsages de Suzuki, montrant une tres
grande activité catalytique, puisque seulemenin@®b6 de Pd sont utilisés. Les conversions
observées sont bonnes (de 76 a > 99%) pour unel@geimme de substrats (halogénures
d’'aryles ou d’hétéroaryles et acides boroniquesnatimues ou hétéroaromatiques). De plus,
ce catalyseur s’est montré stable avec les réacttonduites en milieu aqueux. Enfin, le
recyclage du catalyseur est possible, sans petablead’activité (chute de 20% seulement de

I'activité apres 5 essais consecutifs).

b) Couplage de Suzuki s@p, catalysé pacat

Les conditions décrites précédemment ont été quotis au couplage du substrat iodé
92 avec différents acides boroniques (tableau 6).
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Tableau 6 :réaction du dérivé iod@2 avec des acides boroniques

Me Me
ArB(OH
MeOOC 0o iIJrzl(\lH,)éét, MeOOC © o
— O =
MeO MeCN, H,0, MeO
| 85T, 6h30 Ar
92 161
Entrée Produit Rdt Entrée Produit Rdt
Me
Me
MeOOC (@)
MeOOC o) o . =0
1 Me/o% 78% 5 MeO 67%
161a ¢ 161e
Me Me
MeOOC 0 MeOOC O
</ ©° =0
2 MeO 65% 6 MeO 63%
ove 161b Br 161f
Me Me
MeOOC \0 o MeooC \O o
3 Meo 92% 7 ) 61%
OMe
ove  161c 1619
Me Me
MeOOC e}
— (@]
4 M:O% 58% 8 89%
161d

Le couplage s’effectue avec de bons rendementpri®entre 58 et 92%. La réaction
entre92 et I'acide 4-méthoxyphénylboronique (tableau @rém?2) a été plus particulierement
étudiée, car des problémes de reproductibilitééthbbservés, notamment lors du passage de
cette réaction a I'échelle du gramme. Quelquesiessa donc été effectués, afin de pallier a
ce probleme. Malheureusement, ni le changementade (NaOH a la place dEr,NH), ni
I'emploi de micro-ondes, ni l'utilisation de conids plus classiques (Hdppf),Cl,-DCM
5% mol, NaCO; ou K3PQ,, toluéne, eau) n'a permis d’obtenir d’amélioraioRinalement,

les résultats les plus satisfaisants ont été obtawec le systeme initial.
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111.3.2.4 Déprotection de I'énol

Les différents pulvinates obtenus ont ensuite @e&és dans des conditions de

déprotection de I'énol, en présence de tribromerbate dans le DCM a 0°C (tableau 7).

Tableau 7 :déprotection de I'énol par BBr

Me Me
MeOOC o] BBr3, DCM, MeOOC o)
MeO 0T, 2h, HO
Ar 50-85% Ar
161 162
Entrée Produit Rdt Entrée Produit Rdt
Me
Me
MeOOC o]
MeOOC o] o =0
1 H/o% 85% 5 HO 71%
162a L 1626
Me Me
MeOOC 0 MeOOC o]
-~/ © __ =0
2 H/‘?% 65% 6 HO 58%
ome 162b Br 162f
Me Me
MeOOC o} o MeOOC \O o
3 HO / 7 ) 61%
OMe
omMe  162cC 1629
Me Me
MeOOC o]
=0
4 HZ?K\% 69% 8 50%
162d

Les produits déprotégés ont été obtenus danslésusas, a une exception, avec des
rendements acceptables compris entre 50 et 8586t b noter que, dans la plupart des cas,

environ 5 a 10% de l'acide correspondant sont égaié obtenus.
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Dans le cas du pulvinate6lb, une explication de la déprotection régiosélectiee
I'énol par rapport au groupement méthoxyle aronugtipeut étre proposée par analogie avec
les études de Langer sur les acides pulviniqudassiques » (schéma 68)La chélation de
BBr3; par la fonction ester provoque l'activation, plascoupure de I'énol, qui libere I'acide

pulvinique162hb.

Me
MeO.

MeO

161b

OMe OMe OMe OMe

Schéma 60 mécanisme de déprotection régiosélective de 'dad61b

Dans le cas du pulvinates1¢ le produit attendd.62c n’a pu étre obtenu. En effet,
dans ce cas, c’est un des deux groupements mé#isopgttés par le noyau aromatique qui est

déprotégé et non I'énol.
Les produits obtenus se caractérisent par unensatecouleur jaune et un pic

caractéristique en RMNH : un singulet trés fin vers 13 ppm correspondanitatome

d’hydrogéne de la fonction énol, lié par liaisordiggéne avec le carbonyle de I'ester voisin.

[11.3.3 Les dérivés de type Il

L'adaptation de la synthése précédemment décriensuite été envisagée pour
accéder aux composés de type Il en étudiant ldioéaentre I'anhydride 2-méthoxy-3-méthyl

maléiquel54 et un énolate d’acétate d’aryl& (schéma 56, p. 95).

111.3.3.1 Synthése de I'anhydride 2-méthoxy-3-niéthigiquel54

Dans un premier temps, I'anhydride 2-méthoxy-3hiviéaléiquel54 a été préparé,
en adaptant la synthése décrite par Ka$fset,en se basant sur les résultats obtenus pour la

synthese de I'anhydride 2-méthoxymaléi@3gschéma 61).
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1) LDA, THF, OH MeOH, PPhg, OMe
-78<T, 45 min DIAD, THF
Me -~ ! ' Me =~
Me/\COOMe D o COOMe . COOMe
oMe MeOOC 0T ata, 12h, MeOOC
MeOJ\n/ 77% sur 2 ét.
163
151 48 © 164
KOH 4M,
MeOH, ta,
2h
SN} SOCl, " OMe
= © reflux, 20h e%COOH
MeO ’ '
Me 57% sur 2 ét. HOOC
154 165

Schéma 61 préparation de I'anhydride54

L’énolate du propionate de méthyl®1 réagit avec I'oxalate de diméthy#8 pour
donner I'énol163 lequel est protégé sous forme d’éther méthylipae une réaction de
Mitsunobu. Le diestefl64 est ensuite saponifié en diacitié5 qui cyclise en présence de

chlorure de thionyle pour donner I'anhydrit4 avec un bon rendement.

111.3.3.2 Addition d’acétates d'aryles stb4 et déshydratation

Pour accéder aux dérivés de type Il, les additid@molates zinciques d’'acétates
d’'aryles 47 sur 154 ont été étudiées. De la méme fagon que dans lededsmnhydride
méthoxymaléiqué3, de telles additions ne sont pas décrites dalittdeature. Cependant, les
travaux de Pattenden et Kayser ont montré quea de&me facon que po@B, une réduction
régioseélective dé54sur le carbonyle adjacent au groupement méthoxgiepossible.

Trois acétates d’aryle ont été utilisés : le plarstate de méthylé7a le 4-méthoxy-
phénylacétate de méthy@b et le 4-bromophénylacétate de méthjfe (schéma 62).

R R
1) LDA, ZnCl,, @ 1) MsCl, Et3N,
Et,0, -7, on DMAP, DCM,
min reflux, 3h
/©/\coow|e - MeOOC o MeOOC o
R 2 o /0  2)DBN, THF, /)0
=~ MeO 0C ata, 10h MeO
MeO Ve Me Me
154

47a:R=H 6h, -60C l66a:R=H 58% l67a:R=H 64% E/Z: 70/30
47b : R = OMe 166b : R=0OMe 61% 167b : R=0Me 81% E/Z:70/30
47c :R=Br 166¢ : R = Br 74% 167c : R=Br 54% E/Z: 55/45

Schéma 62 réaction d’acétates d’arylds sur154 et déhydratation
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En utilisant les conditions décrites par Patterfdest comme dans le cas étudié au
paragraphe 111.3.2.2, I'addition des énolates seffie de maniére régiosélective sur le
carbonyle situé ea du groupe méthoxyle dib4, avec de bons rendements.

Ces alcoold 66, placés dans les conditions de déshydratatioiségs précédemment
en présence d’'anhydride trifluoroacétique, ne ssagit pas pour conduire au pulvinh€.

La déshydratation en deux étapes, décrite parrfeleite par activation de I'alcool sous forme
de mésylate et élimination en milieu basique fdulbren le pulvinatel67, sous forme d’un
mélange de formes isomerkEset Z. Ces deux isomeres dé7 peuvent étre partiellement

séparés par chromatographie sur gel de silice.

111.3.3.3 Déprotection de I'énol

En placant les pulvinatd$7 en présence d’'un équivalent de BBa déprotection de
I'énol ne se produit pas, mais une substitutionnuéthoxyle par un atome de bore a été
observée pour les composgs7a et 167c (schéma 63). Concernant le pulvindi@7b, un
mélange complexe a été récupéré aprés réactiohladoproduits n’ont pu étre identifiés avec

certitude.

MeOOC™ X0Q
R BBrs, =~

DCM, HO
0T Me
MeOOC™ X0,
=, R
MeO
Me

(E)-167a:R=H
(E)-167c : R=Br

(0]

168a:R=H 62%
168c : R=Br 57%

Schéma 63 substitution de OMe par un atome de bromel§dr en présence de BBr

Cette réactivité est trés différente de celle pl#se pour la série de type |, malgré la
grande similarité des structures. De plus, sesbitiereE de 167 subit cette transformation,

'isoméreZ étant récupére inchangé, méme en présence d’és eecBBs.
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Ce résultat est trés décevant car il intervidatderniére étape de la synthese et il était
difficilement prévisible. Les dérivés de type Il peuvent donc pas étre préparés a partir de
I'anhydride 2-méthoxy-3-méthylmaléiques4 ; le changement du groupement protecteur sur
celui-ci devrait étre envisagé pour mener la syggl®bien, avec par exemple un groupement

benzyle.

[11.3.4 Conclusions

Cette voie de synthese a fourni des résultatgasigs. En effet, elle n’a pas permis
d’obtenir des dérivés de type I, car la dernidepé de déprotection de I'énol n’a pas fourni
le résultat attendu.

Malgré cela, cette voie a permis de préparer 7Avéerde type |, substitués
différemment sur le groupement aromatique. Ces cgggpvont donc pouvoir étre testés pour
leur activité antioxydante. Les produil$2a 162h 162e et 162f sont particulierement
intéressants car leur activitt va pouvoir étre camd@ aux produits symétriques
correspondant469a 169b, 169eet 169f, qui ont été préparés par B. Heurtaux au CEA de
Saclay (schéma 64).

Schéma 64 dérivés de type | synthétisés (haut) et produitsétgiques correspondants (bas)
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[11.4 Approche D : a partir d'une dilactone pulvini  que mono-

aromatique

La voie de synthese décrite dans ce paragraphieesdlifférente de la précédente. En
effet, il s’agit ici d’'une voie beaucoup plus comyente qui devrait permettre, a partir d’'un
intermédiaire commun, d’avoir accés en une sealgecaux composes de type | et 11

Comme décrit dans le premier paragraphe, de namtaeides pulviniques naturels
ont été préparés par hydrolyse ou méthanolyse diilaetone pulviniqué® Une adaptation
de cette stratégie vers une dilactone pulviniguesreromatique a donc été envisagee, dont
'ouverture par un nucléophile donnerait acces #mmément aux dérivés de type | et Il
(schéma 65). Pour la préparation de cette dilaciaite un groupement 4-méthoxyle a été
choisi comme substituant sur le noyau aromatiqae,las dérivés pulviniqgues symétriques
correspondants sont connus, ainsi que leur actantéoxydante. Il sera donc possible d'y

comparer les activités des nouveaux produits stistee

OMe

NuH

170 OMe wpel  OMe type Il

Schéma 65 puverture de la dilactone mono-aromatiq@@par un nucléophile NuH

Grace a cette stratégie, un nouveau point debilé®i structurale est introduit au
niveau de la fonction carbonyle a I'extérieur daley En effet, en faisant varier la nature du
nucléophile NuH (alcools, amines...), une large m&mde substrats (esters, amides...)
pourrait étre obtenue. L'influence de la naturecdde fonctionexo<€yclique sur I'activité

antioxydante pourrait alors étre étudiée.
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l11.4.1 Préparation de la dilactone 170

111.4.1.1 Premiére synthese

La stratégie envisagée est inspirée de travaextefis au CEA de Sacldet de ceux
de Pattendéh; elle utilise la chimie des acides tétronigtfes.

L'acide tétroniquel73 a été préparé suivant la méthode développée pitalinger
au CEA de Saclay (résultats non publiés). En effeg été montré que le 4-méthoxy-
phénylacétate de méthylerl réagit avec le glycolate d'éthylE72, en présence de deux
équivalents deert-butoxyde de potassium, pour fournir en une setalpecl’acide tétronique
correspondant73 (schéma 66). Celui-ci est ensuite protégé efficargrmous forme d’éther
méthyliquel74, par action du sulfate de diméthyle dans I'acétemeprésence de carbonate

de potassium.

COOMe
Me
MeO 1) LDA, THF, OH

- tBUOK , THF, 0 Me2S0s, KoCO;s, 0 o 78T, 45min  MeOOC o
O ——M _— (¢]
N reflux, 10h, 78% HO =, aceton;z,or/:)eflux, 3h MeO = 2) o MeO =,
Me’ COOMe

A~
HO COOEt 175

172 173 OMe 174 OMe 176 OMe

TFAA, EtN,

DMAP, DCM,
0<C, 10h,

88% sur 2 ét.

Me

Acy0, reflux, oo X0 NaOHOSM Me00C~ X0,
1h, 94% O ™ efiux, 30 min, 30 min,
quan:

162b

E 100%

BBr3g, DCM,  MeooC X0,

0, =
0T, 2h, 65% MeO

161b OMe
E/Z: 70/30

Schéma 66 synthéese de la dilactoi&0

Le composél74 est ensuite déprotoné en position 5 par actioradeDIA, et I'anion
résultant réagit avec le pyruvate de méthyi® pour donner I'alcooll76 sous forme d’un
mélange de formes diastéréoisomeres. Le brut ofmai est ensuite engagé directement dans
I'étape de déshydratation, en présence de TFAAriéhylamine et de DMAP. Ceci fournit
un mélange du pulvinate61b sous ses formes et Z, qui sont partiellement séparables par

chromatographie sur gel de silice.
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Ces pulvinates ont ensuite été engagés dansd'@améprotection par le tribromure
de bore dans le DCM. Des essais en paralléle aigrftactions différentes d61h, a savoir
'isoméreE seul, le mélange des isomekestZ et I'isomereZ seul, ont montré la formation
d’un produit unique, qui correspond a I'isomé&reu produit déprotégé62b (aucune trace de
'isomére Z n'a pu étre détectée lors de ces trois réactiohsyemblerait donc qu’une
isomérisation de I'isoméerg en isomereE se produise lors de la réaction. La faible bagrier
énergétique séparant les deux isomeres, avec eférgice pour I'isomerg, avait déja éte
observée sur des acides pulviniques classiques, fdid sur des produits protégés par
Pattendeff et sur des produits déprotégés par Ramiafjsomérisation par la lumiére
naturelle ou par irradiation UV). Ici, il sembldralus probable que cette isomérisation soit

induite par le tribromure de bore, donc avant prdtection (schéma 67).

(2)-161b

OMe OMe

(E)-162b

OMe OMe

Schéma 67 hypothéses sur Iisomérisation d8{161binduite par BBs

Ce résultat permet de s’affranchir de I'étape alesédparation des deux isomeres de
161b L’étape de déprotection est néanmoins assezatiélicmener, car, dans certains cas, le
produit issu de la double déprotection de I'énotdetméthoxyle porté par 'aromatique est
formé avant disparition totale du pulvinate. Il falonc rester prudent quant a la quantité,
mais également la qualité, de la solution de trilee de bore utilisée. Cependant, la
déprotection souhaitée a pu étre realisée, a pdcir mélangeE/Z: 70/30, avec un bon
rendement de 65%, fournissant uniguement l'isoriéadte 162h.

Une fois I'énol déprotégé, la fonction ester t@2b a été saponifiée dans des
conditions classiques. L’acide obtedd7 cyclise efficacement au reflux de l'anhydride

aceétique pour fournir la dilactone attendu@® (schéma 66).
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Cette nouvelle voie de synthése s’est donc révétieace pour la syntheése de la
dilactonel70 avec un rendement global sur 7 étapes de 39&st [& noter que cette voie
passe par deux intermédiaires de type | qui sestdr162b et 'acide177. Les rendements
de cette synthese sont bons, la seule étape geiquadques problémes de reproductibilité est
la déprotection de I'énol par BBrqui de plus est un réactif relativement toxiquedent
'usage en milieu industriel est a éviter. La pbai#é d'utiliser un nouveau groupement

protecteur, le groupement benzyle, a été étudiée.

111.4.1.2 Utilisation d’'un _groupement benzyle

L’introduction du groupement benzyle sur l'acidétronique 173 a été étudiée.
Malheureusement, en utilisant un halogénure deywenmn mélange entre le produit de
O-benzylation178 et deC-benzylation179 a été obtenu. Diverses conditions opératoires ont

éte testées, afin d’obtenir exclusivement le prodiiendu d€-benzylationl 78 (tableau 8).

Tableau 8 :Essais de protection d¢3par un groupement benzyle

\O O  conditions \o o} . ° o
HO ©)O
173 OMe 178 OMe MeO 179 Q
Entrée Conditions Ratidl 78179
1 BnBr, K;CO;, acétone, reflux, 5h 35/65
2 BnBr, EgN, THF, reflux, 40h 27173
3 BnBr, K;COs, DMF, ta, 4h 30/70
4 BnBr, K.CO;, HMPA, ta, 4h 28/62
5 BnBr, CsF, DMF, ta, 2j 34/66
6 BnCl, CsF, DMF, ta, 2j 40/60

Les conditions classiques (tableau 8, entréetilisaes pour la protection sous forme
d’éther méthylique, ont fourni un mélange composé68% del79 pour seulement 35% de
178 (ce ratio a été déterminé par intégration en RMN L'utilisation de E4N dans le THF
n'a pas permis d’améliorer ce ratio (tableau 8y&n®). Les tentatives pour augmenter ce
ratio en faveur du produl®-benzylé178 dans des conditions plus polaires censées favoris
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les réactions deD-alkylations, n'ont pas permis d’améliorer cettdestvité (tableau 8,
entrées 3,4). Enfin, 'emploi de fluorure de césjpmurtant décrit sur des substrats proches,
n'a également pas fourni de résultats satisfaiqgaitéeau 8, entrées 5,6).

De nouvelles conditions ont alors été étudiéesceiie compétitiorO-alkylation/

C-alkylation n’aurait pas lieue (tableau 9).

Tableau 9 :autres essais gwotection del73par un groupement benzyle

Entrée Conditions Rdi78
1 BnOH, PPk DIAD, THF, 0°C a ta, 12h 40%
2 BnOH, PPk DEAD, THF, 0°C a ta, 12h 42%
3 BnOH, PPk DEAD, THF, reflux, 12h 47%
4 BnOH, PBP(0), THO, iPLNEt, DCM, ta, 12 39%
5 BnOH, PBy, DIAD, THF, 0°C ata, 12h 36%
6 Trichloroacétimidate de benzyle, TfOH, DCM, Gy, 12h /
7 Réactif de Dudley, PhGRAVIgO, 83°C, 24h 13%

La réaction, conduite dans les conditions de Mivdw, a permis d’éviter la formation
du produitC-protégél79. Plusieurs conditions ont été testées en faisamtivia nature de la
phosphine, le solvant ou la température. Malhe@mest, le produit protégE/8n’a pu étre
isolé gu'avec des rendements modestes (tableantrées 1-5). L'emploi de 2,2,2-trichloro-
acétimidate de benzyle n'a pas permis d’obtenimpieduit protégé attendu (tableau 9,
entrée 6). Enfin, l'utilisation du réactif de Duglele triflate de 2-benzyloxy-1-méthyl
pyridinium%° récemment décrit comme étant un excellent répotif la protection d’alcools
sous forme d’éther benzylique, ne s’est pas résaésfaisante non plus (tableau 9, entrée 7).

Parmi toutes les conditions testées, aucune nlhema@usement permis de protéger
efficacement l'acide tétroniqu&73 par un groupement benzyle. Les meilleures condition
obtenues pour cette protection utilisent une réaatie type Mitsunobu, avec un rendement
moyen de 47% (tableau 9, entrée 3). Les résultaenas sont décevants, la synthése avec le
dérivé protégél78 a tout de méme été poursuivie, afin de pouvoir gamer les deux
groupements protecteurs méthyle et benzyle susdi@ile de la synthése (schéma 68).

La séquence addition de pyruvate de meéthyle-déatattbn se fait avec un bon
rendement de 56% pour les deux étapes. Le pulvitgtest également obtenu sous forme
d'un mélange de deux formes isomeékegt Z, séparables par chromatographie sur gel de
silice. La déprotection par hydrogénation catalytiq permis d’obtenir de facon quantitative
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les deux isomeres d&62b. Enfin, il est & noter qu'une solution de lisomé)-162b

s’isomérise enH)-162bau contact de la lumiére naturelle en une semaine.

Me Me
MeOOC™ X0, MeOOC™ X\~O,
O  H, PdIC, 0
~ . ~
HO
Bno DCM, ta, 12h
quant.

Me, B OM . OMe
1) LDA, THF, OH TFAA, EtN, (E)-181 e (E)-162b hu,
0 o -78<T, 45 min MeOOC (e} o DMAP, DCM, tol
- [ —
BnO 2 o BnO 0T, 10h,
Me)LCOOMe 56% sur 2 ét. COOMe COOMe
Me™ X Q
MeTNO  H, parc, o
- i S ~
178 OMe 180 OMe BnO DCM, ta, 12h HO
quant.
(2-181  OMe (2)-162b  OMe

E/Z: 70/30

Schéma 68 synthese d&62ba partir del78

L'utilisation du groupement benzyle a donc foutes résultats contrastés. D’une part,
I'introduction du groupement protecteur n’est pas tefficace et les meilleurs résultats ont
été obtenus grace aux conditions de MitsunobueQ@eéthode ne pourra s’étendre facilement
a grande échelle, du fait des nombreux produitsorstgires générés (oxyde de
triphénylphosphine et dérivés du DEAD), qui rendanpurification délicate et a cause de la
toxicité du DEAD. En contrepartie, I'étape de dépation, qui posait quelques problémes
avec le groupement méthoxyle, est ici aisée a enettr ccuvre et le produit déprotége est
obtenu de maniére quantitative.

Le rendement global de la synthese de la dilacfiof@een utilisant le groupement
protecteur benzyle est de 19%, contre 39% pourdepgment méthoxyle. La protection par

un éther méthylique s’est finalement révélée miadxptée pour cette synthese.

[11.4.2 Ouverture de la dilactone 170 par des aming

La réactivité de la dilactong70 vis-a-vis de différents nucléophiles a été testée,
utilisant dans un premier temps des amines. L'duverde dilactones symétriques, c'est-a-
dire portant deux groupements aromatiques iderdigpar des amines est décrite dans la
littérature, donnant accés a des produits appeléamides-°'%
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L'intérét de la dilactonel70 réside dans le fait qu'elle permette d’obtenir, ware
étape, les produits de type | et Il utiles pourtute de la relation structure-activité
antioxydante.

111.4.2.1 Ouverture directe par des amines

En premier lieu, la réaction de7O avec trois amines différentes a été étudiée, en
ajoutant la dilactond.70 (1 éq.) par portions sur une solution d’'amit®? (1 éq.) dans le

DCM a température ambiante (tableau 10).

Tableau 10 :réactivité del70avec des amines

OMe
Me
R'RN R'RN
RR'NH 182, X0,
o+ 0 l/0
DCM, ta, 12h HO
Me
type | : 183 type Il :184
OMe OMe

Entrée Amine 182 183 rdt 184 rdt

) e

OMe
\/\/N
(C4Hs),NH N N
~ N
1823. 183a " No S (o]
50% 1Bda "y S
Me

36%
OMe

H Me OMe
\/\/N
N0
C4HgNH o I /=0
419 2 HO \/\/H
183b o
182b o) h o
42% 184
OMe 34% Me
OMe
H Me
N
C12H2sNH> N0 y
0 N
182¢ 183c OHO = N0 o
45% 184c ° S

35% Me
OMe
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La réaction de la dibutylaming&82a avec la dilactonel70 donne acces aux deux
produits de type | et Il, avec des rendements ssépectifs de 50 et 36% (tableau 10, entrée
1). Ces deux produits sont séparables par chromagbig sur gel de silice, ont des aspects
tres différents 183a étant un solide orange &84aun solide beige) et des spectres RMN
différents. De facon notable, sur le spectre REH\ les protons aromatiques emeta du
groupement méthoxyle poaB3aont un déplacement chimique trés déblindé a 8pid (e
type de signal est généralement observé pour idssapulviniques « classiques »), alors que

ces mémes protons palB4aont un déplacement chimique de 7,50 ppm (figuje 11

EH
LR (R
§ Me
N
‘ ‘ \/\/ N fe)
| | o) — O
HO
ove 183a
(I“D:“)
] §8
NN eq
OMe
| | §
| |
\/\/N N0
o J/©
HO
Me 184a

T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5
(Ppm)

Figure 11: spectres RMNH des protons aromatiques t@3aet184a(CDCl;, 200 MHz)

Une analyse par RMN en deux dimensions a permdemtifier sans ambiguité
chaque produit. Deux autre amines, la butylaniiB&b et la dodécylamind82¢ ont été
testées dans ces mémes conditions et ont fournirébedtats comparables, a savoir que
I'amide 183 est obtenu majoritairement par rapport a I'ami@d, avec des rendements de
I'ordre de 45% pour le type | et 35% pour le typédbleau 10, entrées 2,3).
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Il est intéressant de noter que les produits dee ty sont toujours obtenus
majoritairement lors de cette réaction, et quealgort de rendements I/ll est relativement

constant avec les trois amines étudiées.

La possibilité d’effectuer cette transformation rdaniere régiosélective pour obtenir
uniguement le produit de type | a donc été étudigcune donnée de la littérature n’est
disponible concernant cette transformation. Enteffians le cas des acides pulviniques
« classiques », c'est-a-dire avec deux groupenagnitsatiques, I'environnement chimique de
la dilactone est trop similaire pour permettre uhigcrimination. Seul Weinstock décrit
rapidement dans son introduction quelques essaigr genter de controler cette
régioseélectivité, en faisant varier des paraméebtsque le solvant ou la température, sans
succéd’ Dans le cas étudié, I'environnement autour deilecine 170 n'est pas identique
puisqu’elle est substituée d'une part par un grongrg aromatique et d’autre part par un
groupement méthyle. Ces deux substituants sonérdiffs d'un point de vue stérique et
électronique, ce qui laisse penser qu’il seraisfibs d’orienter la réaction d’ouverture.

Dans cette optique, lI'influence du solvant etaléempérature sur la régiosélectivité de
I'addition de la dibutylamine sur la dilactori&O a été étudiée. Le ratio entre les deux
produits 183a et 184a a été déterminé par intégration des protons aiquoed en position
metapar rapport au groupement méthoxyle en RMNsur le brut réactionnel; les produits
ayant déja été caractérisés séparément. Dans pésiesces, la dilacton&70 (1 éq.) est
ajoutée par portions, en une heure, a une soldtamine182a(1 €q.) a des températures et
dans des solvants variables (tableau 11).

Les premiers essais ont été conduits dans le DICtdmpeérature ambiante, I'addition
de dibutylamine conduit avec un léger exces (58opmduit de type L83a (tableau 11,
entrée 1). L'abaissement de la température a -3&t@et d’augmenter Iégérement ce ratio
(tableau 11, entrée 2). L'étude des solvants a diéceffectuée a cette température. Le
passage a des solvants aprotigues moyennementegata permet pas d’augmenter ce ratio
(tableau 11, entrées 2-5). Les solvants trées palaiomme le DMF (tableau 11, entrée 6) ou
protigues comme I'éthanol (tableau 11, entrée ifjflnencent pas la réaction. L'utilisation
d’acétonitrile permet d’obtenir un résultat Iégéemin meilleur aux autres, avec 69% de
produit de type | (tableau 11, entrée 8). L'empmltiexane ne permet pas la réaction, tres
probablement a cause de I'insolubilité de la ddaetdans ce solvant (tableau 11, entrée 9).
La réaction sans solvant (tableau 11, entrée I®)utdisant 20 équivalents d’amine, ne

permet pas d’obtenir une amélioration significatilee ce ratio, pas plus que l'utilisation de
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conditions aqueuses (tableau 11, entrée 11) ouqdalé ionique (tableau 11, entrée 12).
Finalement, I'acétonitrile étant le solvant qui dait le meilleur résultat, il a été utilisé pour
étudier l'influence de la température. Malheureusetna chaud ou a température ambiante,

la réaction conduit au méme ratio qu’a -35°C (tablél, entrées 13,14).

Tableau 11 :influence du solvant et de la température sur itEmude dibutylaminel82asur170

§

OMe

(C4Ho)oNH, 182a, SN o N
- O ~ + [e) ~ o
solvant, T HO HO
Me
type | : 183a OMe type Il : 184a
Ratio Ratio
Entrée  Solvant T (°C) Entrée Solvant T (°C)
183d184a 183d184a
1 DCM 20 58/42 8 MeCN -35 69/31
2 DCM -35 62/38 9 Hexane -35 /
3 THF -35 66/34 10 / 20 70/30
4 EtO -35 59/41 11 KO 5 63/37
5 Acétone -35 67/33 12 [Bmin][BF 20 70/30
6 DMF -35 59/41 13 MeCN 85 67/33
7 EtOH -35 61/39 14 MeCN 20 66/34

Ces expériences ont permis de montrer que le rsiobtaa température n’étaient pas
des facteurs déterminants pour la régiosélectid@él’addition de I'aminel82a sur 170
Cependant, il est a noter que cette addition éstdfficace, puisqu’elle a lieu dans tous les
solvants (a I'exception de I'hexane) avec une cosiga totale et rapide, sauf dans le cas de
[Bmin][BF,4] ou 48h de réaction sont nécessaires pour transfototalement la dilactone en

amide.
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111.4.2.2 Ouverture par des amines en présence dttivateur

Afin d'orienter la régiosélectivité de I'ouvertude 170 par la dibutylamine, I'ajout
d'une espéce activatrice, qui devrait modifier &aativité de la dilactone ou du moins
modifier I'environnement chimique des groupemenésbonyles, a été envisagé. Il est
nécessaire dans ce cas d’inverser I'ordre d’addjiiar rapport aux expériences précedentes et
d’ajouter I'amine sur la dilactone, préalablemergaren contact de I'additif. Les différentes

especes étudiées et le ratBB8d184asont présentés au tableau 12.

Tableau 12 :influence d'un additif sur I'addition de dibutylan@ 182asur170

Entrée Additif (éq.) Solvant, T RatllB3d184a
1 / MeCN, 20°C 64/36
2 PPR (0,2) MeCN, 20°C 67/33
3 NaCN (0,2) MeCN, 20°C 67/33
4 DABCO (0,2) MeCN, 20°C 66/34
5 HMPA (0,2) MeCN, 20°C 62/38
6 TMSOTTf (0,2) MeCN, 20°C 62/38
7 Ti(OiPr) (0,2) MeCN, 20°C 69/31
8 Al(OtBu); (0,2) MeCN, 20°C 69/31
9 Al(OtBu); (0,2) DCM, 20°C 62/38
10 Al(OtBu)s (0,2) DMF, 20°C 64/36
11 Al(OtBu)s (0,2) MeCN, -35°C 68/32
12 TBAF (2) THF, 20°C /

Il a tout d'abord été confirmé que l'ordre d'adoiit des réactifs était sans

conségquence sur la régiosélectivité (tableau 1#éerl). Ainsi, en ajoutant en 1 h une
solution d’amine sur une solution Ad€0 dans I'acétonitrile a température ambiante, l®rat
183d184a est de 64/36 (contre 66/34 avec l'ordre d’additioverse, voir le tableau 11,
entrée 14). L'influence de différents additifs, gdeblement mis en contact de la dilactone

avant addition de I'amine, a ensuite été étudiés. hases de Lewis (tableau 12, entrées 2-6)

sont sans effet sur la régiosélectivité, de ménmeelgs acides de Lewis (tableau 12, entrées

6-8). Avec le triiso-propoxyde d’aluminium, des changements de soleanle température

se sont également révélés étre sans influencee@ahl2, entrée 8-11). Enfin, I'ajout de
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fluorure de tétrabutylammonium (TBAF) a donné usuttat surprenant, puisque aucune trace
de I'amide attendu n’a pu étre détectée. Il s’eant le produit d’hydrolyse de la dilactone,
qui correspond a l'acid&77. L’'observation intéressante dans ce résultat @stcgt acide est

obtenu quantitativement et sous forme du seul isepoelui de type | (schéma 69).

HO

TBAF (2 éq.) X0
S i A o . )=0
(C4Hg),NH (1,3 éq.), HO
THF, ta, 30 min
170 OMe 177 OMe

Schéma 69 hydrolyse régiosélective d&0en présence de TBAF a ta

L’hydrolyse de la dilactone peut étre expliquéelpdait que la solution commerciale
de TBAF dans le THF contient toujours, d’aprésftegnisseurs, environ 5% d’eau (ou alors
de la présence d’hydroxyde detra-butylammonium comme impureté dans la solution de
TBAF). Dans les conditions opératoires, c'est-a-dieux equivalents de TBAF, I'eau est en
exces par rapport a la dilactone, ce qui peut gxpli son hydrolyse compléte. Cependant,
lors de I'étude de l'influence du solvant, il a éénarqué que la réaction d’ouvertureld®
par la dibutylamine pouvait s’effectuer en milieguaux (tableau 11, entrée 11). Dans ce cas,
aucune réaction d’hydrolyse de la dilactone n’agttobservée.

Ceci laisse donc penser que le TBAF réagit avetildgtone pour former une espece
« activée » qui peut réagir avec I'eau présente tlamilieu. Le fait de n’avoir obtenu qu’un
seul isomére de l'acide77 laisse supposer que cette activation se fait deiarean
régioseélective.

Ainsi, l'influence de la quantité de TBAF ainsiegqde la température sur la réaction a
été étudiée, dans le but de limiter la réactiorydrblyse (tableau 13).

L'addition de 0,2 équivalent de TBAF a -78°C, épar I'ajout de 'aminel82aa
cette méme température permet d'éviter la réaatitwydrolyse et les deux amides sont
obtenus avec un ratio de 73/27 en faveur du prathiitype | (tableau 13, entrée 1), ce qui
représente une légere augmentation par rapportcaoditions initiale dans le THF sans
activateur (tableau 11, entrée 3). L'augmentatienlad quantité de TBAF a -78°C permet
d’augmenter encore la régiosélectivité pour obtdas ratios supérieurs a 84% en produit de
type | (tableau 13, entrées 2,3). Dans ces réagtiarsource de TBAF n’a pas changé, mais le

fait de se placer a basse température permet inkamplus nucléophile, de réagir avant I'eau
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présente dans le milieu. La méme réaction a -3%%¢ 4 équivalent de TBAF permet une

légére augmentation du ratio I/1l (tableau 13, @&ntt).

Tableau 13 :influence de la quantité de TBAF et de la tempéeasur la réaction de82aet170

Entrée Additif (éq.) Solvant, T RatllB3d184a
1 TBAF (0,2) THF, -78°C 73127
2 TBAF (1) THF, -78°C 84/16
3 TBAF (2) THF, -78°C 86/14
4 TBAF (1) THF, -35°C 87/13
5 TBAF (2) THF, -35°C puis -78°C 98/2
6 TBAC (2) THF, -35°C puis -78°C 76/24
7 CsF (2) THF, -35°C puis -78°C 64/36

Finalement, les meilleures conditions ont étéepbés en ajoutant lentement (en
15 min) la solution de TBAF sur la dilactone a -G5%t, apres 15 min d’agitation, en ajoutant
I'amine 182aa -78°C. Apres 15 min a cette température et reiddampérature ambiante, les
amidesl183aet 184asont obtenus avec un excellent ratio de 98/2 eaufadu produit de
type | (tableau 13, entrée 5). Ces mémes conditoté appliquées en utilisant d’autres
activateurs, afin de les comparer au TBAF. Aingihéorure de tétrabutylammonium (TBAC,
tableau 13, entrée 6) et le fluorure de césiumdgabl13, entrée 7) donnent de moins bons
résultats que le TBAF, ce qui montre que la présates deux ions du TBAF, soit I'anion
fluorure et le cation tétrabutylammonium, est egsl@ a la régiosélectivité de la réaction.
Au vu de ces résultats, il est envisageable qumtesfluorures activent la dilactone, formant
une espéce du type fluorure d'aryle, plus réactiee,que le contre-ion volumineux

tétrabutylammonium est a l'origine de la régioseléte (schéma 70).

Bu,NH

170 OMe OMe 183a OMe

Schéma 70 hypothéses sur I'activation d&0par TBAF

117



Chapitre 2 : Syntheses d’acides pulviniques mormwratiques

111.4.2.3 Ouverture dd.70 par diverses amines

Ces conditions optimisées ont ensuite été apmgugd différentes amines, en
comparant les ratios obtenus en absence et empesde TBAF (tableau 14). Les ratios /Il
ont été déterminés par intégration en RMNdu brut réactionnel, les rendements présentés

sont des rendements isolés en composeé de type .

Tableau 14 :réactivité de la dilactong70avec différentes amines

_ Ratio 183184 Rdt
) Amine 182 _
Entrée éq) sans avec Produit type 183 183
éq.
TBAF  TBAF (%)
Bu,NH
1 58/42 98/2 94
182a(1,3)
BUNH,
2 55/45 92/8 83
182b(2,5)
C12H2sNH>
3 52/48 92/8 88
182c(2,5)
(C12H25)2NH
64/36 >99/1 80
182d(2,5)
Morpholine
52/48 >99/1 96
182e(2,5)
amine
6 propargylique 58/42 >99/1 96

182f (1,3)
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Aniline

7 85/15  >99/1 25
1829(1,3)
NH,
~_-OH

8 @N 67/33 95/5 92
182h(1,3)
OH
o/

9 N 69/31  >99/1 98
182i(2,5)

Toutes ces réactions ont montré une amelioraigmfieative du ratio type l/type Il,
grace a l'ajout de TBAF et les produits de typ&8B ont pu étre isolés avec de bons
rendements. Les amines secondaires aliphatib82aet 182d réagissent avec une meilleure
sélectivité que leur homologue primair@2b et 182c(comparer au tableau 14 les entrées 1 et
4 aux entrées 2 et 3). La morpholit&2e(tableau 14, entrée 5) et I'amine propargyliG8ef
(tableau 14, entrée 6) réagissent avec un cortdéde la régiosélectivité, aucune trace du
produit de type Il n’a pu étre détecté par RMN et le produit de type | a pu étre obtenu avec
d’excellents rendements. Le cas de l'anilii@2g est particulier (tableau 14, entrée 7). Dans
ce cas, la régiosélectivité sans TBAF est largersapérieure aux autres cas (ratio 85/15).
Malheureusement, lorsque du TBAF est ajouté, lelygtanajoritaire obtenu est I'acider7.
L’aniline étant beaucoup moins nucléophile que #mines aliphatiques (le doublet
électronique de I'azote étant délocalisé sur leancgromatique), elle ne permet probablement
pas d'empécher l'attaque de l'eau contenue dansolation commerciale de TBAF.
Cependant, le produit de type | a tout de mémétpiobtenu de maniére satisfaisante, en
absence de TBAF, avec un rendement de 78%. Enfirfaisant réagir des amino-alcools
182h et 182i, la chimiosélectivité de la réaction a été étudiébleau 14, entrées 8 et 9). Des
deux sites nucléophiles de ces molécules, c’est samrise 'amine qui réagit exclusivement,
avec une tres bonne régiosélectivité, pour doreseamides correspondai®3het183iavec

d’excellents rendements.

L’activation régiosélective de la dilacto@@0 par le TBAF s’est donc révélée étre une

méthode générale pour la formation d’amides de tyd83 dans le cas d’amines non
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aromatiques. L'ouverture de la dilactohg0 s’effectue avec une excellente régiosélectivité et
les produitsl83 ont pu étre isolés avec de trés bons rendements.

111.4.2.4 Cas d’'une diamine

La préparation de dimeres d’acide pulvinique de¥gant été envisagée, par réaction
d’'une diamine sur la dilactorerQ. Le 1,3-diaminopropan&85 a été choisi comme modeéle
de diamine (schéma 71).

Le 1,3-diaminopropant85(1 €q.) a été ajouté a la dilactdh&) (2 €q.) dans le DCM,
ce qui a immédiatement provoqué la formation d'vécipité. Apres une nuit d’agitation a
température ambiante et purification, ce précipitété caractérisé comme étant le produit
187, de type |, correspondant a la réaction d’ouvertiun équivalent de dilactone par la
diamine. Le fait que le produit précipite dans IEND empéche probablement I'ouverture du
second équivalent de dilactone. Le prodd¥ est toutefois intéressant, puisqu’il s’agit d’un
amide possédant une fonction amine libre, ce qrmpt d’imaginer qu’il soit un antioxydant

pouvant avoir de bonnes liaisons avec I’ADN.

H Me
X0
HO  Me o J/0©
MeO 72— NH HO
DCM, ta o
14 o
12h 4
186 OMe
HZN/\/\NHZ
64% H Me
(1éq. \ No A0
185 0 J /9

187 OMe

Schéma 71 réactivité de la dilactone70avec une diamin&85

Pour étudier la formation du dimere, cette réactioété menée en deux temps. Dans
un premier temps, 1 équivalent de dilactone estéplen présence de 1 équivalent de
1,3-diaminopropane dans le DCM : le prodL87 précipite. Aprés évaporation du DCM, ce

précipité est repris dans du DMSO (partiellemeniutde) et un second équivalent de
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dilactone est ajouté. Le milieu devient progressiget limpide et le produit87 se trouve
totalement consommeé pour fournir deux produits.Hdateusement, les produits obtenus sont
délicats a extraire et a purifier, et 'analyse BMN n’a pas permis de déterminer clairement
leur structure. Une analyse par LC-MS a permis éeader deux produits ayant la masse
attendue. Ceci laisse donc penser que le diméeadatfl86 était bien formé, mais vu les
difficultés rencontrées dans les étapes d’extractb de purification, ainsi que la faible
solubilité des produits obtenus dans les solvastels, cette étude n'a pas été menée plus

loin.

[11.4.3 Ouverture de la dilactone 170 par des alcds

La réactivité de la dilactong70 a ensuite été étudiée en utilisant comme especes

nucléophiles des alcools.

111.4.3.1 Ouverture directe par des alcools

by

Les alcools 188 ne réagissent pas avec la dilactone a températmngaate,
contrairement aux amines. Il est nécessaire deeiofimlcoolate (1 €g.) avant addition par
portions de la dilacton&70(1 éq.) a -35°C dans le THF, afin de permettretenfition de des
deux esters attenda89et 190 (tableau 15).
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Tableau 15 :réactivité del70avec des alcools88

OMe
Me
ROH 1) BuLi, THF, -78C RO X0, RO X0
) e 0 Jo/©° + o Ju/0°
HO HO
188 Me
type | : 189 OMe type Il : 190
Entrée  Alcool 190, rdt
OMe
Me
_ YO o
iPrOH o U< /0
1 HO Yo N0
188a 0 Ju/)©
189a 190 HO
69% SMe a Me
9%
OMe
QL
o Ao
PhCHOH T %o 9y
2 HO Oy A0
188b 189b 0 U /°
55% 1900 HO L
OMe 11%
OMe
Me
C1oH250H o
3 o
o)
188c o = ° X0
189 HO 190¢ o ] )=o
34% Me

OMe

L’isopropanol188aa été le premier alcool étudié. En générant lakte a -78°C a
I'aide den-butyllithium, puis en ajoutant la dilactorig0 a -35°C, les deux estei89a et
190aont été obtenus, avec des rendements isolés dgp6Qfde type | et 9% pour le type Il
(tableau 15, entrée 1). Les différences, remargpéas les amines, entre ces deux types de
produits sont également observées dans ce casctagplarité, spectre RMN (figure 12).
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Me

Ty
0 J/0©
| It HO

ove 189a

OMe

. Yo (o
o J/0©
HO

ve 190a

Figure 12 : spectres RMNH des protons aromatiques ti@9aet 190a(CDCl;, 300 MHz)

L’alcool benzyliquel88b a également été mis a réagir dans ces conditidas esters
ont été isolés avec des rendements comparableS%degbur le type L89bet 11% pour le
type Il 190b (tableau 15, entrée 2). Avec le dodécanol, les emauhts sont plus faibles
puisque 34% de l'ester de typel89cet 8% de type I190c ont été obtenus (tableau 15,
entrée 3).

La réactivité de.70 avec le méthandl88d a été testée dans d’autres conditions. Ainsi,
en utilisant un large exceés de méthanol, sans isbétaapres une nuit a reflux, les deux esters
isomeres161b et 190d ont pu étre obtenus dans des rapports quasimanimeélgires
(schéma 72).

OMe
Me MeO
e
MeO. N0 Se|
MeOH, o
© - (0] ~ o + 0 A
reflux, 12h HO HO
Me
161b 190d

OMe type 1: 54% OMe type Il : 44%

Schéma 72 réactivité del70au reflux du méthanol
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111.4.3.2 Etude de la régiosélectivité d’ouvertuwte170 par I'isopropanol

L’isopropanol188a ne réagit pas avec la dilactod&0 dans les conditions neutres
décrites pour les amines, I'ajout d’'une base fede nécessaire afin de former I'alcoolate
correspondant qui est suffisamment nucléophile poovoquer la réaction d’ouverture. Afin
d’éviter l'utilisation d’'une base forte et d’amélew la régiosélectivité de la formation des
estersisopropyliques 189a et 189b, plusieurs conditions ont été étudiées, inspirdes

résultats obtenus dans le cas de amines (tablgau 16

Tableau 16 :influence des conditions réactionnelles sur la ftiom del89aet 189ba partir del70

OMe
° Me o Me
. o o HO.
Me
170 OMe 189a OMe 190a 177 bute
Entrée Conditions Ratib89d189/177
1 iPrOH (solvant), reflux, 12h 59/41/0
2 iPrOH (1 éq.), TBAF (1 €q.), THF, -35°C 65/5/30
3 iPrOH (1 éq.), TBAF (2 €q.), THF, -35°C 51/0/49
4 iPrOH (5 éq.), TBAF (1 éq.), THF, -35°C 79/2/19
5 iPrOH (5 éq.), TBAF (1 éq.), 4 AMS, THF, -35°C 7@0/
6 iPrOH (10 éq.), TBAF (1 €q.), THF, -35°C 4 -78°C B37
7 iPrOH (1 éq.), CsF (2 éq.), THF, -35°C 64/29/7
8 iIPrOH (2,5 éq.), TBAF* (2 éq.), THF, -35°C a4 -78°C 5/90

L'utilisation d'iPrOH en tant que solvant permet d’effectuer latiéaa’ouverture ;
cependant, les conditions réactionnelles doiverst @tires (12h a reflux) et les deux esters
189a et 190a sont obtenus sans grande sélectivité (tableaved#sée 1). L'utilisation de
TBAF a provoqué la formation d'un troisieme produitacide 177, correspondant a
I'hydrolyse de la dilactone par I'eau présente densolution de TBAF (voir paragraphe
précédent). Dans ce cas, et méme en se placassa teanpérature, la différence de réactivité

entre I'alcool et 'eau est faible (contrairemenixacas des amines) et une part importante
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d’acide 177 est obtenue (tableau 16, entrées 2,3). Cepenitlast, a noter que dans le cas
d’utilisation de TBAF, la régiosélectivité en favede I'ester de type 189 est largement
ameéliorée. L'utilisation d’'une plus grande quanttélcool permet de diminuer la proportion
d’acide177 (tableau 16, entrée 4). L'ajout de tamis molécealdif, agent desséchant, n’a pas
eu d’'effet sur la formation du produit d’hydroly§ableau 16, entrée 5). Enfin, I'ajout de
10 équivalents dPrOH et I'abaissement de la température fournbates résultats puisque la
proportion d’acide devient plus faible et le prddie type 1189aa pu étre isolé avec un tres
bon rendement de 83% (tableau 16, entrée 6).

Pour remédier a l'utilisation d’'un large exceslcbaml, il semble nécessaire d’éliminer
I'eau apportée par la solution de TBAF commercibletilisation de fluorure de césium a été
envisagée (tableau 16, entrée 7). Malheureusermsenmime dans le cas des amines, la
régioseélectivité est moins bonne dans ce cas. Né@asmla réaction d’ouverture a bien eu
lieu, ce qui semble confirmer une activation ddilactone par les ions fluorures.

Récemment, DiMagno a décrit la préparation de TBARydre (noté TBAF** En
effet, le TBAF est, dans les conditions classiqtmgpours préparé sous forme d’hydrate. Une
fois déshydrate, le TBAF a tendance a se décompaaeune dégradation d’Hoffmann a
température ambiante et le sel obtenu est contapainé présence d’'ions bifluorures (HF
et de tributylaminé® DiMagno a donc étudié la génération de TBAF* dieetent dans des
solvants aprotiques, par une réaction de substitutiucléophile aromatique, a partir

d’hexafluorobenzene et de cyanure de tétrabutylamumo (TBACN, schéma 73).

= CN
F F solvant aprotique, NC CN
6 TBACN + —— > G TBAF* +
E E -35C ata NC CN
F CN

Schéma 73 préparation de TBAF* par\@&r

Le TBACN peut lui étre obtenu sans trace d’eaugbauffage a 40°C pendant 12h.
Différents solvants ont pu étre testés et évalwés pptimiser la stabilité du TBAF anhydre
généreé. Ainsi, il est décrit que :

¢ dans le THF, le TBAF* se décompose lentement astdesle 0°C ; pour des

températures inférieures, la solubilité n'est waalé,

¢ dans I'acétonitrile, le TBAF* est stable pendantgiurs heures a 25°C,

¢ dans le DMSO, le TBAF* est stable plus de 24h &25°
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Avec ces informations, le TBAF* a été préparé elutson dans I'acétonitrile, afin
d’éviter d'utiliser le DMSO. Le TBAF* est donc gé@een mélangeant¢Es (1 €q.) et
TBACN (6 €q.) dans I'acétonitrile pendant 1h a ténapure ambiante.

En utilisant cette méthode de génération de TBARydre et avec les conditions
optimisées d’ouverture de la dilactone par les asyita formation de I'acid&77 a pu étre
évitée et le ratio entre les deux esters a attgirttes bon niveau de 95/5 en faveur de 'ester
de type | (tableau 16, entrée 8).

111.4.3.4 Ouverture dd.70par divers alcools

Ces conditions optimisées ont été appliquées difBrents alcoolsl88 et les esters
correspondant de typel89ont été isolés (tableau 17).

Les esters de type 189 ont pu étre isolés dans tous les cas avec desmemie
convenables, et aucune trace du produit d’hydraly§en’a été détectée dans ces conditions.
L’alcool isopropyliquel88aréagit avec une excellent régiosélectivité et ée$89aa pu étre
obtenu avec un bon rendement de 69% (tableau fréeeh). Dans les autres cas (tableau 17,
entrées 2-4), la régiosélectivité est un peu moarne, puisque le produit de typel80a pu
étre détecté a hauteur de 15% environ. Ces conditsont tout de méme satisfaisantes,
puisque les estes89 issus de I'alcool benzyliqued8b (tableau 17, entrée 2), du dodécanol
188d (tableau 17, entrée 3) et du solkel8Be(tableau 17, entrée 4) ont été isolés avec de

bons rendements.
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Tableau 17 :ouverture de la dilactori7Opar divers alcools en présence de TBAF*

OMe
Me
RO RO
ROH 188 (2,5 &), I N \O o ) N \O o
TBAF* (2 éq.), HO' HO
THF, -35C 2 -78C Me
170 OMe 189 OMe 190
) Ratio _ 189
Entrée Alcool Produit type 1189
189190 Rdt (%)
iPrOH
1 95/5 69
188a
BnOH
2 85/15 83
188b
C]_2H25OH
3 85/15 65
188c
O><Q
4 NN O 87/13 58
188e
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l11.4.4 Réactivité de 170 avec des nucléophiles danés

Dans le but d’obtenir des dérivés pulvinigues auae fonction cétone, la réactivité de

la dilactonel70avec des nucléophiles carbonés a été étudiée (achém

OMe
Me
R R
“RM" X0 X0
-------- e (@] ~ o + (@] ~ o
HO HO
Me
191 OMe

170 OMe 192

Schéma 74 ouverture de la dilactone par une espece organdigéa

Plusieurs réactifs ont été testés pour cetteiokades résultats obtenus sont présentés

au tableau 18.

Tableau 18 :réactivité de la dilactonE7Oavec des organométalliques

Entrée Réactif Produit(s) et rdt
Me
Me N0
o) — O
1 MelLi HO
191a
4% OMe 64% OMe

2 PhLi
28% OMe
3 /\/MgCl
26% OMe
4 tert-BulLli /
PhMgBr /
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L’addition de méthyllithium (1,5 €q.) sur la ditaoe a conduit a la formation de la
cétone attendu&91g mais avec un rendement tres faible (tableau A8ée 1). Le produit
majoritaire de cette réaction est I'alcd®3g qui résulte d’'une double attaque: le premier
équivalent de MeLi ouvre la dilactone pour fouraircétonel91aqui réagit avec un second
équivalent de MelLi pour donner l'alcodl933 avec un bon rendement de 64%, en
considérant que seul cet isomeére, de type |, aoBservé. L'utilisation d’autres dérivés
organométalliques a fourni de moins bons résultaesnploi de phényllithium (tableau 18,
entrée 2) ou de chlorure d’allylmagnésium (tablé8u entrée 3) ont fourni des mélanges
complexes, dans lesquels les cétones attenduesmicitre détectées. De facon similaire au
cas précédent, les alcools tertiait®@8b et 193¢ résultant d’'une double attaque du réactif, ont
éte isolés, mais avec des rendements plus fajimelsablement en raison de 'encombrement
stérique plus important. L'utilisation dert-butyllithium (tableau 18, entrée 4) ou de bromure
de phénylmagnésium (tableau 18, entrée 5) a daené&ldes mélanges complexes desquels
n’ont pu étre isolés ni les cétones, ni les alctaiaires attendus.

L'utilisation d’'un amide de Weinreb pour obtenasldérivés portant une fonction
cétone avec de meilleurs rendements a ensuite ®&tdié€ L'addition de dérivés
organométalliques sur de tels amides est connue genner la cétone correspondante ; la
polyaddition étant évitée par formation d’'un chélatable aprés la premiére addittBhLe
chlorhydrate de la\,O-diméthylhydroxylaminel94 a donc été mis en réaction avec la
dilactone, dans le DCM, en présence d’'un équivalentriéthylamine, afin de neutraliser le
chlorhydrate. L’amide attendli95 a été isolé avec un excellent rendement de 90Un et

contrdle total de la régiosélectivité (schéma 75).

l)/le Me Me
_N Ph
MeO Q O,
Me-NH-OMe.HCI 194, A o PhLi(2éq), THF, A o
O = _— O =
Et3N, DCM, ta, 2h, HO -78T, 30 min, 12% HO
90%
170 OMe 195 OMe 191b OMe

Schéma 75 formation de I'amide de Weinrel95et réactivité avec PhLi

L’addition de phényllithium (2 é€q.) a -78°C daesTHF surl95a permis d’obtenir la
cétone191b avec un rendement de 12% seulement. En revancherotiuit de double
addition 193b n'a pas été formé. Les autres especes organorgatslitestee§PhMgBr,

MeLi) n'ont pas conduit aux cétones attendues.
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Une stratégie alternative a été envisagée, qusistena réaliser I'addition d'un
organométallique sur un acide ou un ester, en pecésele chlorure de triméthylsilyle
(TMSCI), ce qui devrait permettre d'éviter la fortisa de produits de polyadditioh 1%

Les réactivités de I'acid&77 et de I'esterl62b ont donc été testées dans diverses conditions
(tableau 19).

Tableau 19 :réactivité del77et162bavec des dérivés organolithiés

RLi,

conditions

162bR'=Me  OMe 191 OMe 193 OMe
Entrée Substrat Conditions Produits
MelLi (4 éq.), TMSCI (20 éq.),
1 177 (4 eq.) (20 éq.) /
THF, 0°C, 2h
PhLi (4 ég.), TMSCI (20 éq.),
) 177 (4 éq.) (20 éq.) )
THF, 0°C, 2h

Meli (2 ég.), TMSCI (5 éq.),

3 162b 191a(traces)
THF, -78°C, 1h
PhLi (6 éqg.), TMSCI (5 €q.), 162b(maj.),
4 162b _
THF, -78°C, 1h 193b(min.)
o 191a(26%)
MelLi (2 éq.), THF,
5 162b _ 193a(57%)
-78°C, 10 min
162b(10%)
o 191a(traces)
PhLi (2 éq.), THF, )
6 162b ) 193a (maj.)
-78°C, 10 min
162b (traces)
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Les conditions opératoires décrites pour I'addititu dérive lithié sur I'acid&77 en
présence de TMSCI n'ont pas permis d’obtenir laonétattenduel91, ni méme I'alcool
tertiaire 193 (tableau 19, entrées 1,2). De facon similaire, & réaction conduite avec
I'ester 162b n’a fourni que des traces de la cétdifla en utilisant MeLi (tableau 19,
entrée 3), alors que l'utilisation de PhLi n’a peymu’une tres faible conversion de I'ester de
départl62bqui a été majoritairement récupéré intact (tablEuentrée 4). Il semblerait donc
que les conditions employant TMSCI ne soient pdisagfes dans ce cas. En absence de
TMSCI, I'action de MeLi surl62b conduit a trois produits séparés par chromatogeapti
gel de silice. Le produit majoritaire est I'alcdeltiaire 193a obtenu avec un rendement de
57% (tableau 19, entrée 5). En plus de cet alcaiopo étre isolés la cétone désiidd aavec
un rendement de 26%, ainsi que 10% d’e$6ib n'ayant pas réagi. Ces mémes conditions
appliguées a PhLi ont fourni des résultats moirtssfagsants, puisque l'alcodl93b est
obtenu trés majoritairement, seulement accompagrtéades de cétori®1b et d’esterl62b
n'ayant pas réagi (tableau 19, entrée 6).

Les différentes conditions opératoires testéesitnfas permis d’obtenir de fagon
efficace les cétones désirées. Seule la cél®iam a pu étre obtenue avec un rendement
suffisant pour permettre son isolement et sa caigation complete. Celle-ci sera donc testée
pour son activité antioxydante et offre un nouveaint de modification structurale sur le

motif pulvinique.

[11.4.5 Conclusions

La synthese de la dilactod&0 a été mise au point en 7 étapes, a partir d’'un dérivé
tétronique, avec un rendement global satisfaisanB@P. Selon les conditions opératoires
utilisées, I'ouverture d&70 par des amines et des alcools peut se faire aveexcellente
régioseélectivité pour former des amides et desreste type I. De plus, la réaction #ié0
avec des nucléophiles carbonés a permis la prépadd nouveaux dérivés de type |, portant
une fonction alcool ou cétone.

Cette méthode d’ouverture d€0s’est avéeree efficace et générale, ce qui a patenis
préparer de nombreux produits diversifiés et gisskla porte ouverte pour la synthese de
nouveaux analogues. De plus, I'ouverture « nonfOtée » a permis de préparer plusieurs

produits de type Il, dont il sera utile de testactivité antioxydante.
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[11.5 Autres produits synthétisés

[11.5.1 Produits de type II

L'ouverture de la dilacton&70 a permis de préparer quelques produits de type II,
portant une fonction amide ou ester. Tous ces iodont substitués par un groupement
méthoxyle sur 'aromatique. Afin de compléter laisde type I, il semblait important de
disposer de quelques produits supplémentaires miodautres substituants sur le noyau
aromatique, afin de pouvoir les comparer aux ptsdie type I.

La voie d’acces a la dilactori@0via un intermédiaire de type tétronique a donc étée
adaptée pour préparer quelques esters de typéfdkedhment substitués au niveau du noyau

aromatique (schéma 76).

7 9 1) Br,, CHCl, 0 o BnOH. DIAD, o}
Ot ~ J;(E ©
2) A, 39% HO PPhy THF, BnO
Me ta, 12h, 74% Me
196 197 198
1) LDA, THF,
-78%C, 45 min
2) o
/©)‘\COOM8
R
36a:R=H
36b:R=Br
R R R
Hy POIC, TFAA, EtN, o
MeOOC Q MeOOC ] DMAP, DCM. MeOOC 0
— 0 DCM, ta, 12h — f0) 0°ata, 12h — f0)
HO BnO BnO
Me Me Me
20la: R =H: 48% 200a: R =H:18% 199a: R =H: 69%
201b : R = Br: 66% 200b : R = Br: 44% 199b : R = Br: 66%

Schéma 76 préparation de produit de type2d1a partir d'un dérivé tétroniquid7

Le dérivé tétroniqud 97 a été préparé a partir du 2-méthylacétoacétatbydeel96,
d’aprés la méthode décrite par Toshio, avec un emedt moyen™ L'utilisation du
groupement benzyle comme groupement protecteus gudtiée par les résultats obtenus sur

ce type de substrat en utilisant un groupement owgth (voir paragraphe [11.3.3.3,
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substitution de OMe par Br). La protection sousnferd’éther benzylique s’effectue de
maniere efficace dans les conditions de Mitsunpbuy donner le compos®8 La réaction
de I'anion del98 avec deux cétoesters aromatiques a ensuite ésgé&mgPour R=H, le
produit est commercial, il s’agit du formate de bayle 36a Pour R=Br, le produi86b n’est
pas commercial et a donc dO étre préparé. Ceciéaeiectué a partir de 4-bromo-
phénylacétate de méthyle, par oxydation de la ijposkienzylique selon la méthode décrite

par Wang, en passant par le composé d@2xorrespondant (schéma 773.

Ny R o
AcHN@SOZNg be[]zene,
/I::]/»\COOME COOMe acetone, COOMe
Br DBU, MeCN, ta, 12h | Br oxone, H,0, gy

NaHCOj;
47c 202 79% 36b

Schéma 77 préparation du cétoestaéb

L’addition de ces deux cétoest&&sur le dérivé tétronique98 se fait avec de bons
rendements et donne un mélange équimolaire de ftemes diastéréoisomeres A9
L’étape qui a posé le plus de probleme est I'étipeéshydratation. En effet, les conditions
utilisées dans les cas précédents ne se sont péke®e efficaces puisque le produit
déshydrat®00 n’a pu étre obtenu qu'avec des rendements fad#eb8% poul00aet 44%
pour le composé brom#&O0b. La conversion de l'alcool de dépd@9 n’est pas complete et
ni des temps de réaction plus longs, ni un chaaftiig milieu n'ont permis d’améliorer ce
résultat. Dans le cas du prod2@0g seul I'isomereE a été obtenu, alors que p@@MOb, les 2
isomereskE et Z (E/Z: 75/25) ont été obtenus et séparés. Pour I'étlpedéprotection par
hydrogénation catalytique, seul I'isoméfedu dérivé bromé a été engagé. La libération de
I'énol se fait dans les deux cas avec des rendemmalyens pour conduire aux deux

nouveaux produit201de type Il.

Cette voie de synthese a permis la préparatiatede nouveaux esters méthyliques de
type I 201aet 201h. Les rendements obtenus ici sont beaucoup motisdassants que dans
les synthéses précédemment décrites, mais I'imptoétait ici d’obtenir ces produits dans des
quantités suffisantes pour effectuer les tests tidige antioxydante. Les conditions

réactionnelles n'ont donc pas été optimisées.
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[11.5.2 Diester et diacide

La synthése d’'un dérivé portant deux fonctionglegicarboxyliques a été étudiée.
Pour cela, I'anion de l'acide tétronigi@4 a été mis a réagir avec le cétomalonate de dethyl
203 pour fournir I'alcool204 (schéma 78).

COOEt

EtOOC Q
o
=
HO
BBrs, DCM,
0%, 3h
COOEt COOEt 206 OMe
) OH
Q 1) BuLi, THF, EtOOC o EtOOC Q
o -78C, 40 min o TFAA, EtsN, o
= —_— ~ ——— S
MeO 2 o MeO DMAP, DCM, MeO 61% COOEt
L 0T, 2h,
Et0OC” ~COOEt 64% sur 2 ét. EtOOC 0
203 <~/ ©
174 OMe 204 OMe 205 OMe MeO
207 OH

Schéma 78 formation du dieste207 a partir del74

Aprés déshydratation, I'alcéne correspond®dia été obtenu avec un bon rendement
global de 64% sur les deux étapes. Lors de |'étlmpdéprotection avec le tribromure de bore,
un produit [égérement jaune a été isolé, dont deactéristiques du spectre RMN sont en
accord avec un produit ayant perdu un groupemettiorgle par rapport 205 mais qui ne
correspond pas au produit atter2d6. En effet, les protons aromatiques ne sont pasi aus
déblindés que ce qui était attendu et le signdiéhe| caractéristique vers 14 ppm n’est pas
présent. Par contre, un singulet élargi a 5,57 pphprésent. Une analyse par RMN en deux
dimensions a permis de démontrer que le groupemétitoxyle qui avait été déprotége était
celui porté par le noyau aromatique et que le ptddtmé était I'esteR07.

La séquence réactionnelle a donc été adaptéepsatégier la fonction énol du dérivé
tétronique (schéma 79). Ainsi, I'acide tétroniquen rprotégél73 est traité par un exces de
nBuLi et le dianion résultant est mis a réagir alecétomalonate de diethy@03 pour
donner l'alcool208 La réaction de déshydratation est engagée dmecte sur le brut
réactionnel et le produit atten@@6 a pu étre obtenu avec un rendement moyen de 27% pou
les deux étapes. Dans ce cas, l'utilisation d’'ungdaexces de pyridine (7 éq.) a permis

d’obtenir de bien meilleurs résultats que la tiy&imine utilisée habituellement.
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coOoHEt COOEt COOH
O, 1) BuLi (3 é EtOOC EtOOC HoOC
o) T)HF (78°Cq 40 min TFAA, Py, o sapomflcanon
~
HO 2) o DCM, ta, 12h, HO HO
PR 27% sur 2 ét.
EtOOC COOEt
203
OMe

173 OMe

Schéma 79 formation du diester a partir €3

Le diester pulviniqu&06 a ensuite été engagé dans une réaction de sapdioifi,
dans les conditions classiques (NaOH 0,5M, ref@&,min) ou des conditions modifiées
(LIOH 1M, MeOH, THF). Malheureusement, ces condifian’ont pas permis I'obtention du
diacide souhait@09et des mélanges complexes ont été obtenus dadsugsas. L'étude de

la saponification d206n’a pas été poursuivie.

111.5.3 Sels de carboxylates

Afin d’améliorer la solubilité de nos produits daleau, des sels de carboxylates de

I'acide 177 ont été préparés : le sel de sodi@dD et le sel de 2-morpholinoéthan?11
(schéma 80).

o
I

A

N ® @o Me Me @@
a (@)

X —0 HO X0, °N X0,

o ~/ © NaOH, acétone, 0 - /=0  2-morpholinoéthanal, [ j O
HO - HO ;
H,O0, ta, 12h, acétone, H,0, ta, 12h,
quant quant
210 OMe 177 OMe 211 OMe

Schéma 80 synthése de sels de carboxylé2éfet211

L'acide 177 est dissout dans I'acétone, puis la base est g@néolution dans I'eau.
Aprés une nuit d’agitation a température ambidetejilieu est concentré puis lyophilisé. Les
sels correspondants sont obtenus quantitativero@mime I'indiquent les spectres RMN, sous

la forme de solides oranges
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[11.5.4 Conclusion

De nouveaux produits ont donc été préparés, plarelites voies de synthése, avec
des résultats variables. Ceci permet d’obteniriplus modifications sur le motif pulvinique,
a diverses positions clés pour I'étude de la m@basitructure-activité. En effet, deux nouveaux
produits de type Il, substitués differemment sundyau aromatique ont été prépares, ainsi

gu’'un dérive de type diester et deux sels de cathtes.
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V. Synthese d’acides pulviniques lipophiles

Comme introduit au chapitre 1, les membranes le@iés sont une cible
particulierement importante des EOR. La peroxydatipidique provoque de multiples
dommages sur les cellules. Les produits formésnégdieconjugués, peroxydes, aldéhydes,
alcanes) lors de ce processus sont pour la pluparjues pour la cellule et parfois
mutagenes. Cette formation de dérivés d’oxydatitus gydrophiles que les acides gras
entraine des perturbations de l'architecture demkmbrane et altére les fonctions des
enzymes et des transporteurs membranaires.

La peroxydation lipidique peut étre interrompu@siaertains cas par les antioxydants
naturels présents dans les membranes, comme hainvedE. Le radical tocophéryle formé est
alors trop peu réactif pour continuer la propagaga chaine et le tocophérol est régénéré par

action de I'acide ascorbique (schéma 81).

Schéma 81 représentation schématique de la régénératioaayphérol

La préparation d’antioxydants dérives d’acidedvipigues comportant une chaine
lipophile a donc été envisagée, ce qui leur peraiettle s’insérer dans les membranes
lipidiques et ainsi agir d’'une facon similaire avleamine E.

Sur la structure de base de l'estd2b, plusieurs sites d’insertion de la chaine

lipophile sont possibles (schéma 82).
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I OMe

OMe OMe

Schéma 82 sites d'insertion de la chaine lipidique

3 sites d'insertion de la chaine lipidique sontigageables :
¢ Enremplacant le groupemdniMe porté par le noyau aromatique,
¢ Enremplacant le groupem' porté par la double liais@xccyclique,

¢ En remplacant I'este©Me, soit par un ester, soit par un amide (dans ce cas

I'incorporation d’une chaine unique ou d’'une douthaine est possible).

Suivant la position de la chaine, des orientatiifférentes dans les membranes ainsi
que des propriétés différentes peuvent étre imagifgchéma 83). Ainsi, I'objectif fixé est de
préparer dans un premier temps les différents pioduec une chaine lipophile de 12 atomes
de carbone aux différentes positions.

Pour ce faire, les stratégies de synthése C gqirésentées précédemment, ont été
utilisées. Les syntheses n'ont concerné que latsiel des dérivés de type | puisque, selon
nos hypotheses, ces molécules devraient présergeaativité antioxydante plus marquée que
celle des dérivés de type II.
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OMe

/) O™ “ome
Asc

°
Asc

Schéma 83 incorporation possible d’acides pulviniques lipibgh

IV.1 Chaine grasse sur le noyau aromatique

L’approche C précédemment exposee a été employegensi, le dérivé iod®2 a été
engagé dans un couplage de Suzuki-Miyaura avem&ag-hydroxyphényl boroniqu2l2

(schéma 84).

Me B(OH), Ve Aer Ve
11
MeOOC 0 cat, iProNH, MeOOC o] 214 MeOOC 0
MeO MeCN, H,0, ,CO;3, MeO
| OH 85, 3h, 42% MeO DMF, 1t,
12h, 31%
92 212 213 OH 215 o

Schéma 84 couplage de Suzuki-Miyaura s®@2 et alkylation

En utilisant les mémes conditions de couplagepygeédemment, il a été nécessaire
d’introduire une quantité de catalyseur plus imgate afin d’obtenir une conversion totale du
produit de départ (7% mol contre 0,7% mol dansclasditions classiques). Ceci a permis
d’obtenir le produit souhait213 avec un rendement moyen de 42%. L'étape suivante a
consisté a introduire la chaine a 12 carbonesesghénol. Dans les conditions classiques
d’une telle alkylation avec le bromure de dodé@dd, en présence de,KO; dans le DMF
et aprés une nuit a température ambiante, le pliEndépar213ne réagit que partiellement.

Le produit alkylé215n’a pu étre obtenu qu’avec un rendement faibleldé.3
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Il a donc été décidé d'introduire la chaine gragkes tét dans la synthése, en la
greffant directement sur I'acide boronique (sch&®)a Pour cela, le 4-bromophéri6a été
alkylé par le bromure de dodécy?2d4, en présence de potasse au reflux de I'éthanol. Le
produit alkylé 217 a été obtenu avec un bon rendement et a pu étreertoren acide
boronique218

B(OH
id Br 1) BuLi, THF, (OH).
-78<, 2h
KOH, EtOH, , 2h,
+ /@\Br :
1 reflux, 12h, 60% 2) B(O|Pr:)3v
ta, 12 o
OH 9 mHCita e v
216 213 11 49% 11
217 218

Schéma 85 préparation de I'acide boroniq2é8

Cet acide boroniqu2l8 a ensuite été engagé dans la réaction de couplege2a
(schéma 86). La présence de la chaine lipophieogué de gros problemes de solubilité ;
la réaction s’effectuant dans un mélange acétteigau. Ce probleme de solubilité est
probablement a l'origine du rendement modeste obf@mur215 Enfin, dans une derniere
étape, le produiRl5 a été engagé pour la déprotection de la fonctiani én présence de
tribromure de bore. Le produit final déprotéE9 a été obtenu avec un rendement de 37%

seulement.
Me B(OH), Ve Ve
cat (1,4% mol),
MeOOC 0 iPr,NH (2,5 éq), MeOOC 0 BBr; (1 éq.), MeOOC 0
<0+ = DCM, 0T, 3h </
MeO MeCN, H,0, MeO , 0T, 3h, HO
| \9/0 85T, 6h, 36% 37%
11
218 215 219
92 \HO \6’70

11 11

Schéma 86 synthése du compog49

Les deux stratégies envisagées ont permis de rerépa produit219 avec des
rendements comparables mais modestes. Cependenguantité suffisante (100 mg) de ce

produit a été obtenue afin d'effectuer les prensienealyses souhaitées.
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IV.2 Chaine grasse sur la double liaison  exo-cyclique

Dans un premier temps, I'approche C a été adaptéepréparation de la molécule
visée. Dans ce cas, la chaine a 12 carbones ésepar I'ester utilisé dans I'étape d’addition
sur I'anhydride 2-méthoxymaléiq@s (schéma 87).

1) LDA, ZnCl, Y on
MeOH, H,S0,, THF, -78C, 45 min
/@\COOH _— /ﬁ‘coonﬂe MeOOC Q o
12 reflux, 12h, quant 12 2) oo ~
L/Eo 93 MeO
220 221 MeO 222
TFAA, Et;N,
DMAP, DCM,
ta, 12h
B(OH),
11 11 11
oM I, CAN,
MeOOC o} o © MeOOC o} 2 MeOOC o)
= cat, iProNH, N o MeCN, 40T, 3h, = o
MeO MeCN, H,0, MeO 36% sur 3 ét. MeO
85T, 12h, 54% I
225 224 223
OMe
BBrz DCM,
0%, 3h, 53%
11 11
MeOOC 0 HOOC O
W LiOH 1M, <~/ ©
HO HO
MeOH, THF,
80, 12h,
87%
226 OMe 227  OMe

Schéma 87 voie de synthese ®26et227 par I'approche C

L'acide tétradécanoiqua20 est tout d’abord estérifié pour donner I'ester hykgue
correspondan2l L’énolate zincique de cet ester est ensuite mioié sur I'anhydride
méthoxymaléique93, pour donner l'alcool222 sous forme d'un mélange de formes
diastéréoisoméres. Cet alcool n'a pas été isokt @t engagé directement dans I'étape de
déshydratation. Celle-ci s’effectue dans les camubt classiques, mais I'alcene obte22B
n'a pu étre séparé des produits secondaires dmtdion. Le brut réactionnel a donc été mis
en réaction avec l'iode et le CAN et le dérivé i@l a pu étre isolé avec un rendement

global satisfaisant de 36% pour les 3 étapes, aveapport/Z = 90/10.
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Ce dérivé iod@24 a ensuite été engagé dans I'étape de couplagezikiSviyaura
avec l'acide 4-méthoxyphénylboronique. La aussis geoblemes de solubilité ont été
rencontrés, mais le produit atteng5 a tout de méme pu étre obtenu avec un rendement
correct de 54%. Cependant, les rendements obtenus ¢ette étape sont assez peu
reproductibles et le passage a I'échelle du gramsiest révélé délicat. La déprotection de
I'énol a ensuite été effectuée comme précédemmtelet groduit déprotég@26 a été isolé
avec un rendement correct de 53%. L'e@26 a ensuite été saponifie. L'utilisation d’'une
solution aqueuse de soude n'a pas permis d'effectete saponification et I'ester a été
récupéré inchangé. Cela peut s’expliquer par tegfae I'ester lipophil®226 est complétement
insoluble dans ces conditions. Ce probleme a étdludn utilisant un mélange de méthanol
et de THF, en présence d’'une solution aqueuse kyde de lithium. Aprés une nuit a
80°C, l'acide227 a pu étre obtenu avec un tres bon rendement deav8s recristallisation.

Cette voie a permis la préparation de deux now@aoduits lipophile226 et 227,
avec un rendement global de 10%. Malheureusemest, pdoblemes ont été rencontrés,
notamment dans I'étape de couplage, lors du passdigehelle du gramme, faisant encore

baisser les rendements.

Une voie de synthése alternative a alors été dérés, en se basant sur I'approche D
qui utilise les dérivés d’acides tétroniques. Aimsi positionnant la chaine a 12 carbones sur
le cétoester, un acces aux mémes types de dérivesprgcédemment serait possible
(schéma 88). Pour cela, le bromure de dodéeykea été traité avec du magnésium et le
réactif de Grignard formé a été additionné surdlaie de diéthyld?2, & -78°C dans le THF.

Le cétoesteR28a ainsi pu étre obtenu avec un rendement de 84%.

]

)ﬁ 1) Mg, THF
Br 5 A OFEt
11 2
)EtoJ\rroa 0
214 228

o 12

THF, -78C,
1h, 84%

Schéma 88 préparation du cétoest2?8

Ce cétoeste?28 a ensuite été mis en réaction avec I'anion ded&d¢étroniquel74
(schéma 89). Cette addition se fait avec un bodaeent de 79% et I'alco@R9a été obtenu
sous forme d'un meélange de forme diastéréoisomdrasdéshydratation a ensuite été

effectuée de maniére classique et efficace, aldes isomere& et Z de 230 ont été obtenus
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et séparés par chromatographie sur gel de sili@s @=ux isomeres ont été engagés
séparément dans I'étape de déprotection. L'isordéréa pas permis d’obtenir le produit
déprotégé par traitement au tribromure de borselforme un autre produit que nous ne
sommes pas parvenus a identifier de maniere certhilsomereE, par contre, se déprotege
comme attendu avec le tribromure de bore pour dohaeide pulvinique231, avec un
rendement de 57%. A c6té de ce produit se fornpedduit 232 déprotégé deux fois, c'est-a-
dire sur I'énol et sur laromatique, a hauteur d@%l Celui-ci se forme avant la
consommation totale du produit de dé@230. Sa conversion en acide pulviniqd81l par
méthylation sélective du phénol n’a pas été posdilains les conditions testées. Finalement,
232 a été reconverti eB30, par traitement avec deux équivalents de sulfatdichéthyle, en
présence de carbonate de potassium dans I'acé&enereprésente une méthode de recyclage
efficace du produit secondaire formé au cours detdation de déprotection. Enfin, I'ester
231 a, comme préceédemment, été efficacement saponifi¢ fournir I'acide 227. Le
rendement global de cette synthese est de 22%.

11 11

o 1) BuLi, THF, OH K,CO; (2 éq.),
o -78<C, 45 min EtOOC Q TFAA, Et;N, EtOOC Q Me,SO, (2 éq.),
S O _— O
MeO 2) o == DMAP, DCM = acétone, reflux,
MeO ; : MeO
SR Ao 228 0%, 12h, 82% 4h, quant
110
174 229 230
OMe 79%
OMe E/Z : 70/30 OMe
BBr; DCM,
0%, 3h
11 11 11
HooC o] Et0OC o EtOOC o)
o : o <~/ ©
= LiOH 1M, = + o
HO — HO H
THF, MeOH,
80T, 12h, 87%
227 231 232
OH
OMe 57% OMe 19%

Schéma 89 voie de synthése d281et227 par I'approche D
Deux voies de synthése ont donc été développtes!'iatroduire la chaine grasse au

niveau de la double liaisoexocyclique. Cela a permis la préparation de troisdpits :
I'ester méthylique226, I'ester éthylique231 et I'acide227.
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IV.3 Chaine grasse greffée au niveau du groupement
carbonyle

La préparation de ces produits a déja été présentaragraphe précédent, ils ont été
obtenus par ouverture régiosélective assistée @arBAF de la dilactonel70, selon la

stratégie D (schéma 90).

Me

§
, NN o
/H~ TBAF (2 éq.), 15 (0]
+ S
N2 THF, -35 4 -78<T, HO
88%
182c 183c
OMe OMe
>-;/11 Me
TBAF (2 éq.) \HN N0
D, 11 0
+ /HN’%* N o =
1uH 1 THF, -35 &-78C, HO
80%
182d 183d
OMe OMe
Me
o NN o
. /H\ TBAF* (2 éq.), u g — (0]
1M THF, -35 a4 -78<, HO
65%
188c 189c
OMe OMe

Schéma 90 synthéese d’acides pulviniques lipophil83¢ 183det189ca partir del70

V.4 Conclusions

Sept acides pulviniques lipophiles ont donc é#parées, en incorporant la chaine
grasse a différents endroits sur le noyau pulviidgthaque produit a été obtenu a hauteur de
100 mg au minimum. L'influence de la position deteechaine sur différents facteurs

physico-chimiques va pouvoir donc étre évaluée.
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V. Conclusions

Deux nouvelles voies de synthése d’acides puluEsgmonoaromatiques ont été

développées et appliquées a la préparation de saax cCOmMpoSEs.

La stratégie C utilise comme étape clé un couptigeype Suzuki-Miyaura sur le
compose iod®2, qui permet d’introduire aisément des modificasicau niveau du noyau
aromatique. Cette voie a permis la préparationrddyits de type |, différemment substitués
en position 4 sur le noyau aromatique.

La stratégie D repose sur l'ouverture de la didaetl70. Différentes conditions
d’ouverture par différents nucléophiles ont perlaisynthese de nombreux produits, de type |
et de type Il. Il a en outre été possible de cdetrta régiosélectivité de I'ouverture de la
dilactone, par addition de TBAF.

Ces deux voies sont complémentaires car la prenpiérmet d’obtenir aisément des
modifications au niveau du groupement aromatiqeeddeivés de type I, alors que la seconde

permet de faire varier facilement la fonction latér

Pour compléter les travaux effectués sur la grat€ et valoriser I'étape-clé de
couplage de Suzuki-Miyaura, de nouveaux acidesriiques pourront étre envisagés pour
étre couplé avec le produit iod82, comme des dérivés comportant un groupement
électroattracteur epara, des dérivés substitués ertho ou meta des dérivés polysubstitués
ou des hétérocycles. Ceci devrait permettre d'ume @'explorer la gamme de substrats
compatibles avec les conditions de couplages égitiset d’autre part évaluer plus en détail
I'influence de la nature et la substitution du nog@omatique sur I'activité antioxydante.

La réactivité de la dilactonedl70 en présence de TBAF, vis-a-vis d'autres
nucléophiles, comme des organométalliques, degéiesoufrés, des énolates d’esters ou des
éthers d’énols silylés, est une perspective insarge afin de poursuivre I'étude de la

réactivité de ce substrat.
Enfin, dans le but d’améliorer les interactionse@aves membranes lipidiques,

plusieurs acides pulviniques lipophiles ont étégmés et synthétisés, portant une chaine

grasse a a différentes positions du noyau pulvaniqu
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L'activité antioxydante de certains de ces pradaiensuite été testée, ce qui a permis
de faire quelgques observations intéressantes selalion structure-activité. Les résultats sont
présentés au chapitre 3.

La structure de la totalité des produits prépastsappelée ci-dessous :

Type |, esters méthyliques avec variation du naotifmatique :

OMe

Me

1629

Type Il, esters méthyliques avec variation du nawtinatique :

Br OMe
MeO,
MeO. o MeO. o Io)
O =~ o O ~ o (6] ~ o
HO HO HO
Me Me Me
201a 201b 190d
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Type |, acide :

OMe

Type |, amides :

OMe OMe OMe OMe

H Me Me  me
N X0 meoN X0,
o /0 0 J/ 0
HoN HO HO
187 195
OMe OMe OMe
Type Il, amides :
OMe OMe OMe
Bu,N o BuHN o CyoHosHN o
o J /0O o Ju /O o Ju /0O
HO HO HO
Me Me Me
184a 184b 184c
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Type |, esters :

OMe OMe

Type Il, esters :

OMe

OMe

OMe OMe

Type |, cétones :

Me Me
Me N0 Ph e
o I/ © o v/ ©
HO HO
191a 191b
OMe OMe

OMe

OMe
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Type |, diester :

COOEt
EtOOC e}
(0]
=
HO
206
OMe

Type |, sels de carboxylates :

H
Ce) Me S
@
Na O N0
DS () L
HO
210 211
OMe OMe

Type |, lipophiles:

Me 11 11 11
MeOOC o] MeOOC (e} HOOC o] EtOOC (e}
o O (6] o
= — = =
HO HO HO HO
219 226 227 231
OM

O OMe e OMe

H Me >7<‘/11 Me Me
N (@)
N0 s OO
11 (o) 11 (e} 110 - fe)
HO HO HO

183c 183d 189¢
OMe OMe OMe
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Chapitre 3 : Analyse des acides pulviniques

l. Présentation

Les différentes voies de synthése présentées raigrpphe précédent ont permis la
préparation de 45 nouveaux dérivés mono-aromatigiesdes pulviniques qui sont des
antioxydants potentiels.

L'activité antioxydante a été évaluée sur ces am@p, en utilisant cing tests
différents. Ces tests mettent en jeu des espedesla@res variées et les mécanismes mis en
jeu sont également différents.

Ainsi, dans un premier temps, I'étude de la pitimecd’'une cible biologique, la
thymidine, a été entreprise, avec deux systemegdation différents, soit par une irradiation
UV, soit dans les conditions de Fenton. Ensuitgrtaection d’'un plasmide bactérien a été
évaluée, dans les conditions de Fenton. L'étuddadeapture du radical superoxyde a
également été étudiée, de méme que celle du raBie@H. Enfin, l'inhibition de la
peroxydation lipidique a aussi été évaluée. Ceq tists se font dans des conditions tres
différentes et rendent compte des différents méoags d’actions classiques des antioxydants
(présentés au chapitre 1) : donneur d’hydrogengtuca directe de radical, interruption de
réaction en chaine. L'intérét porté a un agentoagtlant sera d’autant plus important qu’il
révélera de bonnes activités suivant différentsamiémes. Tous les produits n'ont pu étre
testés dans chaque test, notamment pour des ralss@ubilité (les tests de protection de la
thymidine et du plasmide s’effectuent en milieuequ il a donc été impossible de tester les
produits les plus lipophiles).

Dans chaque cas, les dérivés monoaromatiquegdd 8t de type Il seront comparés
entre eux, mais des acides pulviniques symétrigires que des antioxydants de référence
seront également testés afin d’enrichir I'étudaecditire-activité antioxydante.

Enfin, quelques criteres complémentaires seroaluég, comme la photostabilité, la

cytotoxicité ainsi que I'affinité des produits lipliles pour des monocouches lipidiques.

153



Chapitre 3 : Analyse des acides pulviniques

Il. Etude de la protection de la thymidine

Les tests ont été effectués au Service de Phalogge@t d'Immunologie au CEA de

Saclay.
[I.1. Principe

De nombreux tests de mesure du pouvoir antioxyeaigtent (test au TBA &
I'ABTS,'™ au DPPH* mesures par RPE ou chimioluminescencg® test 33*" ou
cométe’®...). La plupart de ces tests consistent & étudiésrmation d’'un produit spécifique
de dégradation dans un systeme soumis a un stxgdard. Or, I'action des EOR se révele
tres complexe, les espéeces réactives sont nomisretiseariées et les réactions en chaines
conduisent a de multiples produits (voir chapitde Ainsi, en étudiant un seul produit
d’oxydation, les tests classiques ne permettentdélecter qu’'une activité antioxydante
intervenant dans I'ensemble des cascades réacliemmeises en jeu. De ce fait, ces tests ne
fournissent que des informations partielles et fdimation principale, a savoir si

I'antioxydant protege efficacement ou non sa ciblest pas clairement élucidée (schéma 91).

Pour contourner ce probleme, un test a été mipaint et développé au CEA de
Saclay*® * Ce test est basé non plus sur 'étude de I'apparite produit(s) de dégradation,
mais sur la disparition de la cible elle-méme (sthé@1). Ainsi, la nature et le nombre de
produits d’oxydation créés ne sont plus pris enfemDe plus, ce test s'adapte a des sources
variables d’EOR (radiolyse, UV ou Fenton).

Source de + Antioxydant Conservation de
radicaux —| |a mesure
\ 4 Dégradation de la cible
/| Cible mesurée I P = modification
/ de la mesure

+ Antioxydant l

Multiples
produits v
Détection Inhibition
d’un produit du signal mesuré
unique

Schéma 91 tomparaison tests classiques (en noir) et nonesACEA (en bleu)
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Quelque soit la cible et la source I’EOR, le miilr@éactionnel aprés oxydation sera
toujours tres complexe. Il est donc indispensaleledidposer d’'un outil trés sélectif et tres
sensible afin de mesurer la quantité de cible biglee intacte apres réaction et ceci sans
étape de purification. Les techniques d'immunoasglgont tout a fait adaptées pour réaliser
la quantification d’'un produit au sein de milieugneplexes. Ce test repose donc sur un
dosage immunoenzymatique par compétition

La cible choisie est la thymidine, un des quatreléotides de I'’ADN :

HNJ]/
O)\N
OH

Figure 13: structure de la thymidine

Le dosage par compétition a pour but de déterni@neoncentration en antigene (Ag)
dans un milieu complexe grace a l'utilisation d'anticorps (Ac) et d’'un antigéne marqué
(Ag*), dont on peut mesurer la concentration. Laicarps sont des acteurs essentiels du
systeme immunitaire et représentent le principajenode défense de I'organisme contre
l'intrusion d’agents pathogenes. En effet, les orgmes vivants sont capables de produire
des anticorps, en réponse a la pénétration d'ubstauce étrangeére, pour permettre son
élimination. Ici, un anticorps monoclonal capabgerdconnaitre la thymidine a été produit
chez la souris, en utilisant les défenses natgrdike’animal.

Pour comprendre le principe de ce dosage, comsidarn melange Ac/Ag/Ag*. Si la
concentration en anticorps Ac est inférieure dolacentration totale en antigene (Ag + Ag*),
il y aura compétition vis-a-vis des sites de liaisur I'anticorps, avec formation simultanée

de complexes (Ac-Ag) et (Ac-Ag*), selon les équidib suivants :

Ka

Ac - Ag
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En maintenant fixes les concentrations en antcomt antigene marqué,
'augmentation de la concentration en antigenea@mgrl’augmentation de la concentration en
complexe (Ac-Ag), au détriment du complexe (Ac-Adg*a concentration [Ac-Ag*] est donc
inversement proportionnelle a la concentration [8ghs le milieu.

Le test est effectué en format hétérogéne, ssupport solide (plagues de 96 puits en
polystyréne) utilisé pour fixer les complexes (Ag)Aet (Ac-Ag*), et les séparer des

antigenes Ag et Ag* libres restés en solution.

Le marquage de l'antigéne Ag* est effectué pasdia covalente avec une enzyme :
I'acétylcholinestérase ou AChE. Cette enzyme aséléctionnée en raison de sa trés grande
réactivité catalytique, qui confere aux traceur$ Age activité spécifique élevée. L’enzyme
est détectée par la méthode d’Ellman, utilisantm&lange d’acétylthiocholin@33 et de
DTNB (5,5-dithiobisacide 2-nitrobenzoiqueR34 (schéma 923*° L'hydrolyse de
I'acétylthiocholine233 catalysée par 'AChE, conduit a la thiocoli®85 qui réagit avec le
DTNB 234 pour former un thiol aromatiqu236 (déprotoné dans les conditions de pH
utilisées). Ce dernier est un chromophdig.,(= 414 nm ey = 13600 crit.M™) qui absorbe

dans le visible en produisant une lumiére jaune.

)OL 1o acne . )C])\ o le
; 2HY + +
S/\/ \\ o OH S/\/ \\
233 2 235
eO C COe
2 234 2
K le
- / \/\S_S/\/ \\ o l®
S/\/ ’\{\ | ® o
S O.N s-s7 >, S NO,
+ S NO, o
S 0,C 236 CO2
236 CO;

Schéma 92 méthode colorimétrique d’Ellman

Le test est réalisé en deux étapes, effectuéasunb dans des plagues différentes

(figure 14). Au cours du protocole, un transfertaplaque Ivers laplaque llest nécessaire.
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¢ Plaque I: dégradation de la thymidine

Une solution contenant la thymidine (Ag) et 'agenotecteur a étudier est disposée
dans les puits. Le mélange est soumis a une saliEs@R. Au cours de l'étape
d’'oxydation, la thymidine sera trées dégradée dbnscas d'un mauvais agent
protecteur (figure 14a) ou peu dégradée dans $e ddan bon agent protecteur
(figure 14b).

¢ Plaque II: dosage de la thymidine non dégradée

Aprés un temps précis d’oxydation, une aliquots delutions de Iglaque | est
prélevée et transférée versplaque 1l (plaque de dosage recouverte d’anticorps Ac).
Aux puits de lgplaque Il sont ajoutés I'anticorps puis le traceur enzymagti¢Ag*),
afin de doser la thymidine intacte dans le miliéine étape de lavage permet
d’éliminer toutes les espéces qui ne sont paes$ixsur la plaque. Dans le cas d'un
mauvais agent protecteur, une densité optigueéélesera mesurée, traduisant une
grande quantité d’antigeéne traceur fixée sur lgcarps (Ac-Ag*, figure 14a). Au
contraire, si I'agent antioxydant se révele effesala densité optique mesurée sera
faible, car les sites de I'anticorps seront oésupar la thymidine intacte (Ac-Ag,
figure 14b).
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ry
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Figure 14 :principe du test

Les résultats finaux seront exprimés en pourcentd protection de la thymidine,

exprimé par rapport a une expérience réalisée sgnab d’agent protecteur :

[Th)ﬂ antiox —[Th)d ox

% de protection= [Thylm —[Thy]

(100

Avec :
[Thylini = concentration initiale en thymidine,
[Thy]ox = concentration en thymidine mesurée en I'abseia#ioxydant,

[Thy]antiox = concentration en thymidine mesurée en préseatantioxydant.
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En comparant les valeurs obtenues pour différamisxydants, testés dans les mémes
conditions, il est donc possible d’établir une &iéhie du pouvoir protecteur sur la thymidine

de ces composes.

Sur ce principe général, trois tests utilisanistreources différentes de génération
d’EOR ont pu étre mis au point. Ainsi, les EOR étdt générés :

¢ soit par irradiatiory au*®*'Cs,

¢ soit par irradiation UV a 254 nm en présence d@atgénée,

¢ soit par un systétme métallique de type Fenton, résepce de Eé et d'eau

OoXygénée.

Ici, l'irradiation y n'a pas été utilisée, car elle est moins représest du domaine
d’application visé. Le test UV met en jeu la phgsal de HO, (irradiation a 254 nm), ce qui
va produire la formation de radicaux hydroxyles’ifi peuvent évoluer en HO©u Q).
Dans les conditions de Fenton,(d/FeSQ/EDTA), la présence du systéeme métalliqgue peut
conduire, en présence de®4, a la formation de plusieurs espéces de haut@caldont la
réactivité n’est pas identique aux EOR générées tlariest UV. Lors du test Fenton, la
molécule étudiée peut donc piéger les especes ntgaldu milieu, mais également modifier
la capacité du métal a produire ces especes, @ac,exemple, des mécanismes de

complexation du métal.

[1.2. Résultats

Chaque expérience a été réalisee en duplicat. desbres représentatifs des
différentes familles chimiques des dérivés de typa Il ont été testés, afin de pouvoir
recueillir le maximum d’informations. En plus desdes pulviniques mono-aromatiques ont
été testés des témoins dont I'activité antioxydataes ces conditions est connue (afin de
valider I'expérience) : la norbadione At le Trolox, ainsi que des acides pulviniques

symétriques, préparés par B. Heurtaux, lors daésetau CEA de Saclay.

159



Chapitre 3 : Analyse des acides pulviniques

[1.2.1 Irradiation UV

La plague a été irradiée a l'aide d'un irradiat@®-SUN.3W, a 254 nm, pendant
7 min (énergie 1,75 J/é@n La présence d'bD, est nécessaire pour observer une dégradation
de la thymidine. Les rayons UV permettent la rupthomolytique de la liaison oxygene-
oxygene pour conduire, dans une premiére étapewa rdicaux hydroxyles. Des EOR sont
ainsi crées dans le milieu, capables de dégradbymtaidine par des effets indirects.

28 produits ont été testés, a deux concentratidfésentes (figure 15). Les conditions
opératoires exactes sont : thymidine, 70 uMOK 5 mM; antioxydant, 100 et 50 uM; Tp.
Phosphate pH 7,4, 25 mM; 254 nm, 1,75 J/cm
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Figure 15 : protection de la thymidine sous irradiation UV sultats globaux
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Les résultats obtenus pour la norbadione A etrl@oX sont en accord avec des
résultats antérieurs. En effet, dans ce test, |A B& un composé puissant avec environ 50%
(2 100 uM) de protection de la thymidine, alors tpdrolox ne protege pas efficacement
(10% de protection). De plus, les résultats dugsgupour chaque expérience sont
relativement proches, ce qui démontre la reprodilitd du test. En outre, les hiérarchies
observées a 100 uM et 50 uM de produit testé stativement bien conservées (dans la suite
de ce paragraphe, seule la concentration a 100gudidiscutée). Les informations apportées

par ces résultats vont étre détaillées par famiéleomposes.

11.2.1.1 Comparaison des dérivés de type |, de tNpet des acides pulviniques

symeétriques

La comparaison des trois types de produits (typgpk Il et symétriques) correspond
a la premiere analyse des résultats. Trois séeeprdduits ont été testés, differemment

substitués sur le noyau aromatique (figure 16).
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HO' Ve Ve Me
Br Br OMe
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% protection thymidine

Figure 16 : protection de la thymidine sous irradiation UWfluence de la position du noyau aromatique

Les trois séries suivent toutes la méme tendanseyoir que le produit le plus actif
est le produit symétrique, suivi par le produittyee |, puis le produit de type II.
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Ainsi, sur les trois séries de produits, la péitienoyau aromatique « sud » (produits
de type 1) est plus défavorable que la perte dyanoaromatique « nord » (produits de
type 1). D’autre part, sur les dérivés de type lest produits symétriques, des différences
d’activité relativement importantes sont observaadsn la nature du substituant sur le noyau
aromatique.

En revanche, les trois dérivés de type Il ont acdvité identique (aux erreurs
d’expérience prés). Ceci semble montrer que le ma@@matique sur ces produits a peu
d’influence sur l'activité antioxydante, contrairent aux deux autres familles. Dans la série
des composés de type Il, I'activité observée sdmit uniquement due au motif conservé sur
ces trois molécules, a savoir le motif céto-énaide la lactone.

En prolongeant ces arguments, les hiérarchiessantensités de protections entre les
produits symétriques et de type | devraient étreseovées. C’est le cas pour les composés de
la famille phényle (produitd69aet 1623 et la famille méthoxylée (produits9b et 162b).

En revanche, dans la série bromée, le composé sgueit69f est beaucoup plus actif que le
produit de type 162f Ce résultat n’a pas pu étre clairement ratio@alissemble que le
produit 169f ait une activité particulierement forte, qui impleg peut étre d’autres

mécanismes antioxydants (il est prévu de testeusgau les composés de cette série).

11.2.1.2 Influence du groupement porté par le nogaomatigue sur les composés de

type |

Les produits testés, portant différents substiti@n position 4 du noyau aromatique
et le dérivé du styrene, possedent tous une actbdmparable, avec une protection de la
thymidine comprise entre 26 et 38% a 100 uM (figLiFe

Dans cette série, le produit offrant la meillepretection est le produit62b substitué
par un groupement méthoxyle, avec une bonne pratede 38%. Il semblerait que l'effet
mésomere donneur du méthoxyle ait un effet posstiffon compare au dérivé phényle
« simple »162a L'effet mésomere donneur semble étre supéridigffet inductif donneur,
comme le montre la plus faible protection obtenaarde composd62d substitué par un
groupementiso-propyle (méme si la barre d’erreur relativemenpamante dans ce cas ne
permet pas de conclure de fagon certaine). Erdmptoduitsl62eet 162f portant des atomes
d’halogene sont de moins bons protecteurs. llagtifficile de conclure s'’il s’agit de I'effet
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inductif attracteur ou mésomeére donneur des hakm&ui entre en jeu et provoque cette
différence par rapport aux autres produits.
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Figure 17 : protection de la thymidine sous irradiation UMiuence du substituant sur I'aromatique

Ces observations permettent de conclure que, l@geexemples étudiés, I'effet du
substituant sur le noyau aromatique est relativéntenite. Cependant, ici, le noyau
aromatique est dans tous les cas substitué paroupement ayant un effet donneur, inductif
ou mésomere. Il serait donc intéressant de prépdeemouveaux dérivés portant des

groupements attracteurs, afin d’étudier I'influeniegece paramétre sur l'activité antioxydante.

[1.2.1.3 Influence de la fonction portée par la dtriliaison sur les composeés de type |

Dans un troisieme temps, l'influence de la fonttportée sur la double liais@xo
cycligue a été étudiée. Dans ce cas, le substip@ig par le noyau aromatique ne varie pas,
il s’agit d’'un groupement méthoxyle. Une influenoetable est observée en fonction de la
nature de cette fonction, puisque la protectiort patier du simple au double (figure 18).
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Figure 18 : protection de la thymidine sous irradiation UWfluence de la fonctioaxacyclique

Il est intéressant de noter que les produits raohties moins bonnes protections sont
le diester 206 et la cétonel91a qui représentent les deux groupements les plus
électroattracteurs de cette série.

A l'inverse, le produit dont la fonction a le pl@sible pouvoir électroattracteur, a
savoir l'alcool 1933 offre une tres bonne protection supérieure a 4Q%.dérivé a une
caractéristique particuliére, car c'est le seuleapas posséder de fonction carbonyle. Or, il
était supposé que l'activité antioxydante des @érides acides pulviniqgues provenait en
partie de la forte acidité du proton porté pardaction énol. Il est probable que, dans le cas
de cet alcool, le pKa de I'énol d®3asoit trés différent de celui des autres dérivésine
activité antioxydante inférieure était doacpriori attendue (les calculs des constantes de
protonation de certains dérivés sont actuellemecbears, en collaboration avec le laboratoire
du Pr B. Spiess a I'ULP de Strasbourg).

Il est délicat de comparer les effets des autrestions. En effet, I'acid&77 et le sel
211 qui devraient générer les mémes especes dans lieu namponné, donnent des
protections assez différentes (de I'ordre de 108¢6alt). De méme, les deux amides testés ont
donné des résultats différents, I'amide linéaiienpire 183b offre la meilleure protection de
cette série, alors que I'amide cycligl@&3eest bien moins efficace.
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[1.2.2 Irradiation en conditions de Fenton

Les produits testés sous stress UV ont égaleméntestés dans les conditions de
Fenton (figure 19). Pour cela, le milieu (thymidineantioxydant) est mis en présence d'un
mélange de sulfate de fer, de tétraacétate d'athgiamine (EDTA) et d’eau oxygénée,
pendant 30 min. Les conditions opératoires préecses les suivantes : thymidine, 70 uM,;
FeSQ/EDTA/H,0, (1/1/100), 700 uM; antioxydant, 500 et 250 uM; Phosphate pH 7,4,
25 mM; 30 min.

Les résultats obtenus pour les deux témoins semt attendus. En effet, dans les
conditions de Fenton, la NBAe présente qu'un tres faible pouvoir protecteur,adses
propriétés prooxydantes. En revanche, le Troloxrest actif dans ces conditions. Ces deux
témoins ont des comportements opposés dans leslteset Fenton, ce qui montre bien que
les especes réactives géneérées lors de ces testifirentes.

La reproductibilité des expériences est moins bomume dans le cas du test UV, en
raison de la grande sensibilité du systeme d’oxgdafux concentrations des différents
réactifs (barres d’erreurs plus intenses). Seutmiecentration de 500 pM sera discutée dans

la suite de ce paragraphe.
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Figure 19 :protection de la thymidine dans les conditions detén : résultats globaux

167




Chapitre 3 : Analyse des acides pulviniques

11.2.2.1 Comparaison des dérivés de type |, de tNpet des acides pulviniques
symétriques

Les différences observées entre les produits de ty de type Il et les composés
symétriques sont beaucoup plus marquées que daas e I'oxydation sous UV (figure 20).
En effet, dans ce cas, une tendance générale sstrvéb, selon laquelle les produits
symétriques et de type | ont une activité impoaattdu méme ordre de grandeur (supérieure

a 70%), alors que les produits de type Il n'offrgné des protections inférieures a 20%.
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Figure 20 : protection de la thymidine dans les conditions detén : influence de la position du noyau

aromatique

Ainsi, le noyau aromatique « nord » ne semble &ies indispensable a la protection
de la thymidine dans ces conditions. A l'inversgepartie aromatique « sud » est essentielle,
comme le montre la tres faible activité apportéelgmdérivés de type Il.

A la concentration de 500 uM, l'effet de la natdresubstituant est moins marqué que
dans le cas de l'irradiation UV, puisque, a I'exeamp du produit de type 162f, tous les
composés de type | et symétriques ont des actipitgshes, de I'ordre de 90%. Cette méme
expérience a 250 uM permet de mieux discriminerpresluits, avec des pourcentages de
protection plus faibles et plus variables. Dansag, les produits méthoxylés sont les plus

efficaces de la série (voir figure 19 et annexe 1).

168



Chapitre 3 : Analyse des acides pulviniques

Pour les composés de type Il, il est envisagegine de la méme facon que dans le
cas UV, l'activité observée soit uniguement duenzatif de la lactone, commun aux trois
produits.

Sur la base de ces observations, il semblerait doe la stabilisation du radical sur
ces molécules s’effectue majoritairement sur leanogromatique et que la contribution de la
délocalisation sur le motif céto-énolique de ladae soit minoritaire.

11.2.2.2 Influence du groupement porté par le nogaomatiqgue sur les composés de

type |

Les différences d’activité apportées par la natdre substituant sur le noyau
aromatique sont plus importantes que dans le cégrddiation UV, puisque les protections

varient ici du simple au double (figure 21).
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Figure 21 : protection de la thymidine dans les conditiong-deton : influence du substituant sur I'aromatique

Les produits les plus actifs de la série sontommosél62a portant un groupement
phényle non substitué et le produit méthoxij&2b De la méme fagon que dans le cas de

'UV, il semble que le caractere mésomere donneuméthoxyle ait une influence positive
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sur l'activité, par rapport aux autres substituabéscaractere inductif donneur semble moins
important, puisque le dérivé62d portant un groupemenso-propyle est beaucoup moins
efficace.

Dans le cas des halogenes, le composé flle2éoffre une meilleure protection que
le composé bromé&62f. L’atome de fluor est beaucoup plus électronégpié I'atome de
brome, et le caractéere électroattracteut 82edevrait donc étre plus marqué, ce qui peut étre
a l'origine de la différence observée.

Le composé vinyliqué62gest le moins efficace de la série, ce qui peutdiira une

mauvaise délocalisation du radical sur le systeimdigue.

[1.2.2.3 Influence de la fonction portée par la dtruliaison sur les composeés de type |

Tous les produits offrent une excellente protecsapérieure a 60% (figure 22). Les
différences observées sont beaucoup moins impegayute dans le cas de l'irradiation UV.

Les différentes fonctions ne semblent donc pasnamée discrimination importante
au niveau de la protection de la thymidine, puisigueétonel91a l'alcool 1933 le diester
206 et I'acidel77 montrent une activité similaire, aux erreurs déxgnce pres.

Les produits les plus actifs de la série sontt@aposed83bet 183e possédant une
fonction amide, ainsi que I'estdi62b, qui ont tous les trois un caractere électroatrac
relativement faible (par comparaison avec la cétt@a par exemple). De la méme facon
que dans lirradiation UV, le produit de type Idkis actif est 'amide butyliqu&83h.
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Figure 22 : protection de la thymidine dans les conditiong-daton : influence de la foncti@xocyclique

[1.3. Conclusions

Ces tests ont permis de tirer plusieurs enseigntmke premier est que les produits
de type | ont une activité importante et prochecelie observée pour les acides pulviniques
symeétriques, contrairement aux produits de typgullne sont pas de bons protecteurs de la
thymidine. Ce résultat est trés intéressant et kemhinc montrer que la délocalisation, et
donc la stabilisation, du radical se fait tres mtgoement sur I'aromatique porté par la partie
«sud ». De plus, les différentes fonctionnalitésoduites sur les produits de type | ont
permis de faire ressortir un produit qui est platfa que les autres en conditions UV et
Fenton : il s’agit de 'amide butyliqu&83b. L’alcool 193a a également montré un fort
potentiel de protection, ce qui est intéressantceaproduit est difféerent de tous les autres
testés, puisqu’il ne contient pas de fonction caytm

Les tendances observées dans ces tests devrentvégifices par I'étude de la
protection de 'ADN.
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lll. Tests de protection de 'ADN

Ces tests ont été effectués au Laboratoire de i€l@@nétique a lllkirch.

[11.1 Principe

Des tests complémentaires de protection de 'ADNé&e menés. Les dégradations de
I’ADN sont probablement les effets des EOR les pitsvesin vivo. L'étude de la protection
de I'ADN par les antioxydants est donc particuldest intéressante pour envisager une
utilisation future de ces molécules dans l'orgamsrkn outre, cette méthode devrait
permettre de mettre en avant d’éventuelles pr@wiptooxydantes (comme dans le cas de la
Norbadione A).

Ces expériences sont réalisées avec un plasmadériea super-enroulé, c'est-a-dire
sous la forme d’'une pelote tres compacte. La dégjadde cet ADN conduit généralement a
deux formes : un ADN circulaire, provenant d’'un@ture simple-brin, et un ADN linéaire,
provenant d’'une rupture double-brin. Il est possithh séparer ces formes par électrophorese
sur gel d’agarose (figure 23). En effet, le plassmsdiper-enroulé intact migre le plus vite a
travers le gel d’agarose, car il est le plus corhpaes ruptures simple-brins entrainent le
déploiement du plasmide qui adopte une conformatiorulaire et migre donc moins vite.
Enfin, la rupture double-brin conduit a un plasmiidéaire qui migre entre les deux espéces
précédentes.
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Stress oxydant

RGN aYS

ADN circulaire: ADN linéaire:
ruptures simple-brins ruptures doubles-brins

ADN super-enroulé

migration
Circulaire

P 4

—® Linéaire

\

Superenroulé

Figure 23 : nature et observation des différentes formes dlasmide soumis a un stress oxydant

Le plasmide utilisé est un plasmide pEGFPLuc d&/63aires de bases. Ce test a été
effectué dans des conditions de Fenton, en préstmeenélange F&/EDTA/H,0,.

La premiere étape de ce test consiste a déterrtéaeconditions de dégradation a
utiliser. Pour cela, plusieurs concentrations dstésye FeS@EDTA/H,O, doivent étre
testées, ainsi que différents rapport©M FeSQ. Les meilleures conditions ont été obtenues
en utilisant les conditions : FegBDTA/H,0,: 1/1/10. Différentes concentrations ont alors
été testées et I'évolution de la dégradation dsrpide avec la concentration en@4 est
représentée a la figure 24.

Aux concentrations les plus faibles (figure 24itp4d a 7), la dégradation du plasmide
n'est pas totale, puisque la proportion de plasmigeer-enroulé est toujours importante. Aux
concentrations les plus fortes (figure 24, puitetl2), le plasmide super-enroulé a été
totalement dégradé, mais, en plus du plasmidelaireuet linéaire, des bandes diffuses sont
visibles, qui sont le signe d’'une dégradation inguatle de '’ADN c’est a dire sa coupure en
de petits fragments. Les conditions sélectionnésd selles obtenues au puits 3, ou le
plasmide est dégradé efficacement (une faible ptigmode plasmide super-enroulé est tout
de méme visible), sans apparition de bandes ddéfuse
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—>» impuretés
—» circulaire
—» linéaire
2 | —» super-enroulé

L) &oF 08 04 02 01 0,05 0,02
(mM)

Figure 24 : évolution de la dégradation du plasmide en fonctie la concentration en,@,
(FeSQ/EDTA/H,0,: 1/1/10)

Les conditions retenues pour les tests sont lesrsies : pEGFPLuc 0,1 pug/uL ; Tp.
phosphate pH 7,4, 20 mM, Fe@BDTA/H,0O,: 1/1/10, 0,4 mM ; 30 min ; gel d’agarose

0,8%. Le gel d’électrophorése est révelé au brordigtdydium.

Quatre expériences ont été réalisées. Les treimipres ont consisté a comparer les
produits de type I, de type Il et les acides putjues symétriques, sur les trois familles
présentées au paragraphe précédent (phényle, branéméthoxylée). La quatrieme
expérience a permis d’étudier I'influence de laditbition de la double liaisoexocyclique

sur les dérivés de type I.

[11.2 Résultats
[11.2.1 Premiere expérience : Norbadione A et famie méthoxylée
Dans un premier temps, la NBAainsi que le produit symétriquesob, le produit de

type | 162b et le produit de type I190d tous les trois substitués par un groupement

méthoxyle, ont été étudiés (figure 25).
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Figure 25 : protection du plasmide par NBA et série OMe

Les quatre premiers puits du gel sont utilisés peg témoins (figure 25a, puits 1 a 4).
Le puits 1 montre le plasmide qui n'a pas été seumix conditions d’oxydation. On
remarque que celui-ci est, comme attendu, trée®itaegt sous sa forme super-enroulée. La
forme circulaire est tout de méme visible, ainst quelques impuretés migrant moins vite
gue la forme circulaire. Les témoins sans fer (Bg@5a, puits 2) et sans eau oxygénée
(figure 25a, puits 3) montrent une tres faible délgtion du plasmide. Les conditions utilisées
pour dégrader le plasmide (figure 25a, puits 4)peemettent pas une dégradation totale,
puisqu’une faible proportion de la forme super-efée est toujours visible. La forme
circulaire est trés majoritaire, mais la forme #imé est également présente.

Les résultats obtenus pour la NBA sont comparables a ceux décrits dans la
littérature™ En effet, aucune protection n’est observée (fi@§a, puits 5 a 8). De plus, des
bandes diffuses apparaissent aux deux concensatieximales en NBA, ce qui est le signe
d’'une dégradation supplémentaire de ’ADN: la NBAles propriétés prooxydantes dans ces
conditions.
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Le produit symétriqud69b offre une bonne protection (figure 25a, puits & On
remarque que la bande correspondant au plasmidet iast d’autant plus intense que la
concentration eh69best forte.

Le produit de type [L62b a un profil comparable au produit symétrique avee u
bonne protection, « proportionnelle » a la con@itn (figure 25a, puits 13 & 16).

Par contre, le produit de type 1P0d n’offre que trés peu de protection (figure 25a,
puits 17 a 20). Pour des concentrations de 6250321, on observe tres peu de différence
entre le plasmide non protégé (figure 25a, puitst4yrotégé pat90d (figure 25a, puits 18 a
20). A une concentration de 500 uM, une faibleguton est visible (figure 25a, puits 17).

Afin de disposer de données numériques plus faeite exploitables a partir des gels
d’électrophorese, les images ont été analyséestégrant les intensités lumineuses relatives
des différentes bandes, a I'aide du logiciel Imagigilire 25b, la référence de dégradation
correspond au puits 4 du gel).

Ce graphique montre bien le comportement simildimeproduit symétrique et du
produit de type |, avec plus de 50% de plasmidacind 500 uM. Le produit de type Il est
comparable a la référence de dégradation (aux calentde 15-20% de plasmide super-

enroulé), donc n'apporte pratiquement aucune ptiotec

Ces résultats sont donc en accord avec ceux a@ssélans le test précédent sur la
protection de la thymidine en conditions de Fenéosavoir :
¢ la NBA a un effet prooxydant,
¢ le produit symétriqué69bet le produit de type162bont une activité similaire et
offrent une protection efficace,

¢ le produit de type 1190dest tres peu actif.

[11.2.2 Deuxieéme expérience : famille phényle

Le produit symétriqué69a le produit de type 162aet le produit de type R0laont
ensuite été placés dans les mémes conditions gaédgemment. Le gel obtenu est représentée

sur la figure 26.

176



Chapitre 3 : Analyse des acides pulviniques

1: plasmide initial Me

2: témoin sans Fer Me0OOC o) MeOOC 0,

3: témoin sans H,0, </ ° <~/ °
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Figure 26 : protection du plasmide en série phényle

La tendance observée est la méme que dans ledasérie méthoxylée, a savoir que
le produit symétriquel69a et le produit de type 162a offrent tous les deux une bonne
protection, qui augmente avec la concentration.pteduit de type 11201a apporte une
protection, qui n'est pas négligeable, uniquemetd plus forte concentration (figure 26a,
puits 13).

[11.2.3 Troisieme expérience : famille bromée

La série des trois produits bromEs9f, 162f et 201b a été testée, ainsi que le produit
fluoré de type L62¢e(figure 27).
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Figure 27 : protection du plasmide par des produits halogénés

Comme attendu, le produit symétriquéof (figure 27a, puits 3-6) et le produit de
type 1162f (figure 27a, puits 7-10) offrent une protectionmgrarable. Le produit de type Il
201b provoque la formation de bandes diffuses aux daibtoncentrations (figure 27a,
puits 13 et 14) qui s’amenuisent et disparaissemptetement a 500 uM (figure 27a,
puits 11). Aucune trace du plasmide intacte n'agme observée pou?20lb. Ainsi, il
semblerait que ces résultats soient la conséquimntzesuperposition de deux effetsadd b:
un effet prooxydant aux faibles concentrations etaffet antioxydant qui devient plus
prononcé a des concentrations supérieures. Leqfst le composé de type Il semble
prooxydant a certaines concentrations, alors gaieléeix autres composés de typ&d0d et
201ane le sont pas, est difficilement interprétable &tade de I'étude.

Le produit de type | fluoré62esemble offrir une meilleure protection que I'artple

bromé162f notamment a faible concentration (comparer stiglae 27a les puits 10 et 18).
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l11.2.4 Quatrieme expérience : influence de la suligution de la fonction

exo-cyclique sur les composeés de type |

Trois amides, dérivés de la butylamiri83b de la morpholinel83e et du
1,3-diaminopropan&87, ainsi que I'alcooll93aont ensuite été évalués (figure 28).

1: plasmide
initial

2: témoin
d’'oxydation

187

OMe OMe

b) s

40

% super-enroulé

20 -+

o -

Réf dégradation

Figure 28 : protection du plasmide par des amides et un alcool

Ces quatre produits se sont révélés étre tougesdebbns protecteurs, méme aux
concentrations les plus faibles. La protection idfepar tous ces produits est comparable,
avec un effet de concentration positif. Ces pradsémblent donc étre tous des antioxydants
efficaces dans ces conditions. L'alcd®@3aconfirme ici ces bonnes propriétés protectrices,
déja observées pour la protection de la thymidine.
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[11.3 Conclusions

Ce test de protection d’'un plasmide bactérien mnigede confirmer les résultats
obtenus avec la thymidine. Les produits de typant sle trés bons antioxydants, comparables
aux acides pulviniques symétriques. Les produitsyde Il sont, par contre, trés peu actifs
dans ces deux tests. Ces résultats laissent dpposer que, comme nous l'avions suggeéreé, la
délocalisation du radical s’effectue majoritairemenr le noyau aromatique porté par la
partie « sud » de la molécule.

De plus, aucun des produits de type | n’a mongreropriétés prooxydantes, ce qui est
un résultat trés encourageant pour le développenemouveaux produits basés sur cette
structure.

La comparaison entre les différents gels étargzadglicates, il est difficle d’établir
une hiérarchie au niveau des fonctions portéesapdouble liaison a I'extérieur du cycle. La
seule certitude est que tous les produits de tygnt particulierement actifs, qu’ils portent

une fonction ester méthylique, amide ou alcooldeg.
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V. Etude de la capture du radical superoxyde

Ces tests ont été effectués au Centre de RechBretre Fabre Dermo-Cosmeétique a

Vigoulet, en collaboration avec Mmes Laure DUPRAMeriel SEGUR-DERAL.
I\VV.1 Principe

Cette étude, effectuée sur un appareil Photocheailyfic Jen&, permet de mesurer
I'activité antioxydante, en évaluant la captureradical superoxyde ©.%°
Le radical superoxyde O est généré photochimiquement, par excitation d'un

photosensibilisateur, le lumin@B6 (L), en présence d’oxygene, suivant la réaction :
L+hv(UV)+ O, - [L'O)] - L'+ 0O,

En présence d’'une espece antioxydante, une mhsigadicaux @ va étre captée ;
les radicaux restés libres vont ensuite étre d&tguar luminescence. Le lumir6, qui est

une molécule luminescente, va également étreaitdis de I'étape de détection (schéma 93).

S) #

NH Coo Coo
| + 02.6 — Ny + - + luminescence
NH © ©

COoOo COoOo

NH, O NH, NH,

Schéma 93 génération de luminescence par le lum2ib

Le luminol 236 joue donc un double réle, celui de photosensiltdisaet celui de
« détecteur » en émettant de la luminescence. lUiéwa de la luminescence est mesurée a
351 nm, sur une période de 180s.

L’avantage du Photochem réside d’'une part damgteeration des radicaux par voie
photochimique et d’autre part dans la méthode dectién par luminescence, ce qui permet
une analyse précise et rapide. L'analyse est effecen milieu alcoolique, ce qui a permis
d’analyser certains produits lipophiles, contraieanaux deux tests précédents.
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La molécule de référence pour ce test est le Xrdlme courbe de calibration est
tracée avec différentes concentrations de Troldestésultats des échantillons testés seront
exprimés en pg d’échantillon nécessaire pour obteéné activité équivalente a l'activité
détectée pour 1 pg de Trolox. L'analyse des résuttépend essentiellement de deux criteres

qui sont I'allure de la courbe obtenue et la valeumérique donnée par le logiciel.

Les produits sont ensuite classés selon leuritc{tableau 20).

Tableau 20 :classement des produits pour Photochem

L g éch pour
Activité Exemple
1 pg de Trolox
Trés bonne 0,1a3,0 Vitamine C
Bonne 3,1a50 BHT
Moyenne 50,1 & 1000 Cystéine
Faible > 1000 Albumine

V.2 Résultats

22 produits ont été testés. Les résultats sordgenalslés dans le tableau 21. Les
produits n’apparaissant pas dans ce tableau sant peur lesquels les résultats étaient
inhabituels, notamment I'allure des courbes (vairie¢au 22).
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Tableau 21 :résultats Photochem

] _ g éch pour ] . Lg éch pour
Entrée Produit Entrée Produit
1 pg de Trolox 1 pg de Trolox
Me
Me N0
0o — (6]
1 HO 46,9 2 54
191a
OMe
HOOél o]
- (@]
3 HO 56,7 4 60
227
OMe OMe
Me [C)e) Me
HOOC™ X0 Na O X0
<~/ ° o /0
5 HO 61,1 6 HO 66,8
177 210
OMe OMe
OH OMe
b@@o Me
SRHSS
7 o LS 69,9 8 \roo \\o ] 77,4
211 HO e
OMe 190a
Oﬂ Me HZN\/\/H hfo
NeA-Q o) <~/ ©
0 </ © HO
9 HO 79 10 81
187
183e
OMe
OMe
Br
H Me
SN Ao .
11 Pho” 86,4 12 eooctoa 87,3
183b S o
HO
OMe Me
201b
OMe
13 88,8 14 i A, 105,1
11 [e)
Me
184c
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Me Me
YO X0 o MeOOC™ X Q o
(o) =~ ~
15 HO 105,2 16 Ho 112,9
189a 162f
OMe Br
Me
N \/w Me
\62/.1 I \\O o NN N0 .
17 HO 117 18 i 121,6
183c 183a
OMe OMe
OMe
Me
MeOOC Q o
19 SN g 124,3 20 Ho” 1415
oHO <~/ © 1620
Me OMe
184b

Tous les produits testés ont des comportementshesp en termes de capture du
radical superoxyde. lls se situent tous dans lactra « activitt moyenne » avec des
équivalences en Trolox comprises entre 50 et 1®@talDes observations peuvent toutefois
étre soulignées.

Le produit le plus actif de la série est la cétoréhyliquel9la(tableau 21, entrée 1).
Ce produit est beaucoup plus actif que I'ester miigine correspondant62b (tableau 21,
entrée 20), produit le moins actif.

Parmi les produits les plus actifs se trouventdesgx acided 77 et 227 (tableau 21,
entrées 3 et 5), ce qui montre I'importance deeckthction. Les deux sels de carboxylates
210et211 (tableau 21, entrées 6 et 7) ont des activitédasmes a I'acidel77, ce qui prouve
la bonne reproductibilité des tests.

De facon surprenante, la dilactodg0 a une activité intéressante (tableau 21,
entrée 4). Ce résultat n’était pas attendu carlztsire de la dilactone ne semble pas offrir de
sites susceptibles de capter un radical (contr@nénaux autres produits possédant une
fonction énol). Cette activité originale pourraienir d’'une réaction d’ouverture de la
dilactone en présence d’anion superoxyde. L'aéigittioxydante d&70 devra étre évaluée
dans d’autres systemes afin de valider ou non bgfiethése.

Contrairement aux tests précédents, les résultagsius dans une méme série pour les
produits symétriques, de type | et de type Il net g@s discriminants. Pour la série bromée,
ces trois produits ont des activités tres prochesparer dans le tableau 21 les entrées 12, 13

et 16). Une tendance inverse de celle observéeégeéument a méme été remarquée,
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puisqu’il semble que les produits de type Il soiégerement plus actifs que les produits de
type | (comparer dans le tableau 21 les entrées1®,el2 et 16, 14 et 17). Cette tendance
n'est pas observée dans le cas du butylamide (c@mgans le tableau 21 les entrées 11 et
19).

Deux autres produits ont montré un comportementicpéer, il s'agit de I'esteR26 et
de l'alcool193a(tableau 22).

Tableau 22 :produits au comportement particulier

éch pour éch pour
Entrée Produit HO P Entrée Produit M9 P
1 pg de Trolox 1 pg de Trolox
5 Me
MeOOC o] Ho O
=~ o . 0
1 HO 2,5 2 HO 4

193a

OMe OMe

En effet, selon la concentration, le comportententes produits n'est pas le méme.
Aux faibles concentrations (dix fois plus faibleseqcelles utilisées classiquement), ces
produits offrent une excellente protection aveefiat-dose positif. lIs sont alors classés dans
la catégorie « trés bonne activité » avec une @pmee Trolox de 2,5 po@26 et de 4 pour
193a Par contre, pour des concentrations plus élewdesaugmentation de la luminescence
par rapport au témoin sans Trolox a été observeétte @ugmentation pourrait étre expliquée
par une libération de radicaux superoxydes pluitapte que dans le systeme initial, selon
la réaction :

puv + b +O, -~ pulv* + Q)

Cette capacité a générer des radicaux superoxsabhsrait une activité prooxydante

de ces dérivés. Ce résultat est surprenant camauactivité prooxydante n’avait pu étre

observée pour ce type de produits dans les agsts tUne autre explication serait que ces

produits aient une émission propre de luminescariadongueur d’onde de travail (351 nm).

185



Chapitre 3 : Analyse des acides pulviniques

Ce comportement variable en fonction de la comagah n’a donc pas permis de tirer
des conclusions intéressantes sur la capacité sled@ex produits a piéger les radicaux

superoxydes.

V.3 Conclusions

Ces résultats indiquent que tous les produit@sesont des capteurs de radicaygX O
d’activité moyenne, par rapport au composé de eafs, le Trolox. La difféerence d’activité
entre les produits symétriques et les produitsype t et Il est beaucoup moins marquée que
dans les tests précédents. Il n'est donc pas exeua capture des radicauy Qoroceéde par
un mécanisme différent de ceux observés dans lestdsts précédents. De plus, les produits
ayant I'activité la plus intéressante a faible @ntcation ont un comportement inattendu a
plus forte concentration.

L’information la plus intéressante apportée parest est que, pour la premiere fois, la
dilactone170 a montré une activité intéressante. Il est possitimaginer quel70 soit un
précurseur direct d’acide pulvinique dans le milieprés une premiére étape d’ouverture de

la lactone en présence d’EOR.
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V. Etude de la capture du radical DPPH

Ces tests ont été effectués au CEA de Saclay eddrl Thierry LE GALL et
Brice NADAL.

V.1 Principe

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazy237 (DPPH) est un radical stable sous forme solide
disponible commercialement. Mis en solution daathhnol, il est caractérisé par son spectre
d’absorption UV-visible, avec une bande d’absorpt@® 515 nm. Le DPPH réagit par
arrachement d’hydrogéne avec des antioxydants, uiese traduit par la formation de
2,2-diphénylhydrazin@38 (DPPH,, schéma 94).

NO, Q RH R NO, Q
. E / H

OZN@NN O,N N-N

o O o O

237 238

Schéma 94 radical DPPHet produit de réduction DPRH

Le test antioxydant consiste a suivre la disparitie la bande d’absorption a 515 nm,
caractéristique de DPPHen fonction du temps et en présence de I'antiaryétudié. Ce test
in vitro peut étre adapté a un haut débit d’expériencatetlevenu tres populaire de par sa
rapidité et sa simplicité de mise en ceuvre.

Pour un antioxydant donné, une gamme de concemtr@ans I'éthanol) est préparée
(concentrations C1, C2, C3...) et, aprés additiorladsolution de DPPH I'absorbance a
515 nm est lue toutes les 5 min durant une heues. dourbes obtenues ont les allures

suivantes (figure 29) :
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a) disparition du DPPH°en fonction du temps

100 +

—C1

50 —C2
—C3

% DPPH°restant

temps (min)

b) disparition du DPPH°en fonction du rapport mol AO/ mol DPPH®

100

50 -

% DPPH°restant (par rapport plateau)
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mol AO / mol DPPH°

Figure 29 : courbes de disparition du DPPstiivies par absorption UV-visible

a) en fonction du temps, b) calcul de lagEC

A partir de I'étude de la courbe de disparition dadical DPPH, plusieurs
informations sont disponibles :
¢ la cinétique de réduction du radical DPRfiyure 29a) : plus le plateau est obtenu tét,
plus la cinétique de capture du radical par 'antaant est élevée,
¢ la «concentration efficace a 50% » @gCqui correspond a la concentration en
antioxydant qui permet la disparition de 50% du BPHiitial (figure 29b) : ce calcul
est effectué a partir de la concentration de DPétienue au plateau de chaque

concentration (elle n’est donc calculable que pdes antioxydants ayant une
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cinétique permettant d’obtenir le plateau pour doete inférieure & une heure dans
les conditions testées ici),

¢ le pouvoir antiradicalaire (ARP) : c’est I'inverde la EGp. En divisant ce nombre par
deux, la stoechiométrie de la réaction peut étrerohéhée, c'est-a-dire le nombre de

moles de DPPHéduit par une mole d’antioxydant.

V.2 Résultats

Seuls les acides pulviniques lipophiles ont étaluds dans ce test. La référence

utilisée est I'acide ascorbiq@89. Les résultats sont regroupés dans le tableau 23.

Tableau 23 :résultats DPPH

Entrée Produit Plateau (min) BG ARP Stoechiométrie
HO
OO
1 HOMH 10 0,24 4,17 2,08
OH
239
>j/ll Me
R
11 o)
2 o 10 0,33 2.98 1,49
183d
OMe
EtOOC 110 o
3 HO™ 40 0,52 1,92 0,96
231
OMe
Me
O 0
1 g — 0
4 HO 50 0,54 1,82 0,91

MeOOC g o} o
5 O 30 0,56 1,77 0,88
226

189



Chapitre 3 : Analyse des acides pulviniques

MeOOC O
- (¢]
HO
6 50 0,60 1,67 0,83
219
+,
H Me
MM o
11 o —
7 HO Pas de plateau au bout de 1h
183c
OMe
HOOC 0 o
8 Ho Pas de plateau au bout de 1h
227
OMe
OMe
9 \ﬁ“ N0 Pas de plateau au bout de 1h
Mo J /0

L’'acide ascorbique239 a fourni des résultats proches de ceux décrits dans
littérature, avec une cinétique rapide (plateaeimtttaprés 10 min) et une stocechiométrie
proche de 2, c'est-a-dire qu'une mole d’acide dsgoe est capable de réduire deux moles de
DPPH (tableau 23, entrée 1).

Les résultats obtenus ont permis de classer ledesapulviniques lipophiles en trois
catégories :

¢ |'amide 183d semble étre le produit le plus actif de la séabléau 23, entrée 2). En
effet, il possede la cinétique la plus rapide, caraple a celle de I'acide ascorbique
(plateau atteint au bout de 10 min) et la stoechivenést de 1,5. Ce résultat est
particulierement intéressant, puisque les acidedvirpgues ne possedent
potentiellement qu’un atome d’hydrogéne susceptitdére transféré sur le DPPH
savoir I'hnydrogéne porté par I'oxygene de la foorténol. Une stcechiométrie de 1
était donc attendue pour cette série. De tels campents sont décrits dans la

littérature ou la stoechiométrie est rationalisée plusieurs hypotheses, comme la
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donation d’'un second hydrogéne, la dimérisatiodelex molécules d’antioxydants ou
la complexation d’un radical aryle avec le DPPH

¢ Les produits231, 189¢ 226 et 219 ont des comportements similaires, avec une
cinétique plus lente (plateau atteint entre 30 Getdn) et avec une stocechiométrie
proche de 1 (tableau 23, entrée 3-6). Il semblel@iic que pour ces composés, une
mole d’antioxydant soit capable de réduire une nd@leDPPH. Les esters éthylique
231 et méthyligue 226 ont une activité comparable, ce qui montre la bonne
reproductibilité du test.

¢ Les produits183¢ 227 et 184cont tous les trois des cinétiques lentes (le platéest
pas atteint apres une heure de réaction), et lahgimétrie n'a donc pas pu étre
déterminée (tableau 23, entrée 7-9). Ces prodeittbkent donc étre les moins actifs
de la série (un plateau a tout de méme été obsgmas 72h de réaction, mais le
témoin de DPPH seul avait également évolué ; ces mesures ne damt pas

exploitables).

V.3 Conclusions

Les résultats obtenus pour I'étude de la réduatierradical DPPHont montré des
difféerences d’activité et de cinétique selon lesdpiits lipophiles testés. Il est intéressant de
noter que I'amidd.83d possédant une double chaine lipophile est le préelplus actif de la
série alors que son analogue ne possédant qu'wirechimplel83cn’est pas actif dans les
conditions testées. La fonction ester semble inaptetcar les produid3l, 189¢ 226 et219
ont tous une activité attendue c'est-a-dire avex sicechiométrie de 1, alors que le produit
227 portant une fonction acide n’est pas actif darsscomditions.

Ces premiers résultats sont encourageants etadlt satéressant de comparer ces
dérivés lipophiles a leurs homologues ne posséaamide chaine grasse, afin de statuer sur
'importance de celle-ci dans ce test.
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VI. Etude de la photostabilité

Ces tests ont été effectués au Centre de RechBretre Fabre Dermo-Cosmeétique a
Vigoulet, en collaboration avec Mmes Laure DUPRAMeriel SEGUR-DERAL.

La photostabilité est un critere essentiel en dael’éventuelle incorporation d’'un
nouveau produit dans une formulation a usage cagueeten effet, la possible formation de
produits de photodégradation doit étre étudiée @nild afin d’éviter tout effet secondaire
(contrairement a l'industrie pharmaceutique, auefiet secondaire n’est toléré au niveau de
la législation dans le domaine cosmétique).

Dans cette optique, les laboratoires Pierre Fabtidisent un appareillage
spécifique appelé Suntest, qui reproduit l'irraidiatdu spectre solaire ; il est constitué d’'une
lampe au xénon et de filtres.

La Dose Erythémale Minimale (DEMcorrespond a la dose minimale de lumiere
solaire provoquant I'apparition d’'un coup de So{gili correspond a 15 min d’exposition au
Soleil & 13h dans le Sud de la Frandes échantillons ont été placés dans I'appangiité&st
pendant des temps d’irradiation correspondant®# %t 15 DEM. Les échantillons sont tout
d’abord dissous dans le chloroforme, puis disposés des cristallisoirs. Apres évaporation
du solvant, une fine couche homogene de produdesebkt obtenue.

Le suivi de I'évolution des produits est effectpgr HPLC, CCM et UV. Trois

produits lipophiles ont été évalués dans ces ciomdit

Me
11 11
MeOOC Q HOOC o] MeOOC o)
o] o 0
S Sy S
HO HO HO
226 227 219
OMe OMe \HO

11

Schéma 95 produits sélectionnés pour I'étude de la photalitéab

Lors de ces expériences, aucun produit de dégoadata été détecté de maniére
significative par HPLC, CCM ou UV. Les trois échilohs ont été récupérés inchangés,

méme apres une irradiation correspondant a 15 DEdS. résultats indiquent que le noyau
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pulviniqgue est photostable dans les conditionseésstLes acides pulviniques remplissent
donc une condition essentielle pour une éventualiisation dans une formulation

cosmetique.
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VII. Etude de l'inhibition de la peroxydation lipid ique

Ces tests ont été effectués au Centre de RechBretre Fabre Dermo-Cosmeétique a
Vigoulet, en collaboration avec Mmes Laure DUPRAMeriel SEGUR-DERAL.

VIIL.1 Principe

Comme introduit au chapitre 1, les membranes gamticulierement sensibles a
'action des radicaux. Ainsi, les acides gras pwgiturés (AGPI) contenus dans les
membranes sont les cibles du phénomene de peraxydgiidique en chaine, initié par les
EOR.

L’acide linoléique240 (schéma 96) appartient a la famille AGPI :

Ho)]\/\/\/\/a/a/\/\

11

Schéma 96 structure de I'acide linoléiqua40

L’initiation de la peroxydation lipidique correspi a la perte d’un atome d’hydrogéne
au niveau de la structure divinyiméthane préseatesdes AGPI (position 11, schéma 96).
Cette position est particulierement favorable pdee d’un hydrogéne car le radical formé est
stabilisé par résonance sur les doubles liaisorisimes. Le radical carboné subit un
réarrangement au niveau des doubles liaisons poodure a la formation de dienes
conjugués qui réagissent avec I'oxygéne moléculpoer former un radical peroxyle. Ce
dernier forme a son tour un hydroperoxyde par r@actvec une autre molécule d’acide gras,
régénérant ainsi le radical lipidique carboné, aepgrmet la propagation de la réaction en
chaine (schéma 97).
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O
13
HO 47 47
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EOR L -H
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11 11
AGPI AGPI

.) L]
AGPI AGPI
9 OOH HOO 13
ro—=—-L A As—

13
11

° 11

Schéma 97 peroxydation lipidique

La décomposition ultérieure des hydroperoxydes pesticulierement complexe et

conduit a une multitude de composés qui peuvert éas aldéhydes, des cétones, des

peroxydes cycliques et des polymeres.

Les méthodes utilisées pour évaluer la peroxyddtmdique reposent généralement

sur l'identification et la quantification d’'un desoduits de dégradation de I'AGPI. Un des

produits de dégradation est le malondialdé34te(MDA). Celui-ci peut étre détecté par une

réaction avec l'acide 2-thiobarbituriq@d2 (TBA).*?? Le principe de ce dosage consiste a

former un chromogene stakitd3 adduit d’'une molécule de MDA et de deux molécules

TBA (schéma 98). Ce chromogene est ensuite dosé petrcfpumrimétrie (excitation a

525 nm, détection & 549 nrif).

HS._N._OH
O O \f\
A+ 2 N
H H

OH
241 242

HCI, 95T,
—_—

OHHO__N SH
S ~

OH OH

30 min

chromogéene 243

Schéma 98 dosage du MDA par formation d’un chromogéne avekHa
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Brievement, le protocole de ce test est le suivéatide linoléique240, mélangé avec
le produit a étudier, est soumis a une irradiatien10 DEM a 37°C dans le Suntest, en
présence d’eau oxygenée et de sulfate de fer (onslide type Fenton).

Chaque expérience fait I'objet de I'étude compeaeatle cinq échantillons contenant
tous une méme concentration d’acide linoléique :

¢ contrble négatif : acide linoléique protégé lorsl'deadiation par un film opaque

noir,

¢ contréle positif : acide linoléique, antioxydant d&érence (la quercétingi4),

FeSQ/H0,,
¢ référence 1: acide linoléique seul,
¢ reférence 2 : acide linoléique, Fe@@0.,,

¢ acide linoléique, antioxydant a analyser, Fg8IgD,.

Ce test est effectué en milieu alcoolique. Leslltéts sont exprimés en pourcentage
de protection de I'acide linoléique. Ce test estipalierement intéressant puisqu’il rend bien
compte des phénomenes qui se produisent au nivesamedmbranes lipidiques et est tout a
fait bien adapté pour I'étude des produits lipoghilqui sont censés agir justement sur ces

membranes.

VIl.2 Résultats

Deux produits lipophiles et deux produits non fipibes ont été étudiés pour
I'inhibition de la peroxydation lipidique : les es$ 162b et 226 et les acided77 et 227. Le

témoin positif est la quercétirdd4 (tableau 24).
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Tableau 24 :résultats de I'inhibition de la peroxydation lipidie

] Produit _
Entrée ] . % de protection
(% massique/ac. linoléique)

86

OH O

244 ( 10/0)

11
MeOOC o]
O
=
2 HO < 0
226

OMe (2%)

Me
MeOOC 0
(¢]
—~
3 HO 25
162b

OMe (2%)

11
HOOC™ O
o
=
4 HO 74
227

ome (59%)

Me
HOOC 0
o
=
5 Ho 39
177

ome (10%)

Remarque tous les produits n’ont pas pu étre testés méame concentration, a cause de

problemes de solubilité.

La quercétine244 montre, comme prévu, une bonne protection de 86%adile
linoléique (1% massique, tableau 24, entrée 1).

Le produit226 n’a pas montré de propriétés protectrices daneste(2% massique,
tableau 24, entrée 2). Au contraire, la quantité/d®A détectée était supérieure au témoin
sans antioxydant. De la méme fagon que dans laléesapture de O, il semblerait que ce

produit ait des propriétés prooxydantes dans laditions de ce test.
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L'ester 162b n'a pas montré d'effet prooxydant, mais Ieffettiarydant est
relativement faible, puisque ce produit offre umetg@ction de 25% seulement (2% massique,
tableau 24, entrée 3).

Le produit227, par contre, a montré des propriétés intéressgmiexju’il permet une
protection de 74% (a 5% massique, tableau 24,eA)é

L'acide 177, qui ne porte pas de chaine grasse, a lui momépuwotection de 39%

(10% massique, tableau 24, entrée 5), ce qui esichep moins bon.

VIl. 3 Conclusions

Ces resultats ont permis de souligner la diffézethe comportement de I'ester et de

I'acide, ainsi que l'importance d’avoir une longakaine carbonée pour avoir une bonne

protection de I'acide linoléique. Ainsi, 'acid®27 s’est montré particulierement efficace dans
ce test.
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VIIl. Cytotoxicité

Ce test a été réalise a I''GBMC d'lllkkirch par IBr Reégis SALADIN et
Axelle STREHLE.

VIII.1 Principe

Le test au MTT est une méthode rapide d’évaluat®ia cytotoxicité, par numération
des cellules vivante$? Le MTT 245 (bromure de (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5- détyl
tétrazolium) est un sel de tétrazolium donnant emdeur jaune en solution. Il est réduit en
formazan par les déshydrogénases mitochondriateesdcles cellules vivantes (schéma 99).
Les cellules mortes ne peuvent pas étre le siegeette réduction. Le formaza&#6 forme,
insoluble, donne une coloration violette. L'inta@Asde la coloration violette est directement
proportionnelle au nombre de cellules viablessslie du test.

N N—
= N@ déshydrogénases Q\( H
N

(:) mitochondriales =N
€]
’~s

s

N _ N
245 >/K 046 >/K
Schéma 99 réduction du MTT en Formazan

Les cellules sont ensemencées dans une plaqukmlet et sont mises au contact des
produits a analyser pendant 24h. Puis, la solut®MTT est ajoutée. Aprés 4h d’incubation,
le milieu est aspiré, puis les cristaux de formasamt solubilisés dans du DMSO. L'intensité
de la coloration violette est mesurée par un sppbttometre, a 540-630 nm. L'absorbance
mesurée est proportionnelle a la concentration d@ KRbnverti et est donc représentative du

nombre de cellules viables.
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VIIl.2 Résultats

Ce test a été realisé sur 35 des produits syséista des concentrations de 10 et
30 puM (conditions classiques). La sélection comgbreles molécules symétriques, des
produits de type | et Il, contenant des chainessg®ou non (la liste est donnée en annexe).

Les résultats sont représentés sur la figure 30.

Toxicité sur cellules RIN traitées 24h

1,000 4
0,900 -

0,800 -

e llied:

0,400 -

YI‘H
=
=S
'H—i
=
=

DO (595nm)

0,300 -
0,200 -

0,100 -

fr' LR e

0,000

DMSO

Figure 30 :résultats MTT

Aux concentrations testées, les produits ne sarhples étre cytotoxiques et ont tous
un comportement similaire. En effet, I'absorbancesunée est, pour chaque produit, trés
proche de l'absorbance mesurée par le témoin (DM8@). Un produit est considéré
cytotoxique s’il induit une perte de 80% de la dEneptique par rapport au témoin (ce qui
correspondrait a une densité optique de l'ordreOde ici). Il ne semble donc pas que

I'addition des produits ait provoqué la mort d’'urauigd nombre de cellules.

VI11.3 Conclusions

Les produits de type | et de type Il testés nd pas cytotoxiques pour les cellules
RIN, a 10 et 30 uM. Tous les produits ont ici uafpsimilaire, ce qui semble démontrer que

le noyau central pulvinique n’est pas dangereux fesicellules testées.
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IX. Etude avec la balance de Langmuir

Ces tests ont été réalisés au Laboratoire de RisgrBiogalénique a lllkirch.
IX.1 Principe

Les «amphiphiles » sont des molécules constitudesm groupe hydrophile
(éventuellement ionigue) et d’'une partie hydrophobastituée souvent d'une ou plusieurs
chaines linéaires carbonées. Une caractéristigeenas#écules amphiphiles est leur forte
tendance a s'adsorber aux interfaces. A une ioteréar-eau, la partie hydrophile est en
contact avec I'eau, la partie hydrophobe points Vair. Certains amphiphiles ont la propriété
de s'organiser en films monomoléculaires a la sarfale l'eau, également appelés
monocouche&? 1%

Le comportement de ces molécules est déterminélggapropriétés physiques et
chimiques des groupements hydrophobes et hydragfitiéa taille de la chaine lipophile,
ainsi que la taille et la charge de la téte hydilepsont donc trés importantes. La notion de
« balance » des propriétés hydrophile/hydrophobe esl'origine des différences de
comportements observées a l'interface. Il n'y ahmateusement pas de longueur de chaine
idéale pour former efficacement une monocouche,ladéte polaire hydrophile intervient
également dans sa formation. Cependant, il estsadoe si la chaine grasse d’un produit
comporte moins de 12 atomes de carbone, et méneepsoduit est insoluble dans l'eau,
celui-ci aura tendance a former des micelles. Cezlies sont solubles dans l'eau et
empéchent la formation de la monocouche. A 'oppssk chaine est trop longue, le produit
a tendance a cristalliser a la surface de I'eane gdbrme pas de monocouche.

Le principe de l'expérience réalisée sur une lmade Langmuir est la suivant:
lorsqu’une solution de composés tensioactifs estdga a la surface de I'eau (grace a un
solvant non miscible a I'eau et qui s’évapore rapidnt, comme le chloroforme), cette
solution s'étale rapidement et recouvre I'ensendgld’aire disponible (figure 31a et 31%¥.
Apres évaporation du solvant, une monocouche dtagemsioactifs est formée, également
appelée film de Langmuir. La téte polaire du congptEnsioactif est ancrée a la surface de
I'eau et les chaines hydrophobes s’orientent vairs Lorsque la distance entre les composés
tensioactifs est grande, leurs interactions soblefa ; cet état est assimilé a un gaz a deux

dimensions. Dans ces conditions, la monocouchéativement peu d’effet sur la tension de
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surface de 'eau. Lorsque l'aire disponible estuited(par un systéme de barriéres mobiles),
les molécules sont comprimées et exercent desseafpulsifs entre elles (figure 31c). Cet
analogue bidimensionnel de la pression est appegsion de surface, notée Pour une
surface plane a I'équilibres représente la différence entre la tension de ceirém présence

d’'une monocouche, et la tension de surface de I'eau seyje,

I=v-Yo

La cuve de Langmuir permet de modifier l'aire ddusurface sur laquelle a été
disposée une monocouche d’'un agent tensioactidegraleux barrieres mobiles en Téflon. La
cuve est remplie d’eau et la pression de surfacenesurée de maniére continue lors de la
compression. La pression de surface est mesurda pagthode de la lame de Wilhelmy, en
déterminant la force de tension de surface d’'umelpartiellement immergée dans une phase

liquide, ici I'eau. Cette mesure est comparéeradaure absolue de la surface propre.
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Produit & analyser
(dans CHCIy) Balance avec

L’appareil est constitué : Lame de Wilhelmy

o d’une cuve remplie d’eau

[e]
o de deux barrieres mobiles .
o dune lame de Wilhelmy
permettant la mesure de la
pression de surface cau y

| \ cuve

Barriéres mobiles

Figure 31a
Le produit amphiphile va se répandre de
facon homogene sur I'aire disponible. =
Apres évaporation du solvant, le produit
tensioactif va former une fine
monocouche. |

Figure 31b
Lorsque l'aire disponible va étre
réduite, grace aux barriéres mobiles, les =
molécules vont se rapprocher et créer
des forces de répulsions qui vont étre
mesurées par la lame de Wilhelmy. |

Figure 31c

Figure 31 : représentation schématique du principe de la balda Langmuir
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L’indicateur principal des propriétés d’une monacioe est donné par la courbe de
pression de surface en fonction de l'aire a la surface de I'eau dispknpour chaque
molécule ou aire moléculaire Cette courbe est appelée isotherme de compressjmermet
de déterminer les différentes phases de I'orgdnisate la monocouche (figure 39% Le
comportement d’un produit amphiphile et ses difiéee phases sont déterminés par plusieurs
facteurs comme les propriétés physico-chimiquegrdduit ou la température.

Pour des densités moléculaires trés faibles, umese gazeuse prédomine. Les
molécules ont une orientation préférentielle rei@ah la surface, mais les interactions entre les
molécules sont trés faibles. Cette phase n'estipgEstée en pratique.

La monocouche se trouve dans un état liquide esé@rE) a I'état initial (barrieres
completement ouvertes). Lors de la compressionmielecules se rapprochent, les chaines
peuvent encore bouger librement et des interactemigse les tétes hydrophiles peuvent
exister. La pression de surface correspondante i@gion est trés faible.

Un plateau marque la transition de la phase lggdpansé vers la phase liquide
condensé (LC). Dans cette région, les chaines phdimes, qui étaient distribuées a
proximité de la surface de I'eau, commencent aekaver. Il y a coexistence de phases, la
proportion de la phase LC augmente lorsque la seidésponible diminue.

En phase LC, lisotherme continue par une tramsitabrupte, jusqu’'a une région
linéaire a forte pente. Les molécules sont incknéiese redressent au fur et a mesure vers la
verticale au cours de la compression.

Dans certains cas, un changement de phase esvélses de la compression de la
monocouche en phase LC : les molécules s’assemtidarst une phase ordonnée quasiment
solide (S). Cette phase est analogue a une phiasalicre bidimensionnelle, les chaines des
molécules s’organisent perpendiculairement a |dasar et occupent ainsi une surface
minimale.

Aux plus faibles aires de surface, un phénomeénedéi collapsus intervient ; la
monocouche peut alors déborder de la cuve, forragrngulticouches ou se dissoudre dans

I'eau. Le résultat est une perte de produit fornl@mhonocouche.
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Figure 32 :isotherme de compression

IX.2 Objectifs des mesures

La dipalmitoyl phosphatidylcholine247 (DPPC) est un surfactant pulmonaire
(figure 33). A linterface air/eau, le DPPC formeeumonocouche qui est a I'état LC a faible
aire moléculaire. Cette molécule peut étre conémlétomme un modéle de membrane

lipidique.

Figure 33 : structure du DPP@47

L'absorption cutanée est un critere essentiel pewléveloppement d’'un produit a
usage topique. Ainsi, I'influence des acides putuies sur une monocouche de DPPC a été
étudiée. Pour cela, une solution d’acide pulvinitjpephile a été melangée au DPPC, a deux
concentrations différentes, dans le but de compeches interactions pouvant exister entre
ces deux produits. Les acides pulviniques seulsgatement été étudiés, afin de voir s'ils

formaient ou non des monocouches.
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Le DPPC ne peut pas étre considéré comme un modehebranaire pour rendre
compte de I'absorption cutanée, car les lipidesgnmts dans la peau sont beaucoup plus
complexes, notamment les lipides présents dansuehe corné&®* Cependant, il peut servir

de modele pour cette étude préliminaire.

IX.3 Résultats
IX.3.1 DPPC

Une solution & 1mg/mL de DPPC dans le chlorofoané¢é préparée et 40 uL de cette
solution ont été déposés a la surface de la cukeadgmuir. Aprés évaporation du solvant, le
systeme a été comprimé (par « fermeture » destbes)i a 30°C (la température joue ici un

réle primordial). L’isotherme de compression obtestle suivant (figure 34):

120 ~
100 ~
80 4

60 4

SP (mN/m)

40 1

20 A

O T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

Mma (A”2/molec)

Figure 34 :isotherme de compression du DPPC a 30°C

Comme décrit dans la littérature, la phase LErdasition LE/LC et la phase LC ont
été observées®

Certains acides pulviniques lipophiles synthétmdisensuite été étudiés pour évaluer
leur influence sur la monocouche de DPPC. Deux aeces sont ressorties de ces

expériences : les produits formant des monocouehles produits n’en formant pas.
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IX.3.2 Produits formant des monocouches

Les deux produit@26 et 183d ont des comportements proches (figures 35 etL2g).
produits seuls montrent la formation d’'un platequi, pourrait correspondre a la transition
LE/LC, sans que ces produits n’atteignent la ph&3avant le collapsus. A la concentration
de 15% dans le DPPC, ces produits provoquent padigon de la transition LE/LC (absence
de plateau). Dans le cas de I'es2@6, un effet de fluidification de la monocouche deHQP
est observé puisque 'augmentation de la presstosudface débute a des aires moléculaires
plus faibles. A 40%, une tendance a la formatiamdiouveau plateau est observée, montrant
I'apparition d’'une nouvelle transition LE/LC (cdfet est bien marqué dans le cas de I'amide
1830).

120
11
MeOOC o]
o
100 - / oo
80 1 { OMe
= —DPPC
= 60 | —sol. & 15% ds DPPC
Ef —sol &4 40% ds DPPC
n produit seul
40 4
20 A
0 T T T T T == f
0 20 40 60 80 100 120 140

Mma (A”2/molec)

Figure 35 :isotherme de compression 226a 30°C
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Figure 36 :isotherme de compression t&3da 30°C

IX.3.3 Produits ne formant pas de monocouches

Les trois produit®19, 227 et 226 ont des comportements similaires (figures 37 a 39).

En effet, les courbes correspondants aux prodeitts gestent a la ligne de base jusqu’au

collapsus, ce qui montre qu’il n'y a aucune orgatm. Une autre explication de ce

phénomene serait que les produits se solubilisergressivement dans lI'eau au fur et a

mesure de la compression. En mélange avec le D&RCdisparition de la transition LE/LC
est observée dés 15%. On remarque un effet de mwatien : plus la concentration du
produit dans le DPPC est grande, plus la courbdésale vers la gauche. Ceci pourrait

provenir d’une insertion du produit dans la couclee DPPC et la formation de couches

mixtes, moins bien organisées que le DPPC seul.
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Figure 37 :isotherme de compression 2iE9a 30°C
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Figure 38 :isotherme de compression 227a 30°C
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Figure 39 :isotherme de compression 826a 30°C

IX.4 Conclusions

Ces résultats préliminaires sont relativemenidiliéfs a exploiter. En effet, de grandes
différences de comportement ont été observées,réndkgs structures proches. Ainsi, deux
produits, lI'ester226 et 'amide 183d semblent s’organiser et former des monocouches,
lorsqu’ils sont seuls. A l'inverse, les trois agtygoduits219, 227 et 226 ne montrent aucune
organisation. On remarque ici une grande importaecka balance hydrophilie/hydrophobie.
En effet, 'acide227 et I'ester méthylique corresponda2®6 ont des comportements trés
différents. Il est possible que l'acide soit plysltosoluble que I'ester, ou que celui-ci forme
des micelles. Comme énoncé dans l'introductionelparagraphe, une chaine a 12 carbones
est la longueur minimale pour éviter la formatie@mdicelles solubles dans I'eau. Il est donc
envisageable que les trois produits qui ne donaeciine organisation se retrouvent en phase
aqueuse. A I'opposé, 'amide33d, qui possede deux chaines a 12 carbones, edigaphkile
et ne peut pas former de micelles, ce qui explajudiallure de la courbe. Avec cette
réflexion, I'allure de la courbe de I'est226est délicate a justifier.

Ces expériences ont fourni des résultats prélimisantéressants, mais ne permettent
pas de conclure au niveau de la pénétration cutdiniidrait construire des modeles de la

couche cornée, mélanges complexes de lipidesudieétl'influence de ces produits sur la
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formation de monocouches pour pouvoir tirer desrmftions plus claires. Afin de statuer
sur la formation de domaines cristallins organiséscouches mixtes ou de micelles, il serait
également intéressant d’étudier par microscopidwteescence I'organisation des produits

lorsque les barrieres sont fermées au maximum.
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X. Conclusions

Les différents tests effectués sur les acidesiqglves mono-aromatiques, comparés a
des acides pulviniques classiques et a des ténuzins chaque test, ont permis de tirer

plusieurs enseignements.

Les études de la protection de la thymidine eplismide bactérien ont fourni des
résultats convergents et trés encourageants. Ef) lef activités antioxydantes des trois types
de produits testés sont bien différentes (figurepdQr la série méthoxylée). Ainsi, il a été
démontré que les produits de type | avaient ure ldoiine activité, comparable aux motifs
symétriques. Au contraire, les produits de typedlsont révélés étre des protecteurs peu

efficaces dans ces conditions.

OMe

Me

—  MeOOC X0 o >SS MeOOCX\~O
o

. ~
HO HO
Me

162b 190d

OMe OMe

Figure 40: hiérarchie du pouvoir antioxydant dans la séré&hoxylée

Ces résultats confirment nos hypothéses initisgdsn lesquelles la nature du pouvoir
antioxydant des acides pulviniques provenait de éapacité a délocaliser le radical sur la
lactone mais également sur le noyau aromatique adg@aktie « sud » de la molécule
(schéma 100). Il semblerait donc que le noyau atigoe « nord » ne soit pas un élément

indispensable a I'activité antioxydante.
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délocalisation du radical sur la lactone

délocalisation du radical sur I'aromatique “sud"

Schéma 100 délocalisation du radical sa69b

Dans les conditions de Fenton, les produits de tyge sont révélés étre trés efficaces.
L’influence de la fonction latérale n’est pas aysginordiale, puisque les produits portant des
fonctions acide, ester, amide ou alcool ont toustnéade bonnes activités ; le produit le plus

actif étant 'amide butyliqu&83c

Les tests complémentaires ont confirmé I'actigitéioxydante de nos molécules mais
n'ont pas montré de différences aussi marquées &grtrois types de produits. Dans I'étude
de la capture du radical superoxyde, tous les piodat montré une activité moyenne, qu’ils
soient de type I, de type Il ou symétriques. Lailigination entre les produits est moins
évidente que dans le cas de l'étude de la protedti® la thymidine et du plasmide.
Cependant, ce test a fourni quelques résultatsesgénts, puisque la fonction acide semble
étre ici importante ; les deux acidEs7 et 227 étant parmi les composés les plus actifs. Une
autre information importante apportée par ce tsislaedécouverte d’'une activité antioxydante
de la dilactond.70, qui n’a pour le moment pas été étudiée dansuestests. L'étude de la
capture du radical DPPldar les acides pulviniques mono-aromatiques lidepta fourni des
résultats variables en termes de cinétique etidafité suivant la position de la chaine grasse.

En effet, I'amide double-bria83d est tres efficace avec une stcechiométrie supéreedr et
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une cinétique rapide. Les produits portant une tfoncester ont une cinétique légerement
plus lente et une stcechiométrie de 1, alors quarntedes simple-brii83cet 184¢ ainsi que
'acide 227 ont des cinétiques trés lentes. Les résultatsnabtéors de ces deux tests ne

permettent pas de tirer de conclusions clairestquane éventuelle relation structure-activité.

L'étude de l'inhibition de la peroxydation lipidie a permis de mettre en évidence le
comportement fortement inhibiteur de I'acide lipdpR27. Ce test a permis de souligner

I'influence de la chaine lipophile et 'importande la fonction acide.

Les études de la cytotoxicité et de la photostabibnt fourni des résultats tres
encourageants. En effet, les nombreux produitésast se sont pas montrés cytotoxiques. De
plus, les acides pulviniques lipophiles testés m# seveélés stables a une irradiation allant
jusqu'a 15 DEM, ce qui laisse présager que le nogalvinigue soit stable dans ces
conditions pour I'ensemble de la famille de ces poseés.

Enfin, I'étude du comportement supramoléculaire lpabalance de Langmuir des
acides pulviniques mono-aromatiques lipophiles atnéodes comportements tres différents
malgré des structures trés proches. Cette étudenjpréire a fourni des résultats assez
délicats a interpréter et des études complémestamat a envisager afin de statuer si les

produits forment bien des monocouches ou se s@abtlprogressivement dans 'eau.

Ces différents test ont permis de montrer quelé&s/és d’acides pulviniques mono-
aromatiques de type | étaient de puissants antlamg, capables de réagir par différents
mécanismes :

¢ par capture de radicaux, comme l'ont montré leslltd@s obtenus avec le radical
superoxyde,
¢ par transfert d’atome d’hydrogene, par neutralisatu radical DPPH

¢ par terminaison de chaine, en inhibant la peroxgdaipidique.
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Conclusion générale et perspectives

Ce travail de thése a été consacré a la synthéséévaluation de nouveaux dérivés
mono-aromatiques d’acides pulviniques, en tant gprigs antioxydants. Deux nouvelles
voies de synthése ont été développées afin d’ac@de structures cibles de type | et de

type Il

La premiére voie s’appuie sur la chimie de I'anigel méthoxymaléiqued3.
L’addition régiosélective d’'un énolate zincique & a permis de préparer efficacement un
premier intermédiaire-clé, le produit io8&. Celui-ci a pu étre engagé dans une réaction de
Suzuki-Miyaura avec différents acides boroniquesju a permis la préparation de nouveaux
dérivés de type | diffefremment substitués sur fanaromatique (schéma 101).

Me Me
o
0 MeOOC X0 MeOOC™ X—Q
o o _—-. o)
= = ~
MeO MeO | HO
7
93 92 162

Schéma 101 synthése des produits de typE6R a partir de I'anhydrid®3

La préparation par cette voie de nouveaux dériyistant des groupements
électroattracteurs sur le noyau aromatique ou portan noyau hétérocyclique, est a
envisager. Ceci devrait permettre de mieux stasuerlinfluence de la nature du noyau

aromatique sur I'activité antioxydante.

La seconde voie utilise un dérivé de l'acide téijae 173 La préparation du second
intermédiaire-clé, la dilactonk7Q, a été effectuée en 7 étapes avec un bon rentighobal
de 39%. L’ouverture d&70par une espece nucléophile a permis la préparsitionltanée en
une étape de nouveaux dérivés de type | et deltyp&tude de cette réaction d’ouverture a
permis d’effectuer cette transformation de facogiasglective, par addition de TBAF
(schéma 102). Cette voie a permis de préparerdes types d’analogues, avec une diversité

structurale au niveau de la fonction latérale.
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sans TBAF : regiosélectivité type | /type Il : 52 /48 a 85/ 15

avec TBAF : regiosélectivité type | /type Il : 85/15a>99/1

Schéma 102 préparation de la dilactori&Oet réaction d’ouverture

L’étude du comportement dErO vis-a-vis d’autres especes nucléophiles, ainsi que
I'étude du mécanisme de la régiosélectivité deviasture apportée par I'addition de TBAF

sont deux perspectives intéressantes.

Les méthodes de préparation des produits somegsantes car la diversité structurale
est introduite, en général, vers la fin de la sga¢h Ces deux voies principales, ainsi que des
adaptations effectuées sur celles-ci, ont permigréparation de 45 nouveaux composés de

type |l et 1.

L’évaluation du pouvoir antioxydant de ces nouwealérivés non naturels a
représenté la deuxiéme partie de ce travail. Cetitele devait notamment permettre de
comprendre le fort pouvoir antioxydant des acidelipiques naturels, en déterminant les

sites privilégiés de délocalisation du radical.

Les études de protection de cibles biologiquethyeidine et un plasmide bactérien,
soumis a des sources de stress oxydant en corsgdidi@r-enton ont permis d’établir une

hiérarchie de pouvoir antioxydant pour les acidgsipiques (schéma 103).

/\\
Me =
—_ R'OC™X—C, R'OC™XO,
= o S>> o
HO HO
/ \ Me
SN
R
acide pulvinique acide pulvinique acide pulvinique
"classique" type | type Il

Schéma 103 hiérarchie du pouvoir antioxydant

218



Conclusion générale et perspectives

Ces résultats ont prouvé que le radical formél'aaide pulvinique « classique » se
délocalisait majoritairement sur le noyau aromaide la partie « sud » (en rouge). En effet,
les dérivés de type | ont montré une activité simelaux dérivés classiques. Ces observations
semblent donc confirmer les hypotheses émises aitoh 1 sur les sites de délocalisation du
radical. La faible activité observée pour les d&side type Il proviendrait uniguement de la
structure céto-énolique de la lactone, puisque daure du groupement aromatique s’est
révélée étre sans grande influence. Il sembleaait djue le noyau aromatique « sud » soit le

site majoritaire de délocalisation, et que la dbotion de la lactone soit moindre.

Des études complémentaires sur ces produits semvidager, afin d’améliorer la
compréhension des grandes différences observées atmntests entre les trois types de
produits. Des calculs théoriques au niveau dedabelsi moléculaires ou la détermination des
constantes de protonation de la fonction énol poemt apporter des informations

intéressantes dans cette optique.

Des tests supplémentaires effectués sur cettdldat@ composés ont montré que les
dérivés d’acides pulviniques sont des antioxydafiisaces dans différentes conditions de
stress oxydants et se sont révélés efficaces pomeltralisation de plusieurs sources de
radicaux libres, comme I'anion superoxyde ou leic@dDPPH et pour l'inhibition de la

peroxydation lipidique.

Ce programme tres varié a permis, d’'un point de femdamental, de mettre au point
la préparation de dérivés non naturels d’acidesvipigues et d'apporter quelques
enseignements au niveau de la relation structureitacsur cette famille. D’un point de vue
industriel, les voies de syntheses développéesmiepsur le moment pas vraiment adaptees :
le nombre d’étapes est relativement élevé, ledipgations par chromatographie sur gel de
silice sont nombreuses et certains réactifs ne pastvraiment adaptés pour un passage a
grande échelle. Un travail important d’optimisatiest donc a prévoir, si une molécule est

sélectionnée pour un développement futur.
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Les premiers résultats d’activité sont plutbt emageants et ces résultats ont fait
I'objet de la rédaction d’'un brevet, sur la struetules dérivés de type | et leur activité.
Cependant, le chemin a parcourir est encore lort @tombreuses études sont a envisager,
notamment en termes de toxicité, de formulatiomeyénétration cutanée, avant de pouvoir

imaginer s’enduire le corps de dérivés d’acidesipigues en tant que photoprotecteurs.
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Partie chimie : indications générales

Solvants

Toutes les réactions ont été réalisées sous ahamspl’argon, a I'exception des
réactions en milieu aqueux.

Les solvants suivants ont été préalablement Idistién continu, sous atmosphere
d’argon, en présence d’'un agent desséchant :

Solvant Desséchant

Acétonitrile Hydrure de calcium
Dichlorométhane Hydrure de calcium
Di-iso-propylamine Hydrure de calcium
Ether diéthylique Sodium / Benzophénone
Tétrahydrofurane Sodium / Benzophénone

Les autres solvants ont été séchés par ajout diansdilé ou de tamis moléculaire
4A (préalablement activé par chauffage a 60°C salespendant 10h):

Fil de sodium Tamis moléculaire 4A
Benzene Acétate d’éthyle
Toluene Acétone
Triéthylamine Chloroforme

N,N-Diméthylformamide
Dimeéthylsulfoxyde
Ethanol

Méthanol

Isopropanol

Pyridine

Chromatographies

Chromatographie sur couches minces (CCM)

Elles sont effectuées sur des plagues de gel lde §0F-254 Merck, réf. 5715,
d’épaisseur 0,25 mm. La révélation des plaque® aéétisée par illumination ultraviolette a
254 ou 365 nm, puis par traitement avec un réudlafsulfate de cérium, vanilline,
ninhydrine) suivi d’'un chauffage a 200°C.

Chromatographie sur gel de silice
Elles sont effectuées sur des colonnes de gelilde £0 Merck, réf. 9835,
granulométrie 40-63 pum.
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Chromatographie préparative sur gel de silice
Elles sont effectuées sur des plagues de gel dm $0F-54 Merck, réf. 5717,
d’épaisseur 2 mm.

Analyses

Température de fusion (Pf)
Elles ont été mesurées a l'aide d’'un microscogsatine chauffante Reichert-Jung,
modéle Thermo-Galen. Les températures ne sontquagées.

Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres RMN ont été enregistrés soit surpecstephotomeétre Bruker WP-200
SY, soit sur un spectrophotometre Bruker DPX-300transformée de Fourier. Les
spectrométres sont équipés soit d’'une sdfi@déH, soit d’'une sonde large bande & détection
inverse et gradient-z 5 mm. Les fréquences d'iatamin sont respectivement de 200 et
300 MHz pour le noyadH et de 50 et 75 MHz pour le noyatC. Les spectre$C sont
enregistrés en mode « proton découplé ». Les d&pkaats chimiques sont exprimés en ppm,
par rapport & une référence interne non-deutéddgecue dans le solvant deutéré, dont le
déplacement est connu :

Solvant 8 (*H) 8 (°C)
Acétone 2,05 ppm 205,9 ppm
Chloroforme 7,26 ppm 77,2 ppm
Méthanol 3,31 ppm 49,0 ppm
Diméthylsulfoxyde 2,50 ppm 39,5 ppm

La constante de couplage est exprimée en Hertz.mudtiplicités des signaux sont
indiquées par les abréviations suivantes :

S singulet

d doublet spt  septuplet
t triplet I large

q quadruplet m multiplet

Spectroscopie infrarouge (IR)

Les spectres d'absorption infrarouge ont été estrégsoit sur un spectrometre a
transformée de Fourier Perkin-Elmer 2000 FT-IRt s@ir un spectrometre a transformée de
Fourier Nicolet 380 FT-IR. Les nombres d’onde sexpirimés en cih

Analyses élémentaires
Elles ont été réalisées au Service d’Analysedstitut de Chimie de Strasbourg.
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Spectrométrie de masse (MS)

Pour les chromatographies en phase gazeuse csupléespectrométre de masse
(GC-MS), l'appareil Shimadzu GCMS-QP5050A est équig’'une colonne capillaire
(25*0,22 mm) SGE BPX5 (5% polysilphénylénesiloxange phényle / 95%
méthylpolysiloxane). Le gaz vecteur est I'héliun® (BL/min; 113 kPa). Les conditions
d’élution sont: température de [linterface 260°@mpérature du détecteur 302°C,
température de colonne 80°C pendant 2 min, puimantation de 25°C/min. L’ionisation se
fait voie chimique.

Les autres spectrométries de masse, de hautessg basolution, ont été effectuées a
I'IFR85 de Strasbourg. L'ionisation se fait en madectrospray.
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Partie Chimie : Modes opératoires et analyses

|104 1-méthoxy-2-méthoxyméthoxybenzent®

A une suspension d’hydrure de sodium (60% dandl¢tminérale, 0,35 g, 8,86 mmol,
1,1 éqg.) dans 6 mL de THF est ajoutée goutte atgaute solution de guajactD3 (1 g,
8,05 mmol, 1 éq.) dans 9 mL de THF. La solutiorenbt est agitée une heure a température
ambiante. Le chlorure de méthoxyméthyle (0,67 mB68nmol, 1,1 éq.) est ensuite ajouté
sur le milieu et la solution est laissée sous #gitadurant la nuit. Aprés addition d’eau, le
produit est extrait 3 fois a I'éther. Les phasegaarques réunies sont lavées 2 fois par une
solution aqueuse saturée en NaHQis de la saumure, séchées sur sulfate de sostium
concentrées. L’huile trouble obtenue est purifiée phromatographie sur gel de silice
(éluant : DCM) pour fournir 1,14 g d’'une huile jaymui correspond a un mélange du produit
attendul04 et de guajacal03 (dans les proportions 80/20 par intégration en RNet par
GC-MS). L'huile obtenue est engagée tel quelle pauéaction suivante.

OMe

0 Formule brute : CgH,,03

Masse molaire (g/mol) :168,19
Rf : 0,46 (Cy/AcOEt : 90/10, UV + vanilline)

\/OMe

RMN H (300 MHz, CDCly) : & : 3,53 (s, 3H) : 3,89 (s, 3H) ; 5,25 (s, 2H) ;6819 (m,
4H).

GC-MS : tr = 5,58 min MS 168 [M]

||105 1-éthyl-3-méthoxy-2-méthoxyméthoxybenzéne

Le mélange précédemment obtenu est dissout damd. e THF et est ajouté goutte
a goutte a —78°C sur une solution €BuLi (0,94 M dans I'hexane, 7,0 mL, 7,45 mmol,
1,1éq.) et de TMEDA (1,12 mL, 7,45 mmol, 1,1 éd4.d solution est agitée une heure a
—78°C puis du bromoéthane (1 mL, 13,55 mmol, 2 ést.)ajouté. Apres retour a température
ambiante, I'agitation est poursuivie durant 4h. Wodution aqueuse saturée en JdHest
ajoutée et la phase aqueuse est extraite 3 foetheed. Les phases organiques réunies sont
lavées 2 fois a I'eau, séchées sur sulfate de spdiuconcentrées. Le brut obtenu est purifié
par chromatographie sur gel de silice (éluant AC@Et : 95/5) pour fournir une huile jaune
(m = 0,611 g, 61%). Une analyse RMN en deux dimensions a permis de confirmer la
structure.

OMe

Formule brute : C;1H1¢05
O._-OMe Masse molaire (g/mol) :196,24
Rf : 0,60 (Cy/AcOEt : 90/10, UV + vanilline)
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RMN *H (300 MHz, CDCly) : §: 1,24 (t, J = 7,5 Hz, 3H) ; 2,74 (q, J = 7,5 i) ; 3,61 (s,
3H) ; 3,84 (s, 3H) ; 5,10 (s, 2H) ; 6,77-6,83 (1H)2 7,02 (t, J = 5,2 Hz, 1H).

GC-MS : tr = 6,03 min MS 196 [M]

|106 1-éthyl-3-méthoxy-2-méthoxyméthoxy-4-méthylbegne

Le composél0s (0,337 g, 1,71 mmol, 1 é€qg.) est dissout dans 5 réthdr, puis la
TMEDA (0,28 mL, 1,90 mmol, 1,1 éq.) et leBuLi (0,98 M dans I'hexane, 2,0 mL,
1,90 mmol, 1,1 éq.) sont ajoutés goutte a gouttdesmilieu & température ambiante. Aprés
une heure d'agitation a température ambiante, utiedde méthyle (0,21 mL, 3,42 mmol,
2 €g.) dans 2,5 mL d’éther est ajouté. Aprés deursjd’agitation a température ambiante, le
milieu est dilué avec 25 mL d’éther, puis 20 mL riBusolution aqueuse saturée en,8H
sont ajoutés. La phase aqueuse est extraite 8 fa@ther. Les phases organiques réunies sont
lavées 2 fois a I'eau, séchées sur sulfate de msagnéet concentrées. Le brut obtenu est
purifié par chromatographie sur gel de silice (BtuaCy/AcOEt : 90/10) pour obtenir le
produit106 sous forme d’une huile jaune (m = 0,332 g, 92%).

OMe

Formule brute : C;5H1504
O -OMe Masse molaire (g/mol) 210,27
Rf = 0,51 (Cy/AcOEt : 90/10, UV + vanilline)

RMN *H (300 MHz, CDCL) : & : 1,23 (t, J = 7,8 Hz, 3H) ; 2,25 (s, 3H) ; 2,69 = 7,8 Hz,
2H) ; 3,61 (s, 3H) ; 3,79 (s, 3H) ; 5,12 (s, 2H)87 (s, 2H).

GC-MS : tr = 6,34 min MS 210 [M]

|109 1,2-diméthoxycyclohexa-1,4-dien&”’

Le vératrolel08 (0,92 mL, 7,23 mmol, 1 éq.) est dissout dans 2d'EtOH et 10 mL

de THF. Le mélange est refroidi a —78°C puis emvid® mL de NH ;4 sont ajoutés. Le
lithium (0,5 g, 72,3 mmol, 10 éq.) est ensuite 88oen plusieurs portions. La solution bleue
est laissée sous agitation a —78°C jusqu’a disparite la coloration (environ 2h). Le milieu
est ensuite dilué avec 15 mL d’éther et laissé nievie température ambiante, en laissant
I'excés de NH s’évaporer. La phase organique est lavée 3 fas ee la saumure, séchée sur
sulfate de magnésium puis concentrée. Le brut abdshpurifié par chromatographie sur gel
de silice (éluant : Cy/AcOEt : 95/5) pour fourrér produit109 sous forme d’'une huile jaune
(m=0,477 g, 47%).
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OMe
Formule brute : CgH1,0,

Masse molaire (g/mol) :140,18
Rf = 0,80 (Cy/AcOEt: 90/10, UV + vanilline)

OMe

RMN 'H (300 MHz, CDCh): &: 2,88 (d, J =147 Hz, 4H): 3,64 (s, 6H); 5,2
J=1,47 Hz, 2H).

GC-MS : tr = 4,75 min MS 140 [M]
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||116 Diéthoxyacétaldéhydée™*

Une solution de l'acétal diéthylique de I'acroléihl7 (10 g, 76,8 mmol) dans 60 mL
d’EtOH est refroidie a —78°C. Un courant d’'ozonemas a barboter dans la solution, jusqu’a
obtention d’une coloration bleue (environ 45 midh courant d’oxygéne est alors appliqué,
jusqu’a disparition de cette coloration (10 min)lligp un courant d’argon. 2 mL de
diméthylsulfure sont alors ajoutés et le milieu lestsé revenir a température ambiante et
laissé sous agitation pendant une nuit. Une prendgiistillation conduit a I’hémiacétal7, une
deuxieme permet d’accéder a I'aldéhyd& (5 g, 50%) sous forme d’un liquide incolore.

(@]
0 Formule brute : CH1,03
~~ H Masse molaire (g/mol) :132,16

o~ Eb: 45°C

RMN H (300 MHz, CDCl) : §: 1,28 (t, J = 7,2 Hz, 6H) ; 3,65 (q, J = 7,2 BH) ; 3,74 (q,
J=7,2Hz, 2H); 4,59 (d, J = 2,0 Hz, 1H) ; 9,d7J = 2,0 Hz, 1H).

RMN *3C (75 MHz, CDCl) : & : 15,7 ; 63,6 ; 101,4 ; 197,3.

||120 4,4-diéthoxy-3-hydroxy-2-phénylbutyrate de métyle

3 mL de THF sont refroidis a 0°C, puis la DIPAG@®mL, 0,79 mmol, 1,08 éq.) et le
n-BuLi (1,3 M dans I'hexane, 0,58 mL, 0,76 mmol, 1d¥l) sont ajoutés successivement.
Apres 15 min d’agitation a 0°C, le mélange estaidfra —78°C, puis le phénylacétate de
méthyle119 (0,07 mL, 0,73 mmol, 1 éq.) est ajouté goutte @ttgo Apres 45 min d’agitation
a—78°C, l'aldehydé16 (0,1 g, 0,76 mmol, 1,04 éq.) est ajoute. Apresirbd’agitation, une
solution aqueuse saturée en /Hest ajoutée. Aprés retour a température ambidafEHF
est évaporeé et le milieu est dilué avec de I'eauphase aqueuse est extraite 3 fois a I'éther.
Les phases organiques réunies sont séchées satesidf magnésium et concentrées. Le brut
résultant est purifié par chromatographie sur gekitice (éluant: Cy/AcOEt : 90/10) pour
fournir I'alcool 120 sous forme d’une huile jaune (m = 0,170 g, 85%) pkoduit est obtenu
sous la forme d’un mélange de diastéréoisomereé84ghr intégration en RMRKH).

MeO.__O
OH Formule brute : C;sH»,05
Masse molaire (g/mol) 282,33
o o Rf: 0,25 (Cy/AcOEt : 80/20, UV + Ce(3)p)

~

RMN *H (300 MHz, CDCL) : & : 1,14-1,43 (m, 6H) ; 3,45-4,35 (m, 10H) ; 7,34%7(m,
5H).

RMN *°C (75 MHz, CDCl) (2 dia) : §: 15,6 ; 15,7 ; 27,3 ; 28,2 ; 52,4 ; 53,0 ; 53@8;5 ;
63,9;72,3:74,9;128,0;128,8;128,9 ; 124,29,9 ; 1355 ; 173,4.
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||121 3-(ert-butyldiphénylsilanyloxy)-4,4-diéthoxy-2-phénylbutyrate de méthyle

30 mL de THF sont refroidis a 0°C, puis la DIPASDmL, 7,86 mmol, 1,08 éq.) et le
n-BuLi (1,6 M dans I'hexane, 4,73 mL, 7,57 mmol, 1) sont ajoutés successivement.
Apres 15 min d’agitation a 0°C, le mélange estaidfra —78°C, puis le phénylacétate de
méthyle28 (0,72 mL, 7,28 mmol, 1 éq.) est ajouté goutte @ttgo Apres 45 min d’agitation a
—78°C, l'aldéhyde25 (1g, 7,57 mmol, 1,4 éq.) est ajouté. Aprés retautempérature
ambiante, une solution agueuse saturée esCNebt ajoutée. Le THF est ensuite évaporé et
le milieu est dilué avec de I'eau. La phase aquesseextraite 3 fois a I'éther. Les phases
organiques réunies sont séchées sur sulfate degsiagnet concentrées. Le brut résultant est
dissout dans un mélange de 20 mL de THF et 7 mLDM&. L’imidazole (1,54 g,
22,71 mmol, 3 éq.) et le chlorure tt-butyldiphénylsilyle (3,41 mL, 22,71 mmol, 1,18 €q.)
sont ajoutés successivement. Le mélange est laissagitation 4j a température ambiante.
Le milieu est ensuite dilué avec de I'éther et wotution aqueuse saturée en JIH est
ajoutée. La phase organique est lavée par une@olatjueuse saturée en NaH{C©®échée
sur sulfate de sodium et concentrée. Apres putificgpar chromatographie sur gel de silice
(éluant : Cy/AcOEt : 99/1 a 98/2), le produit pgée0 (0,9 g, 23%) est obtenu sous forme
d'unelhuile jaune, correspondant a un mélange a&téficoisomeres (66/34 par intégration en
RMN *H).

MeO.__O
OTBDPS Formule brute : CgiH0OsSi
Masse molaire (g/mol) 520,73
o o Rf: 0,66 et 0,76 (Cy/AcOEt : 80/20, UV + Ce(59

N

RMN *H (300 MHz, CDCL) : §: 0,79 (s, 9H) ; 1,02-1,42 (m, 6H); 2,85-3,44 GHi) ; 3,60
(s, 3H) ; 4,02-4,48 (m, 2H) ; 7,31-7,60 (m, 15H).

RMN *°C (75 MHz, CDCl) (2 dia) : 5 : 14,9 ; 15,6 ; 19,1 ; 27,0 ; 52,2 ; 53,6 ; 6263;3 ;
74,7 ;103,8 ;127,4 ;127,7 ; 128,5; 129,5 ; 9294.30,0 ; 136,1 ; 136,7 ; 169,3.

||122 3-(ert-butyldiphénylsilanyloxy)-4-oxo-2-phénylbutyrate deméthyle

Une solution de chlorure de zinc (1 M dans I'étHeB5 mL, 1,35 mmol, 5 éq.) est
placée a I'évaporateur rotatif, afin d’éliminerthiér. Le solide obtenu est mis en suspension
dans 8 mL de DCM. L'acétdl21 (0,143 g, 0,27 mmol, 1 éq.) est alors ajouté damd_4le
DCM. Apres une heure d’agitation a température antbj la réaction est stoppée par ajout
d’'une solution agueuse saturée ens8HLa phase aqueuse est extraite 3 fois a I'élbes.
phases organiques réunies sont lavées par unésahgfueuse saturée en NaH{is de la
saumure, séchées sur sulfate de magnésium et ¢oreenl’aldéhydel22 est obtenu
(0,130 g, quantitatif) sous forme d’une huile jaune
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_0._0
Formule brute : Cy;H300,Si
OTBDPS Masse molaire (g/mol) 446,61
- Rf: 0,50 (Cy/AcOEt : 80/20, UV + Ce(S})

@]

RMN *H (300 MHz, CDCl) : & : 1,02 (s, 9H) ; 3,70 (s, 3H) ; 3,94 (d, J = 64, fH) ; 4,45
(d, J = 6,1 Hz, 1H) ; 7,15-7,75 (m, 15H) : 9,531().

RMN *3C (75 MHz, CDCl): §: 19,7 ; 27,2; 52,7 ; 56,2 ; 79,2 ; 128,3 ; 1291r9,7 ;
130,6; 136,2 ; 136,3 ; 144,1 ; 145,7 ;: 146,8 ; 153,72,0 ; 201,1.
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|132b 2-hydroxyfumarate de diéthyle®

La LDA est préparée par addition deBuLi (1,6 M dans I'hexane, 1,9 mL, 3 mmol,
1,5 éq.) sur une solution de DIPA (0,22 mL, 3 mnigh €qg.) dans 1,2 mL de THF a 0°C et
laissée sous agitation 15 min.

L'oxalate de diéthyld2 (0,27 mL, 2 mmol, 1 é€q.) et I'acétate d’éthylal (0,29 mL,
3 mmol, 1,5 ég.) sont mis en solution dans 5 mLTHE&. La solution est refroidie a —78°C
puis la LDA est ajoutée rapidement par cannulathpres 1h d’agitation a —78°C, le milieu
est laissé revenir a température ambiante, puwisdaous agitation 1h30. Le milieu est ensuite
refroidi a 0°C et une solution d’acide chlorhydegu M (5 mL, 5 mmol, 2,5 ég.) est ajoutée.
Le milieu est ensuite dilué avec de ’AcOEt. La ghaqueuse est extraite 2 fois a I’AcOEt.
Les phases organiques réunies sont séchées satesidf magnésium et concentrées. Le brut
obtenu est purifié par chromatographie sur gelililsegéluant : DCM) pour fournir I'énol
132bsous forme d’une huile jaune (m = 0,18 g, 48%).

Par la suite, cet énol sera utilisé sans purificati

Formule brute : CgH1,05
/\OMOM Masse molaire (g/mol) :188,18
0 Rf: 0,49 (DCM, UV + vanilline)

RMN *H (200 MHz, CDCl) : §: 1,33 (t, J = 7,3 Hz, 3H); 1,36 (t, J = 7,1 HEl)3 4,28 (q,
J=17,3Hz, 2H): 4,34 (q, J = 7,1 Hz, 2H) ; 6,811H) ; 11,66 (s, 1H).

RMN °C (75 MHz, CDCl) : 6: 14,1 ;14,2 ;61,4 ; 62,5; 97,0 ; 159,6 ; 161182,1.

|134 2-acetoxybut-2-énedioate de diéthyle

L’énol 132b (0,398 g, 2,11 mmol, 1 éq.) est dissout dans %,Aacétone puis la
solution est refroidie a 0°C. La triéthylamine @r8L, 2,11 mmol, 1 éq.) et le chlorure
d’acétyle 133 (0,15 mL, 2,11 mmol, 1 éq.) sont ajoutés successive. Apres 1h30
d’'agitation a température ambiante, une seconddioporde triéthylamine (0,65 mL,
4,64 mmol, 2,2 éq.) est ajoutée et le milieu esufié a 60°C pendant la nuit. Le milieu est
hydrolysé par une solution d’acide chlorhydriquM lla phase aqueuse est extraite a I'éther
puis la phase organique est lavée 2 fois par uhgi@o d’acide chlorhydrique 1 M, séchée
sur sulfate de magnésium et concentrée. Une patiditc par chromatographie sur gel de
silice (éluant : Cy/AcOEt : 90/10), a permis deaép les deux isomereset E du composé
acylé134(0,25 g, 51%E/Z : 50/50) sous forme d’une huile jaune.
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)J\ Formule brute : C;gH1405
O O Masse molaire (g/mol) 230,21
~ Mov Rf: 0,51 et 0,60 (Cy/AcOEt : 90/10, UV + vanilline)
O

Isomere E :
RMN *H (300 MHz, CDCl) : &: 1,27 (t, J = 7,2 Hz, 3H) ; 1,30 (t, J = 6,9 BH) : 2,28 (s,
3H); 4,19(q, J=6,9 Hz, 2H) ; 4,27 (9, J =A2 2H) ; 6,64 (s, 1H).

RMN **C (75 MHz, CDCl): &: 14,0; 14,1; 20,4; 61,1; 62,6 ; 117,2; 1461861,2 ;
162,9 ; 167,8.

Isomeére Z
RMN H (300 MHz, CDClg) : 6: 1,28 (t, J=7,2Hz, 3H) ; 1,29 (t, J = 7,2 BH) ; 2,21 (s,
3H); 4,21(q,J=7,2Hz, 2H); 4,27 (q, J =RAZ2 2H) ; 6,06 (s, 1H).

||143 Acide méthylsulfanylacétique™*®

L’acide thioglycoliquel42 (6,94 mL, 100 mmol, 1 éq.) est dissout dans 100daL

THF et la solution est refroidie a 0°C. La triedyine (29 mL, 208 mmol, 2,08 éq.) et
'iodure de méthyle (6,29 mL, 101 mmol, 1,01 égansl 25 mL de THF sont ajoutés
successivement. Apres une heure d’agitation a teatygé ambiante, le milieu est versé dans
une mélange éther/acide chlorhydrique 0,5 M (0,3 IL). La phase aqueuse est extraite
2 fois a I'éther. Les phases organiques réunieslavées 2 fois avec de la saumure, séchées
sur sulfate de magnésium et concentrées. L’huitolame obtenue (m =9,15g, 86%)
correspond a l'acide S-méthylé43

o Formule brute : C;HgO,S
HOJ\/S\ Masse molaire (g/mol) :106,14

RMN 'H (300 MHz, CDCly) : & : 2,25 (s, 3H) ; 3,23 (s, 2H).

||141 2-(2-meéthylsulfanylacétoxy)but-2-énediacétateedd-éthyle et de 1-méthyle

L’'acide 143 (9,16 g, 86 mmol, 1 éq.) est dissout dans 100 mLD@M, puis la
solution est refroidie a 0°C et 3 gouttes de DMHkspe chlorure d’oxalyle (8,59 mL,
100 mmol, 1,16 ég.) sont ajoutés, provoquant unagkégent gazeux. Apres 30 min
d’'agitation a 0°C, le milieu est laissé revenirempérature ambiante, agité 30 min, puis
concentré.

L'alcool 132b (16,56 g, 94 mmol, 1,1 éq.) est dissout dans ttae puis la solution
est refroidie a 0°C. La triethylamine (1,18 mL,r@#ol, 1,1 €q.) puis le chlorure d’acidé4
fraichement préparé sont ajoutés. Apres une heagitation a 0°C, le milieu est hydrolysé
avec de I'eau. La phase aqueuse est extraite ®EAcLa phase organique est lavée par une
solution d’acide chlorhydrique 1 M, séchée suraalfde magnésium et concentrée. Le brut
obtenu est purifié par chromatographie sur gelililge éluant : Cy/AcOEt : 95/5 a 90/10),
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pour donner le sulfuré41 (3,21 g, 14%FE/Z : 58/42 par intégration en RMNH) sous forme
d’une huile jaune. Les deux isomégstE de ce produit ont pu étre isolés.

0]
o O)K/S\ Formule brute : C;gH1406S
Masse molaire (g/mol) 262,28
/\O)L““/\H/O\ Rf: 0,47 et 0,53 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
O

Isomeére E :
RMN H (200 MHz, CDCl3) : 6: 1,29 (t, J=7,1 Hz, 3H) ; 2,30 (s, 3H) ; 3,462H) ; 3,85
(s, 3H) ; 4,22 (9, J = 7,1 Hz, 2H) ; 6,71 (s, 1H).

RMN *C (75 MHz, CDCk) : §: 14,2 ; 16,2 ; 35,3 ; 53,4 ; 61,4 ; 117,9 ; 14p161,5 ;
162,7 ; 167,3.

Isomeére Z :
RMN *H (200 MHz, CDCl;) : § : 1,31 (t, J = 7,2 Hz, 3H) ; 2,25 (s, 3H) ; 3,332H) ; 3,84
(s, 3H); 4,25 (q, J = 7,2 Hz, 2H) ; 6,14 (s, 1H).

||142 2-(2-méthanesulfinylacétoxy)-but-2-enedioate deéthyle et 1-méthyle

Le sulfure141 (0,467 g, 1,78 mmol, 1 éq.) est dissout dans 60delDCM puis le
mélange est refroidi a 0°C. eCPBA (77%, 0,399 mL, 1,78 mmol, 1 ég.) est ajousé@sd
25 mL de DCM et le milieu est agité 1h a 0°C, puysirolysé par une solution aqueuse
saturée en NaHCQ La phase organique est lavée par une solutiorusgusaturée en
NaHCQ;, séchée sur sulfate de magnésium et concentrééruteobtenu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (éluant: Cy/AtOB0/20 a 70/30), pour donner le
sulfoxydel142 (0,28 g, 57%) sous forme d’une huile jaune. L'isoatea pu étre isolé.

O
I
o o S Formule brute : C;gH140:S
Masse molaire (g/mol) 278,28
/\O)L%/YO\ Rf: 0,13 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)

Isomeére E :
RMN H (300 MHz, CDClg) : 6: 1,30 (t, J =7,2 Hz, 3H) ; 2,89 (s, 3H) ; 3,83 = 15,0 Hz,
1H) : 3,86 (s, 3H) ; 4,10 (d, J = 15,0 Hz, 1H)22(q, J = 7,2 Hz, 2H) ; 6,74 (s, 1H).

RMN **C (75 MHz, CDCl) : 6: 14,1 ; 39,7 ; 53,5 ; 57,4 ; 62,5 ; 118,4 ; 14551,0 ;
162,0 ; 162,4.
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143 Tétrafluoroborate de (2-éthoxycarbonyl-1-méthoxcarbonylvinyloxycarbanyl
méthyl) diméthylsulfonium

Le sulfurel141 (0,107 g, 0,4 mmol, 1 €q.) et l'iodure de méth{@e25 mL, 4 mmol,
10 éq.) sont dissous dans 3 mL de DCM. Le tétradloorate d’argent (0,078 g, 0,4 mmol,
1 éq.) est dissout dans 4 mL de nitrométhane eité@jeur le mélange. Aprés une nuit
d’agitation a température ambiante, le précipité gjest formé est filtré et lavé avec du
nitrométhane. Le filtrat est concentré pour foulaisel de sulfoniumi43(0,103 g, 71%) sous
forme d’une huile jaune.

(@] | @BF4
)‘J\/SQ Formule brute : Ci1H1/BF,O6S
o 0 Masse molaire (g/mol) :364,12
/\O)L\/\H/O\ Rf: 0 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
@)

RMN H (300 MHz, CDCL) : & : 1,30 (t, J = 7,2 Hz, 3H) ; 3,19 (s, 6H) ; 3,89%H) ; 4,23
(0, J = 7,2 Hz, 2H) ; 4,58 (s, 2H) ; 6,78 (s, 1H).

RMN '°C (75 MHz, CDCl): &: 14,0 ; 24,9 ; 43,3 ; 53,8 ; 62,1 ; 118,8 ; 145160,7 ;
161,4 ; 162,4.

|149 2-(2-bromoacétoxy)but-2-énedioate de diéthyle

L'énol 136b (0,281 g, 1,49 mmol, 1 éq.) est dissout dans 5 ratétone et la solution
est refroidie a 0°C. La triethylamine (0,25 mL, 9@mol, 1,2 éq.) et le bromure de
bromoacétylel48 (0,15 mL, 1,79 mmol, 1,2 éqg.) sont ajoutés suceesstnt. Aprés 1h30
d’agitation a température ambiante, le milieu gsirblysé par de I'eau, la phase aqueuse est
extraite a I'AcOEt, puis la phase organique esttéa fois par une solution d’acide
chlorhydrique 1 M, séchée sur sulfate de magnéstirnoncentrée. Une purification par
chromatographie sur gel de silice (éluant : Cy/AtO80/20), a permis de mettre en évidence
la formation des deux isomergset E du composé brom#49 (0,25 g, 55%F/Z : 65/35 par
intégration en RMNH). L'isoméreE a pu étre isolé.

o]
0 O)K/Br Formule brute : C;gH13BrOg
Masse molaire (g/mol) :309,11
/\O)L‘/\WOV Rf: 0,55 et 0,64 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
@)

RMN *H (300 MHz, CDCl) : 6: 1,27 (t, J = 7,2 Hz, 3H) ; 1,30 (t, J = 7,2 BH) : 4,06 (s,
2H) ;4,19 (9, J=7,2Hz, 2H) ; 4,27 (9, J =RA2 2H) ; 6,69 (s, 1H).

RMN '°C (75 MHz, CDCl): 6: 14,1 ; 14,2 ; 24,9 ; 61,6 ; 63,0 ; 118,0 ; 146162,7 ;
164,2 ; 167,0.
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||156 Méthoxyfumarate de diméthyle®

La triéthylamine (5,36 mL, 38,5 mmol, 0,55 éq.)t emoutée a une solution
d’acétylenedicarboxylate de diméthyllg5 (8,58 mL, 70 mmol, 1 éq.) dans 50 mL de MeOH.
Le mélange est laissé sous agitation pendant ld, ragincentré puis purifié par
chromatographie sur gel de silice (éluant Cy/AcO®1/10), pour fournir une huile jaune qui
correspond a un mélange des deux isomgres E du fumaratel55 (10,2 g, quantitatif,
E/Z : 70/30 par intégration en RMNH).

@)
MeO Formule brute : C;H,Os
| OMe Masse molaire (g/mol) :174,15
OMe Rf: 0,29 et 0,34 (Cy/AcOEt : 80/20, UV + vanilline)
@)

Isomere E :
RMN H (300 MHz, CDCl) : 6 : 3,70 (s, 3H) ; 3,74 (s, 3H) ; 3,89 (s, 3H) ;®B(g, 1H).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) : 6 : 51,1 ;52,3 ; 60,5 ; 107,3 ; 154,4 ; 162,7 ;,264

Isomeére Z :
RMN H (300 MHz, CDCl3) : 8 : 3,75 (s, 3H) ; 3,84 (s, 3H) ; 3,94 (s, 3H) ;&(&, 1H).

RMN *3C (75 MHz, CDCl) : 8 : 51,1 ;52,4 ;56,6 ; 92,7 ; 162,1 ; 163,5 ; 865,

|157 Acide méthoxymaléique™

L'ester 156 (10,2 g, 70 mmol) est dissout dans 180 mL de Me@©He solution
aqueuse de KOH 4 M est ajoutée et le mélange isstlaous agitation pendant 10h. Apres
acidification par une solution d’acide chlorhydrgliO M jusqu’a pH 2, la phase aqueuse est
extraite 5 fois a I'éther. Les phases organiquag séchées sur sulfate de magnésium et
concentrées pour donner I'aciti®7 (7,06 g, 69%), sous forme d’'un solide blanc.

O
MeO OH Formule brute : CsHgOs
| Masse molaire (g/mol) :146,10
OH Rf: 0 (Cy/AcOEL : 50/50, UV + vanilline)
(@]

Isomére E :
RMN H (300 MHz, Acétone-@) : & : 3,81 (s, 3H) ; 5,33 (s, 1H).

RMN *3C (75 MHz, Acétone-@) : & : 60,3 ; 108,7 ; 154,9 ; 164,2 ; 165,7.
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Isomeére Z :
RMN *H (300 MHz, Acétone-@) : & : 3,92 (s, 3H) ; 6,18 (s, 1H).

RMN 3C (75 MHz, Acétone-d) : § : 57,4 ; 93,8 ; 164,0 ; 164,2 ; 168,0.

|93 Anhydride méthoxymaléique*

Sur l'acidel57 (6,4 g, 43,8 mmol) sont ajoutés 100 mL de chlomdeethionyle. Le
milieu est chauffé a reflux durant 24h. Aprés étiation de I'excés de chlorure de thionyle a
I'évaporateur rotatif, une distillation permet dtebir I'anhydride93 (4,7 g, 84%) sous forme
d’un solide blanc.

o) Formule brute : CsH40,
j;/&o Masse molaire (g/mol) :128,08
= . o
MeO Eb : 155°C

RMN *H (300 MHz, CDCL) : § : 4,04 (s, 3H) ; 5,76 (s, 1H).
RMN C (75 MHz, CDCly) : §: 60,5 ; 98,7 ; 153,1 ; 161,6 ; 162,9.

GC-MS : tr = 4,56 min MS 129 [M+H]

||158 2-(2-hydroxy-3-méthoxy-5-oxo0-2,5-dihydrofuran-2/l)propanoate de méthyle

Une solution de DIPA (2,14 mL, 15,30 mmol, 1,1)édans 60 mL de THF est
refroidie a —78°C, puis le-BuLi (1,5M dans I'hexane, 10,2 mL, 15,30 mmol, &d.) est
ajouté. La solution est agitée 20 min a -20°C addgtre refroidie a -78°C. Le propionate de
méthyle 151 (1,34 mL, 13,91 mmol, 1 €g.) dans 10 mL de THFagsuté goutte a goutte.
Apres 45 min d'agitation a -78°C, le chlorure denczi(l M dans I'éther, 13,91 mL,
13,91 mmol, 1 éq.) et 20 mL de THF sont ajoutéss pranhydride méthoxymaléiqué3
(2,13 g, 16,69 mmol, 1,2 €g.) dans 5 mL de THF.é4pB0 min d’agitation, le milieu est
laissé revenir a température ambiante et laisse agitation 2h. Aprés ajout de 50 mL d’eau,
la phase aqueuse est extraite une premiere fOIBC®EtL. La phase aqueuse est ensuite
neutralisée par ajout d’'une solution aqueuse sateméchlorure d’'ammonium, puis extraite a
nouveau deux fois a 'AcOEt. Cette phase organegteséchée sur sulfate de magnésium et
concentrée, pour donner une huile jaune (m = 1,51 %) correspondant a I'alcobb8 sous
forme d’'un mélange de forme diastéréomeéres (70&B0npégration en RMNH).

Me
MeO OHO Formule brute : CgH1,0¢
(0] Masse molaire (g/mol) 216,19
0 = R¢ : 0,28 (Cy/AcOEt: 30/70, UV+vanilline)
MeO
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Isomere majoritaire :
RMN *H (200 MHz, CDCL): §: 1,12 (d, J = 7,1 Hz, 3H) ; 3,04 (q, J = 7,1 ) ; 3,79 (s,
3H) ; 3,91 (s, 3H) ; 5,11 (s, 1H).

RMN *°C (50 MHz, CDCl): 6: 11,2 ; 43,3 ; 53,2 ; 60,2 ; 90,7 ; 103,3 ; 170173,9 ;
177,3.

Isomére minoritaire:
RMN H (200 MHz, CDClg): 6: 1,36 (d,J=7,1Hz, 3H) ;2,93 (q, J =7,1 ©H) ; 3,74 (s,
3H) ; 3,89 (s, 3H) ; 5,07 (s, 1H).

RMN *C (50 MHz, CDCk) : §: 12,3 ; 45,4 ; 52,9 ; 60,2 ; 90,3 ; 102,6 ; 169574,5 ;
178,8.

Mode opératoire de déshydratation
||160 2-(3-méthoxy-5-oxofuran-2H)-ylidene)propanoate de méthyle

Une solution d'alcooll58 (0,643 g, 2,97 mmol, 1 éqg.) dans 30 mL de DCM est
refroidie a 0°C. La triethylamine (2,49 mL, 17,85ml, 6 €q.) et une quantité catalytique de
DMAP (36 mg, 0,30 mmol, 0,1 ég.) sont ajoutéesnhiaride trifluoroacétique (1,24 mL,
8,92 mmol, 3éq.) dans 5mL de DCM est alors amulit® goutte a goutte. Apres 2h
d’'agitation a 0°C, le milieu est hydrolysé par djdiune solution d’acide chlorhydrique 1M.
La phase aqueuse est extraite 2 fois a 'AcOEt. plemses organiques réunies sont séchées
sur sulfate de magnésium et concentrées. Le br@nssite purifié par chromatographie sur
gel de silice (éluant : Cy/AcOEt: 90/10 a 70/3@up fournir I'alcénel60 (0,525 g, 90%,
E/Z : 90/10 par intégration en RMNH) sous forme d’un solide beige. L'isomé&e pu étre
isolé.

Me
Formule brute : CgH;cO
MeO o 10Us
N (0] Masse molaire (g/mol) :198,17
o) = Rf : 0,6 (Cy/AcOEt: 30/70, UV+vanilline)
MeO

RMN *H (300 MHz, CDCl) : & : 2,08 (s, 3H) ; 3,77 (s, 3H) ; 3,88 (s, 3H) :&(&, 1H).

RMN **C (75 MHz, CDCl) : 6: 15,2 ; 52,7 ;60,0; 91,2 ; 114,0 ; 143,97,46, 168,0 ;
169,2.

MS (ES, pos) :199,1 [M+H]

||92 2-(4-iodo-3-méthoxy-5-oxofuran-Z{H)-ylidéne)propanoate de méthyle

A une solution d’alcen&60 (0,116 g, 0,59 mmol, 1 éqg.) dans 12 mL de MeCN sont
ajoutés successivement l'iode (0,459, 1,76 mmadg.3 et le CAN (0,97 g, 1,76 mmol,
3 €g.). La solution est chauffée a 40°C durantAgires ajout d’une solution aqueuse saturée
en thiosulfate de sodium, la phase aqueuse estitextrois fois a I'AcOEt. Les phases
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organiques réunies sont lavées par une solutioausgusaturée en thiosulfate de sodium, de
la saumure, séchées sur sulfate de magnésium etrdoées. Le brut obtenu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (éluant : Cy/AtO80/10 a 80/20) et le produit io@2
(0,197 g, 94%) est obtenu sous forme d’'un solidedl

Me
MeO SR Formule brute : CgHqOsl
o Masse molaire (g/mol) :324,07
cl)\/l o = Rf: 0,61 (Cy/AcOEt: 50/50, UV+vanilline)
e

|
RMN H (300 MHz, CDCly) : & : 2,05 (s, 3H) ; 3,77 (s, 3H) ; 4,34 (s, 3H).

RMN C (75 MHz, CDCL) : §: 15,1 ; 52,2 ; 52,9 ; 60,6 ; 114,2 ; 144,0 ; 965167,1 :
168,0.

GC-MS : tr = 8,8 min MS 325 [M+H]

Procédure générale A: couplage de Suzuki-Miyaura

L'acétonitrile, I'eau et la DIPA utilisés sont dé&ggs sous courant d’argon durant 5h
avant utilisation.

Le composé iod&2 (0,042 g, 0,15 mmol, 1 éq.), I'acide boroniquel8mmol,
1,2 éq.), le catalysewat™ (0,007 g, 0,7 mol%) et la DIPA (0,050 mL, 0,37 mp!5 éq.)
sont dissous dans 3 mL d’ACN et 1 mL d’eau. Le enilest dégazé pendant 1h sous argon,
puis chauffé pendant 6h30 a 85°C. Le milieu estigmdiltré sur célite et rincé a I'’AcOEt.
Apres addition d’eau, la phase aqueuse est exadifecOELt. Les phases organiques réunies
sont séchées sur sulfate de magnésium et concentcéebrut obtenu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (Cy/AcOEt : 80/20

||161a 2-(3-méthoxy-5-ox0-4-phényl-ZH)-ylidene)propanoate de méthyle

La procédure générale A, a partir@et d'acide phénylboronique, permet d’obtenir,
aprés chromatographie sur gel de silice, le compgéda (0,028 g, 78%) sous forme d’'un
solide blanc.

Me
MeO S O
o Formule brute : C;sH140s
(0] — Masse molaire (g/mol) 275,27
MeO Rf : 0,76 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)

RMN H (300 MHz, CDCly) : & : 2,16 (s, 3H) : 3,72 (s, 3H) ; 3,82 (s, 3H) ;62846 (m,
5H).

RMN '°C (75 MHz, CDCl): 6: 14,9 ; 52,4; 61,1 ; 108,3; 113,5; 128,3;,528128,8 ;
130,0;142,8;161,5; 167,6 ; 168,2.
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méthyle

HlGlb 2-(3-méthoxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-ZH)-ylidene)propanoate de

La procédure générale A, a partir@et d’acide 4-méthoxyphénylboronique, permet
d’obtenir, aprés chromatographie sur gel de silieecomposél61b (0,030 g, 65%) sous
forme d’un solide blanc.

Me
MeO S O o
lo) — Formule brute : C;gH160s
MeO Masse molaire (g/mol) :304,29
Rf : 0,81 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)
OMe

RMN 'H (300 MHz, CDCl) : §: 2,14 (s, 3H) ; 3,71 (s, 3H) ; 3,81 (s, 3H) : B8, 3H) ;
6,93 (d, J = 9,1 Hz, 2H) ; 7,41 (d, J = 9,1 Hz, 2H)

RMN *3C (75 MHz, CDCl): &: 15,0; 52,6 ; 55,4; 60,9 ; 108,8 ; 113,2 ; 014120,6 ;
131,2;143,1;160,1 ; 161,1 ; 168,0 ; 168,5.

GC-MS : tr = 11,0 min MS 305 [M+H]
IR : 2951, 2839, 2324, 177, 1728, 1605, 1250, 1101 ca57

HRMS (ES) : Calculée pour GH170s: 305,1020 [M+H]
Trouvée :  305,1009

HlGlc 2-(4-(3,4-diméthoxyphényl)-3-méthoxy-5-oxofuran-ZH)-ylidene)propanoate de
méthyle

La procédure générale A, a partir g2 et d’acide 3,4-diméthoxyphénylboronique,
permet d’obtenir, aprés chromatographie sur gesililee, le composd61c (0,047 g, 92%)
sous forme d’un solide jaune.

Me
MeO S 0] o
o) — Formule brute : C;7H150;
MeO Masse molaire (g/mol) :334,32
Rf : 0,28 (Cy/AcOEt : 60/40, UV + vanilline)
OMe
OMe

RMN *H (300 MHz, CDCl) : 5 2,15 (s, 3H) ; 3,73 (s, 3H) ; 3,82 (s, 3H) : B8, 3H) ;
3,89 (s, 3H) ; 6,89 (d, J = 8,2 Hz, 1H) ; 7,02-7(08 2H).

GC-MS : tr = 11,5 min MS 335 [M+H]
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HlGld 2-(4-(44sopropylphényl)-3-méthoxy-5-oxofuran-2(5H)-ylidene)popanoate de
méthyle

La procédure générale A, a partir@et d’acide disopropylphénylboronique, permet
d’obtenir, aprés chromatographie sur gel de silieecomposél61d (0,027 g, 58%) sous
forme d’un solide beige.

Me
MeO O
o o)
(0] — Formule brute : C;gH,¢O5
MeO Masse molaire (g/mol) :316,13

Rf : 0,87 (Cy/AcOEt : 60/40, UV + vanilline)

RMN 'H (200 MHz, CDCk): &: 1,25 (d, J=6,8 Hz, 6H); 2,15 (s, 3H); 2,%bt(
J=6,8Hz, 1H); 3,73 (s, 3H); 3,82 (s, 3H) ;&/(@, J =8,3 Hz, 2H) ; 7,38 (d, J = 8,3 Hz,
2H).

RMN °cC (75 MHz, CDCl;): 6: 15,1; 24,1; 34,1; 52,7 ; 61,1 ; 108,7 ; 11,3126,3;
127,5:;130,0; 143,0; 149,8 ; 163,8 ; 168,0 ;,468

GC-MS : tr = 11,0 min MS 317 [M+H]

||161e 2-(4-(4-fluorophényl)-3-méthoxy-5-oxofuran-2(5H)-yidene)propanoate de méthyle

La procédure générale A, a partir @2 et d’acide 4-fluorophénylboronique, permet
d’obtenir, aprés chromatographie sur gel de silieecomposél6le (0,029 g, 67%) sous
forme d’un solide beige.

Me
MeO O o
o) — Formule brute : C;sH13FOs
MeO Masse molaire (g/mol) 292,26
Rf: 0,74 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)
F

RMN *H (300 MHz, CDCl) : §: 2,16 (s, 3H) ; 3,72 (s, 3H) ; 3,82 (s, 3H) ;%015 (m,
2H) : 7,45-7,50 (m, 2H).

RMN *C (75 MHz, CDCk) : §: 15,1; 52,6 ; 61,2 ; 108,1; 114,0; 115,6 ; 9151246 ;
124,7 ;131,9 ; 132,0 ; 142,9; 161,4 ; 161,8 ;,16467,6 ; 168,3.

GC-MS : tr = 9,8 min MS 293 [M+H]
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HlGlf 2-(4-(4-bromophényl)-3-méthoxy-5-oxofuran-2(5H)-yliéne)propanoate de
méthyle

La procédure générale A, a partir @2 et d’acide 4-bromophénylboronique, permet
d’obtenir, aprés chromatographie sur gel de silieecomposél61f (0,033 g, 63%) sous
forme d’un solide beige.

Me
MeO -0 o
o) — Formule brute : C;sH13BrOs
MeO Masse molaire (g/mol) :353,16
Rf : 0,73 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)
Br

RMN 'H (200 MHz, CDCl): &: 2,15 (s, 3H); 3,72 (s, 3H); 3,82 (s, 3H): 4@,
J=8,5Hz, 2H) : 7,56 (d, J = 8,5 Hz, 2H).

RMN *C (75 MHz, CDCk) : §: 15,2 ; 52,7 ; 61,3 ; 107,6 ; 114,3; 123,4 ; ,627131,6 ;
131,7 ; 142,7 ; 162,0 ; 167,4 ; 168,3.

GC-MS : tr=11,1 min MS 353 ; 355 [M+H]

||161g 2-(3-méthoxy-5-oxo0-4-)-styrylfuran-2( 5H)-ylidene)propanoate de méthyle

La procédure générale A, a partir 88 et d’acide trans-2-phénylvinylboronique,
permet d’obtenir, apres chromatographie sur gesilige, le composé 61g (0,027 g, 61%)
sous forme d’un solide beige.

Me
MeO O
~ 0
(0] — Formule brute : C;;H1605
MeO Masse molaire (g/mol) :300,31
7 Rf : 0,52 (Cy/AcOEt : 60/40, UV + vanilline)

RMN 'H (300 MHz, CDCL): §: 2,12 (s, 3H); 3,82 (s, 3H); 4,15 (s, 3H) ; 5.@,
J=16,1Hz, 1H) ; 7,27-7,43 (m, 5H) ; 7,63 (d, 61 Hz, 1H).

RMN C (75 MHz, CDCk) : §: 15,4 ; 52,8 ; 61,7 ; 107,3; 113,7 ; 114,3;,027129,1 ;
135,5;135,9 ; 137,1 ; 143,1 ; 160,1 ; 166,9 ;,367168,6.

GC-MS : tr= 11,3 min MS 301 [M+H]
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||161h 2-(3-méthoxy-5-0x0-4-(4-vinyphényl)furan-2§H)-ylidene)propanoate de méthyle

La procédure générale A, a partir 92 et d’acide 4-vinylphénylboronique, permet
d’obtenir, aprés chromatographie sur gel de silieecomposél61lh (0,041 g, 89%) sous
forme d’un solide beige.

Me
MeO O
~ 0
(0] — Formule brute : C;7H1605
MeO Masse molaire (g/mol) :300,31
Rf : 0,73 (Cy/AcOEt : 60/40, UV + vanilline)
Vi

RMN 'H (300 MHz, CDCk): &: 2,15 (s, 3H); 3,73 (s, 3H); 3,82 (s, 3H); 15,8,
J=10,9 Hz, 1H); 5,80 (d, J = 17,5 Hz, 1H) ; 6(@d, J = 17,5 Hz, J = 10,9 Hz, 1H); 7,43-
7,45 (m, 4H).

RMN *C (75 MHz, CDCk) : §: 15,3 ; 52,8 ; 61,4 ; 108,7 ; 113,9; 1154 ; ,526128,1 ;
130,4 ; 136,4 ; 138,4 : 143,2 : 161,9 ; 167,9 ;,668

GC-MS : tr= 11,1 min MS 301 [M+H]

Procédure générale B : déprotection de I'énol par Br;

Le produit protégé (1 éq.) est solubilisé dans @MX(15 mL/mmol de substrat). Le
milieu est refroidi a 0°C et une solution de BEBLM dans DCM, 1 éqg.) est ajoutée. La
solution est agitée pendant 2h a 0°C (lorsquetae@sion du produit protégé n’est pas totale,
la quantité nécessaire de BRist ajoutée avec précaution). La réaction estitenstoppée par
ajout d’'une solution d’acide chlorhydrique 1M. Lhggse aqueuse est extraite a 'EtOAc. Les
phases organiques combinées sont séchées sue sidfamagnésium et concentrées. Le brut
est purifié par chromatographie sur gel de siliérignt : DCM) pour fournir le produit
déprotégé.

||162a 2-(3-hydroxy-5-oxo0-4-phénylfuran-26H)-ylidene)propanoate de méthyle

A partir del1l61a la procédure générale B permet d'obtenir le cagdé2a (85%)
sous forme d’un solide jaune.

Me
MeO O
0 Formule brute : Cy4H1,0s5
(0] — Masse molaire (g/mol) :260,24
HO Rf: 0,88 (DCM, UV + vanilline)
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RMN *H (300 MHz, CDCl) : & : 2,17 (s, 3H) ; 3,95 (s, 3H) ; 7,29-7,45 (m, 38,12 (d,
J=6,0 Hz, 2H) ; 13,69 (s, 1H).

RMN *°C (75 MHz, CDCL): §: 14,0 ; 54,3 ; 104,5; 111,9 ; 127,8 ; 128,28,52 129,3 ;
154,3 ;160,2 ; 166,3 ; 172,1.

HRMS (ES, pos) : Calculée pour @H1:0s:  261,0757 [M+H]
Trouvée: 261,0754

méthyle

H162b 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2§H)-ylidéne)propanoate de

A partir de161h la procédure générale B permet d’obtenir le caad®2b (65%)
sous forme d’un solide jaune.

Me
MeO
N—O
o SS o Formule brute : C;sH1406
HO Masse molaire (g/mol) 290,27

Rf : 0,72 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)

OMe

RMN *H (300 MHz, CDCl): &: 2,16 (s, 3H); 3,84 (s, 3H); 3,95 (s, 3H): 5.,
J=8,8Hz, 2H) : 8,09 (d, J = 8,8 Hz, 2H) ; 13(461H).

RMN *C (75 MHz, CDCk) : §: 14,1 ; 54,4 ; 55,6 ; 104,6 ; 111,3; 114,2 ; ,822129,4 ;
154,5; 159,3 ; 159,6 ; 166,9 ; 172,4.

IR : 2957, 2528, 2358, 2340, 1769, 1624, 1604, 13088,12078, 838 cih
MS (ES, nég) :289,2 [M-H]

Analyse élémentaire : Théorique: C:62,07 H: 4,86
Calculée: C:61,91 H:4,89
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H162d 2-(3-hydroxy-4-(44sopropylphényl)-5-oxofuran-2(5H)-ylidene)propanoate de
méthyle

A partir del61d la procédure générale B permet d’obtenir le cagd®2d (69%)
sous forme d’un solide jaune.

Me
MeO O
~ o
(0] — Formule brute : C;;H1g05
HO Masse molaire (g/mol) :302,32

Rf : 0,86 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)

RMN 'H (300 MHz, CDCl): &: 1,26 (d, J=7,0Hz, 6H); 2,18 (s, 3H); 2,%5pt(
J=7,0Hz, 1H); 3,96 (s, 3H); 7,29 (d, J =84 BH) ; 8,03 (d, J =8,5 Hz, 2H); 13,57 (s,
1H).

RMN *3C (75 MHz, CDCl): &: 13,9; 24,0; 34,2; 54,3 ; 104,9 ; 111,6 ; 626126,7 ;
127,9;149,2 ; 154,5 : 159,6 ; 166,4 ; 172,2.

HRMS (ES, pos) : Calculée pour @H1s0s:  303,1227 [M+H]
Trouvée :  303,1220

H162e 2-(4-(4-fluorophényl)- 3-hydroxy-5-oxofuran-26H)-ylidene)propanoate de
méthyle

A partir del61e la procédure générale B permet d’obtenir le cagd®2e (71%)
sous forme d’un solide jaune.

Formule brute : C;4H11FOs
Masse molaire (g/mol) 278,23
Rf : 0,60 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)

RMN *H (300 MHz, CDCl) : §: 2,18 (s, 3H) ; 3,98 (s, 3H) ; 7,08-7,14 (m, 218)11-8,16
(m, 2H) : 13,71 (s, 1H).

RMN *3C (75 MHz, CDCly) : §: 14,0 ; 54,4 ; 103,8; 112,1 ; 115,4 ; 115,75,42 129,8 ;
154,3;159,6 ; 160,7 ; 164,0 ; 166,3 ; 172,2.

HRMS (ES, pos) : Calculée pour @H1.,FOs: 279,0663 [M+H]
Trouvée :  279,0657
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H162f 2-(4-(4-bromophényl)- 3-hydroxy-5-oxofuran-26H)-ylidene)propanoate de
méthyle

A partir de161f, la procédure générale B permet d’obtenir le caad®2f (58%)
sous forme d’un solide jaune.

Formule brute : C;4H,BrOs
Masse molaire (g/mol) :339,14
Rf : 0,53 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)

Br

RMN H (300 MHz, CDCL) : & : 2,18 (s, 3H) ; 3,98 (s, 3H) ; 7,54 (d, J = 88 BH) ; 8,03
(d, J = 8,8 Hz, 2H) : 13,81 (s, 1H).

RMN **C (75 MHz, CDCly) : §: 14,0 ; 54,4 ; 103,6 ; 112,4; 122,3; 128,99,32 131,7 ;
154,2;160,5; 166,0 ; 172,2.

HRMS (ES, pos) : Calculée pour GH1-BrOs: 338,9854 ; 340,9844 [M+H]
Trouvée : 338,9863 ; 340,9842

||1629 2-(3-hydroxy-5-ox0-4-E)-styrylfuran-2-( 5H)-ylidene)propanoate de méthyle

A partir de161g la procédure générale B permet d’obtenir le card®2g (61%)
sous forme d’un solide jaune.

Formule brute : C;gH1405
Masse molaire (g/mol) 286,28
Rf : 0,57 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)

RMN H (200 MHz, CDCl) : &: 2,15 (s, 3H); 3,96 (s, 3H); 6,88 (d, J = 184 1H) ;
7,26-7,35 (m, 3H) ; 7,50-7,53 (m, 3H) ; 7,58 (& 16,1 Hz, 1H) ; 13,34 (s, 1H).

RMN *°C (50 MHz, CDCL): §: 13,9 ; 54,2 ; 105,3; 111,7 ; 114,7 ; 126,88,82 128,8 ;
133,7 ; 137,4 ; 154,2 : 159,0 ; 166,2 ; 172,0.

HRMS (ES, pos) : Calculée pour GH1s0s:  287,0914 [M+H]
Trouvée :  287,0907
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||162h 2-(3-hydroxy-5-ox0-4-(4-vinylphényl)furan-2-6H)-ylidene)propanoate de méthyle

A partir de161h la procédure générale B permet d’obtenir le cagd®2h (50%)
sous forme d’un solide jaune.

Formule brute : C;gH1405
Masse molaire (g/mol) :286,28
Rf : 0,67 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)

RMN H (300 MHz, CDCL) : § : 2,18 (s, 3H) ; 3,97 (s, 3H) ; 5,28 (d, J = 164 1H) ; 5,80
(d, J=17,8 Hz, 1H) ; 6,73 (dd, J = 17,8 Hz, D:9MHz, 1H) ; 7,46 (d, J = 8,4 Hz, 2H) ; 8,11
(d, J = 8,4 Hz, 2H) : 13,70 (s, 1H).
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||164 2-méthoxy-3-méthylfumarate de diméthyle

Une solution de DIPA (2,91 mL, 20,76 mmol, 1,5édans 30 mL de THF est
refroidie a —78°C, puis le-BuLi (1,5 M dans 'hexane, 13,84 mL, 20,76 mmab &q.) est
ajouté. La solution est agitée 20 min a -20°C ad&gtre refroidie a -78°C. Le propionate de
méthyle151 (2 mL, 20,76 mmol, 1,5 éqg.) dans 5 mL de THF estit& au goutte a goutte. La
solution est agitée 45 min a -78°C puis une satutioxalate de diméthylé8 (1,63 g,
13,84 mmol, 1 €q.) est ajoutée. La solution estéagih a -78°C puis est laissée revenir a
température ambiante. Le milieu est acidifié pautd’'une solution d’acide chlorhydrique
1 M et la phase aqueuse est extraite trois folAGOIEt. Les phases organiques combinées
sont séchées sur sulfate de magnésium et concentrée

Le residul63est ensuite dissout dans 70 mL de THF. La solwegirrefroidie a 0°C,
puis le méthanol (0,67 mL, 16,61 mmol, 1,2 éq.}rilghénylphosphine (4,35 g, 16,61 mmol,
1,2 éq.) et l'azodicarboxylate deistipropyle (3,29 mL, 16,61 mmol, 1,2 éq.) sont ajoutés
successivement. Le milieu est agité 10h a temp@&ambiante, concentré et purifié sur
chromatographie sur gel de silice (éluant : Cy/AtO#/10 a 80/20). Le produiit4 (2,01 g,
77%) est obtenu sous forme d’un liquide incolore.

Q  Me Formule brute : CgH1,0s
Meo)%(owle Masse molaire (g/mol) :188,18
OMe O Rf : 0,57 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)

RMN 'H (300 MHz, CDCly) : 8 : 1,82 (s, 3H) ; 3,71 (s, 3H) ; 3,72 (s, 3H) :8(8, 3H).

RMN 3C (75 MHz, CDCls) : 6 : 10,5 ;51,7 ; 53,4 ; 57,4 ; 109,9 ; 155,0 ; 264167,9.

||154 Anhydride 2-méthoxy-3-méthylmaléique

Le diester164 (2,01g, 10,68 mmol, 1 éq.) est dissout dans 25 mlM&OH, puis
25 mL d'une solution aqueuse 4 M d’hydroxyde deapsium sont ajoutés. La solution
orange obtenue est agitée 2h a température ampunte acidifiee jusqu’'a pH 1 avec de
I'acide chlorhydrique concentré. La phase aquesseexraite 5 fois a I'éther. Les phases
organiques combinées sont séchées sur sulfate gleésiam et concentrées.

Le résidul65est repris par 25 mL de chlorure de thionyle etdation est chauffée a
reflux pendant 10h. Apres retour a température amej le chlorure de thionyle est évaporé
et le résidu est purifié par chromatographie slirdgesilice (éluant : Cy/AcOEt : 70/30). Le
produit154 (0,859 g, 57%) est obtenu sous forme d’un solelgeo

Les données spectrales sont en accord avec delledittératuré®

Ox-0
Formule brute : CgHgO4
=~ 0o Masse molaire (g/mol) 142,11
MeO Rf : 0,38 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
Me

RMN *H (200 MHz, CDCL) : 6 : 2,02 (s, 3H) ; 4,25 (s, 3H).

RMN 3C (50 MHz, CDCl) : 6 : 7,7 ; 59,9 ; 113,3 ; 153,6 ; 161,0 ; 165,5.
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Mode opératoire d’addition d’un acétate d’aryle sur154

166a 2-(2-hydroxy-3-méthoxy-4-méthyl-5-oxo-2,5-dihydrofuan-2-yl)-2-phénylacétate
de méthyle

Une solution de DIPA (0,031 mL, 0,43 mmol, 1,1)@pns 5 mL d’éther est refroidie
a —78°C, puis le-BuLi (1,5 M dans I'hexane, 10,2 mL, 15,30 mmol]l &g.) est ajouté. La
solution est agitée 20 min a -20°C avant d’étreoidie a -78°C. Le phénylacétate de méthyle
47a(0,056 mL, 0,39 mmol, 1 ég.) dans 1 mL d’étheragstitée et le milieu est agité 45 min a
-78°C. Le chlorure de zinc (1 M dans I'éther, 0n30, 0,39 mmol, 1 €q.), 20 mL d’éther et
'anhydride 2-méthoxy-3-méthylmaléiqué54 (0,056 g, 0,39 mmol, 1 éq.) sont ajoutés
successivement. La solution est agitée 6h a -600@,5 mL d’'une solution aqueuse saturée
en NH,CI sont ajoutés. Apres retour a température ambidatphase aqueuse est extraite
trois fois a I'éther. Les phases organiques congsirsdnt séchées sur sulfate de magnésium et
concentrées. Une purification par chromatographie gel de silice (éluant: Cy/AcOEt :
90/10 a 60/40) permet d’isoler le compd$®Ha (0,066 g, 58%), sous forme d’'un mélange de
formes diastéréomeéres (75/25 par intégration en RM)N

Formule brute : CisH1¢06

MeO OHo Masse molaire (g/mol) 292,28
O] Rf : 0,40 (Cy/AcOEt : 30/70, UV + vanilline)
O S—
MeO Me

Isomére majoritaire
RMN H (200 MHz, CDCl) : 6 : 1,65 (s, 3H) ; 3,79 (s, 3H) ; 3,99 (s, 3H) ;44(8, 1H), 6,45
(sl, 1H) : 7,24-7,39 (m, 5H).

Isomére minoritaire :
RMN H (200 MHz, CDCl3) : 6 : 1,99 (s, 3H) ; 3,72 (s, 3H) ; 3,88 (s, 3H) ;2(8, 1H), 5,55
(s, 1H) ; 7,24-7,39 (m, 5H).

166b 2-(2-hydroxy-3-méthoxy-4-méthyl-5-0x0-2,5-dihydrofuan-2-yl)-2-(4-méthoxy
phényl)acétate de méthyle

Suivant le mode opératoire décrit pour le compat®@&s le 4-méthoxyphénylacétate
de méthyle47b (0,15 mL, 0,93 mmol, 1 éq.) réagit avec I'anhydrig-méthoxy-3-méthyl
maléiquel54 (0,132 g, 0,93 mmol, 1 éq.) pour donner le comddz&b (0,185 g, 61%) sous
forme d’'un mélange de formes diastéréoméres (72 tégration en RMNH).
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OMe
Formule brute : C;gH1507
OH Masse molaire (g/mol) :322,31
MeO O o Rf: 0,31 (Cy/AcOEt : 40/60, UV + vanilline)
O —
MeO Me

Isomere majoritaire :
RMN *H (300 MHz, CDCly) : &: 1,68 (s, 3H); 3,77 (s, 3H); 3,79 (s, 3H) ; 48, 3H) ;
4,21 (s, 1H) ; 6,37 (sl, 1H) ; 6,84 (d, J=8,7 BH) ; 7,18 (d, J = 8,7 Hz, 2H).

Isomere minoritaire :
RMN H (300 MHz, CDClg): 6: 1,98 (s, 3H); 3,69 (s, 3H); 3,82 (s, 3H) ;B(®, 3H);
4,04 (s, 1H) ; 5,46 (sl, 1H) ; 6,90 (d, J = 8,7, BH) ; 7,39 (d, J = 8,7 Hz, 2H).

166¢ 2-(4-bromophényl)-2-(2-hydroxy-3-méthoxy-4-méthyl-soxo-2,5-dihydrofuran-2-
yl)acétate de méthyle

Suivant le mode opératoire décrit pour le com@an le 4-bromophénylacétate de
méthyle47c¢(0,180 g, 0,77 mmol, 1 éq.) réagit avec I'anhyd@dméthoxy-3-méthylmaléique
154(0,110 g, 0,77 mmol, 1 éq.) pour donner le comfdd&e (0,212 g, 74%) sous forme d’'un
mélange de formes diastéréoméres (70/30 par iniggen RMN'H).

Br
Formule brute : C;sH15BrOg
OH Masse molaire (g/mol) :371,18
MeO O o Rf: 0,38 (Cy/AcOEt : 40/60, UV + vanilline)
O e
MeO

Me

Isomére majoritaire
RMN H (300 MHz, CDClg): 6: 1,68 (s, 3H); 3,77 (s, 3H) ; 3,98 (s, 3H) ; 4%, 1H) ;
6,39 (sl, 1H) ; 7,10 (d, J = 8,2 Hz, 2H) ; 7,45J¢ 8,2 Hz, 2H).

RMN C (50 MHz, CDCl): &: 8,1; 53,6; 55,0; 59,3; 100,2; 123,2; 130181,5;
131,8:132,0:167,8:171,9 : 172,4.

Isomere minoritaire :

RMN 'H (300 MHz, CDCl) : §: 1,97 (s, 3H) ; 3,70 (s, 3H) ; 3,90 (s, 3H) : B8, 1H):
5,43 (sl, 1H) ; 7,31-7,46 (m, 4H).
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Mode opératoire de déshydratation par mésylation élimination

||167a 2-(3-méthoxy-4-méthyl-5-oxofuran-2%H)-ylidene)-2-phénylacétate de méthyle

L’alcool 166a (0,026 g, 0,088 mmol, 1 éq.) est dissout dans 15d& DCM. La
triéthylamine (0,013 mL, 0,097 mmol, 1,1 éq.), IMBP (0,002 g, 0,01 mmol, 0,1 éq.) et le
chlorure de méthanesulfonyle (0,007 mL, 0,097 mrhdl,€qg.) sont ajoutés successivement et
le milieu est chauffé a reflux pendant 2h. Le niliest hydrolysé par ajout d’'une solution
d’acide chlorhydrique 0,2 M. La phase organique lagée a I'eau, séchée sur sulfate de
magnésium et concentrée.

Le résidu est dissout dans 15 mL de THF, puisomdfra 0°C. Le 1,5-diaza
bicyclo[4,3.0]non-5-éne (DBN, 0,020 mL, 0,132 mmdl,5 éq.) est ajouté. Aprés 3h
d’agitation a température ambiante, 15 mL d’éthmrt sqjoutés. Le milieu est lavé par une
solution d’acide chlorhydrique 0,2 M, puis par ¢eall. La phase organique est séchée sur
sulfate de magnésium et concentrée. Une purificgb@r chromatographie sur gel de silice
(éluant : Cy/AcOEt: 90/10 a 80/20) permet d'obteld composél67a (0,013 g, 64%,
E/Z : 70/30 par intégration en RMNH).

Formule brute : C;sH1405
MeO e} Masse molaire (g/mol) :229,07
N o) Rf : 0,46 et 0,57 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)
O —
MeO Me

Isomeére E :
RMN H (300 MHz, CDCl) : 6: 2,07 (s, 3H); 3,72 (s, 3H) ; 3,81 (s, 3H) ;0333 (m,
5H).

Isomeére Z :
RMN H (300 MHz, CDCl): 6: 2,12 (s, 3H) ; 3,86 (s, 3H) ; 4,15 (s, 3H) ;8461 (m,
5H).

H167b 2-(3-méthoxy-4-méthyl-5-oxofuran-26H)-ylidene)-2-(4-méthoxyphényl)acétate de
méthyle

Suivant le mode opératoire décrit pour le prod@ifa la déshydratation de I'alcool
166b (0,185¢g, 0,57 mmol) fournit le composks7b (0,140 g, 81%,E/Z: 70/30 par
intégration en RMNH).
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OMe
Formule brute : C;¢HgOs
Masse molaire (g/mol) :304,29
MeO O o Rf: 0,52 et 0,60 (Cy/AcOEt : 40/60, UV + vanilline)
O e
MeO Me

Isomere E :
RMN H (300 MHz, CDClg): 6: 2,05 (s, 3H); 3,71 (s, 3H) ; 3,78 (s, 3H) ;13(8, 3H);
6,85 (d, J =8,7 Hz, 2H) ; 7,23 (d, J = 8,7 Hz, 2H)

GC-MS : tr=11,2 min MS 305 [M+H]

Isomere Z :

RMN H (300 MHz, CDClg): 6: 2,11 (s, 3H); 3,82 (s, 3H) ; 3,86 (s, 3H) ;3(%, 3H) ;
6,90 (d, J=9,1 Hz, 2H) ; 7,57 (d, J = 9,1 Hz, 2H)

GC-MS : tr= 11,4 min MS 305 [M+H]

HlG?c 2-(4-bromophényl)-2-(3-méthoxy-4-méthyl-5-oxofurarn2(5H)-ylidéne)acétate de
méthyle

Suivant le mode opératoire décrit pour le prodiita la déshydratation de I'alcool
166¢(0,212 g, 0,57 mmol) fournit le compo¥&7c(0,110 g, 54%kE/Z : 55/45 par intégration
en RMN'H).

Br
Formule brute : C;sH13BrOs
Masse molaire (g/mol) :353,16
MeO O o Rf: 0,57 et 0,75 (Cy/AcOEt : 40/60, UV + vanilline)
O e
MeO Me

Isomére E :

RMN H (200 MHz, CDCl): &: 2,08 (s, 3H); 3,77 (s, 3H); 3,80 (s, 3H); 77,(d,
J=8,3Hz, 2H); 7,46 (d, J = 8,3 Hz, 2H).

GC-MS : tr = 11,1 min MS 353 ; 355 [M+H]

Isomeére Z :

RMN H (300 MHz, CDCl) : 6: 2,12 (s, 3H) ; 3,86 (s, 3H) ; 4,15 (s, 3H) ;6450 (m,
4H).

GC-MS : tr = 11,4 min MS 353 ; 355 [M+H]
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||168a 2-(3-bromo-4-méthyl-5-oxofuran-2-6H)-ylidéne)-2-phénylacétate de méthyle

Suivant la procédure générale B décrite pour lapmsél62, le traitement du produit
protégé E)-167a (0,015 g, 0,05 mmol) par BBfournit le composé brom&68a (0,010 g,
62%) sous forme d’un solide blanc.

Formule brute : C;4H1,BrO,
Masse molaire (g/mol) :323,14
Rf : 0,76 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)

RMN *H (300 MHz, CDCl) : & : 2,00 (s, 3H) ; 3,83 (s, 3H) ; 7,34-7,42 (m, 5H).

RMN *3C (75 MHz, CDCl) : 6: 11,4 ; 53,3 ; 118,9 ; 128,6 ; 129,7 ; 130,40,93 135,0 ;
146,3 ; 165,8 ; 166,5.

MS (ES, pos) :360,9 ; 362,8 [M+K]

H168c 2-(3-bromo-4-méthyl-5-oxofuran-2-6H)-ylidéne)-2-(4-bromophényl)acétate de
méthyle

Suivant la procédure générale B décrite pour tapmsél62, le traitement du produit
protégé E)-167c (0,025 g, 0,07 mmol) par BBfournit le composé dibrom&68c (0,016 g,
57%) sous forme d’un solide blanc.

Formule brute : Ci4H10Br,0,4
Masse molaire (g/mol) 402,03
Rf: 0,76 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)

RMN *H (300 MHz, CDCl) : 8 : 1,99 (s, 3H) ; 3,81 (s, 3H) ; 7,22 (d, J = 6 BH) ; 7,52
(d, J = 6,0 Hz, 2H).

RMN *3C (75 MHz, CDCl) : 6: 11,3 ; 53,2 ; 117,3 ; 124,0 ; 129,8 ; 130,01,73 132,5 ;
135,3;146,6 ; 165,2 ; 166,0.

MS (ES, pos) :438,8 ; 440,8 ; 442,8 [M+K]
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||173 4-hydroxy-3-(4-méthoxyphényl)furan-2§H)-one

A une solution de 4-méthoxyphénylacétate de méthyll (24,5 mL, 154,3 mmol,
1éq.) dans 1 L de THF sont ajoutés successivemeegtycolate d’'éthylel72 (14,6 mL,
154,3 mmol, 1 éq.) et lert-butoxyde de potassium (34,62 g, 308,6 mmol, 2 €q.solution
est portée a reflux durant une nuit. Apres retotendpérature ambiante, le milieu est acidifié
par ajout d’acide chlorhydrique concentré et ek®diois a I’ACOEt. Les phases organiques
réunies sont séchées sur sulfate de magnésiummeeérdoées. Les cristaux qui se forment
pendant I'évaporation du solvant sont filtrés ser® fritté et rincés a I'éther. L’'opération est
répétée jusqu’a ce que les eaux-meres ne contiephende produit. L’acide tétronique’3
(24,8 g, 78%) est obtenu sous forme de cristauxcbla

Les données spectrales sont en accord avec delledittérature

0]
~ O
HO Formule brute : C;H104
Masse molaire (g/mol) 206,19
Rf: 0,3 (DCM/MeOH : 90/10 ; UV + vanilline)
OMe

RMN H (300 MHz, DMSO o) : 5 3,75 (s, 3H) ; 4,74 (s, 2H) ; 6,94 (d, J = 87 BH) ;
7,85 (d, J = 8,7 Hz, 2H).

RMN **C (75 MHz, DMSO &) :  : 55,0 ; 66,0 ; 97,3 ; 113,5; 122,9 ; 127,6 ;,657173,1 ;
173,3.

MS (ES, pos) :207,1 [M+H]'

||174 4-méthoxy-3-(4-méthoxyphényl)furan-26H)-one **

A une suspension d’acide tétroniqlié3 (7,24 g, 35,12 mmol, 1 éqg.) dans 150 mL
d’acétone sont ajoutés successivement le carbdegpetassium (4,85 g, 35,12 mmol, 1 éq.)
et le sulfate de diméthyle (3,33 mL, 35,12 mmo&ql). Aprés 4h d’agitation a reflux, la
solution est filtrée sur célite et concentrée. kedpit protégél74 (7,12 g, 92%) est obtenu
sous forme d’un solide blanc.

0]
— o]
MeO Formule brute : C;;H;504
Masse molaire (g/mol) 220,22
Rf : 0,36 (Cy/AcOEt : 80/20, UV + vanilline)
OMe

RMN 'H (200 MHz, CDCk): &: 3,76 (s, 3H); 3,86 (s, 3H); 4,72 (s, 2H) ; 6,81,
J=8,8Hz,2H); 7,77 (d, J = 8,8 Hz, 2H).
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RMN **C (50 MHz, CDCl) : 6: 55,3 ; 58,0 ; 64,6 ; 102,1 ; 113,7 ; 121,9 ;,928158,9 ;
172,3;173,1.

MS (ES, pos) :221,1 [M + HJ; 243,0 [M + Na]

HlGlb 2-(3-méthoxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-ZH)-ylidene)propanoate de

méthyle

Une solution de DIPA (16,89 mL, 120,52 mmol, 1gb)é&ans 500 mL de THF est
refroidie a —78°C, puis le-BuLi (1,5 M dans I'hexane, 80,35 mL, 120,52 mmigb éq.) est
ajouté. La solution est agitée 20 min a -20°C ad&tte refroidie a -78°C. L’acide tétronique
protégél74 (17,09 g, 80,35 mmol, 1 éq.) dans 250 mL de THFagstité lentement. La
solution est agitée 30 min a -78°C puis le pyruvdgeméthyle (21,77 mL, 241,05 mmol,
3 éq.) est ajouté. Aprés 30 min d'agitation a -78%& solution est laissée revenir a
température ambiante. Aprés ajout d’une solutiaeage saturée en chlorure d’ammonium,
la phase aqueuse est extraite a I'acétate d’éthglphase organique est séchée sur sulfate de
magnésium et concentreée.

L’huile obtenue est solubilisée dans 750 mL de D@Mette solution refroidie a 0°C
sont ajoutés successivement la triethylamine (67 482,10 mmol, 6 éq.), le DMAP (1g,
8,03 mmol, 0,1 éqg.) et lentement le TFAA (34 mL12%5 mmol, 3 €qg.). Aprés une nuit
d’agitation a température ambiante, le milieu sgtrblysé par ajout d’une solution aqueuse
1 M d’acide chlorhydrique. La phase aqueuse esaixtau DCM. Les phases organiques
combinées sont séchées sur sulfate de magnésiwwoneéntrées. Le produit est ensuite
purifié par chromatographie sur gel de silice (BtuaCy/AcOEt : 90/10 a 50/50). Le produit
161b (17,29 g, 88%E/Z : 70/30 par intégration en RMRH) est obtenu sous forme d’une
huile orange.

Me
MeO

X—0

O = o Formule brute : CigH160s

MeO Masse molaire (g/mol) :304,29

Rf: 0,6 (Cy/AcOEt : 50/50, UV+vanilline)
OMe
Isomére E

RMN *H (300 MHz, CDCl) : §: 2,14 (s, 3H) ; 3,71 (s, 3H) ; 3,81 (s, 3H) ; 38, 3H) ;
6,93 (d, J = 9,1 Hz, 2H) ; 7,41 (d, J = 9,1 Hz, 2H)

RMN *3C (75 MHz, CDCl): &: 15,0; 52,6 ; 55,4; 60,9 ; 108,8 ; 113,2 ; 014120,6 ;
131,2; 143,1;160,1 ; 161,1 ; 168,0 ; 168,5.

GC-MS : tr = 11,0 min MS 305 [M+H]
IR : 2951, 2839, 2324, 177, 1728, 1605, 1250, 1101 c857

HRMS (ES) : Calculée pour @H17;0s:  305,1020 [M+H]
Trouvée :  305,1009

255



Chapitre 4 : Partie expérimentale

Isomere Z :
RMN H (300 MHz, CDCly) : 6: 2,27 (s, 3H); 3,80 (s, 3H) ; 3,83 (s, 3H) ;8(8, 3H);
6,95 (d, J=8,7Hz, 2H) ; 7,41 (d, J = 8,7 Hz, 2H)

GC-MS : tr = 11,5 min MS 305 [M + H]

|177 Acide 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofian-2(BH)-ylidene) propanoique

L'ester162b (1,68 g, 5,79 mmol) est mis en suspension dansrlO@’une solution
aqueuse 0,5 M de soude. Le milieu est chauffélaxrefurant 30 min et devient homogéne.
Apres retour a température ambiante, la phase aquest extraite a I'’AcOEt. La phase
agueuse est ensuite acidifiée jusqu’'a pH 1 aved'adéde chlorhydrique concentré. Le
précipité formé est extrait deux fois a I'AcOEt. sL@hases organiques combinées sont
séchées sur sulfate de magnésium et concentreesdé177 (1,59 g, quantitatif) est obtenu
sous forme d’un solide orange.

Me
HO
O
o S O Formule brute : Ci4H150¢
HO Masse molaire (g/mol) 276,24

Rf: 0,2 (DCM/MeOH : 90/10, UV + vanilline)

OMe

RMN 'H (200 MHz, MeOD) : 5 : 2,11 (s, 3H) ; 3,81 (s, 3H) : 6,92 (d, J = 94 BH) ; 8,02
(d, J = 9,0 Hz, 2H).

RMN *3C (50 MHz, MeOD) : & : 14,5 ; 55,6 ; 103,9 ; 114,1 ; 114,6 ; 123,49,92 1546 ;
160,6 ; 160,9 ; 168,3 ; 174,7.

MS (ES, nég) :231,0 [M-CQJ
Analyse Elémentaire : Théorique: C:60,87 H:4,38
Calculée: C:60,54 H:4,43

||170 3-(4-méthoxyphényl)-6-méthylfuro[3,2]furan-2,5-dione

L'acide 177 (0,9 g, 3,36 mmol) est mis en suspension dans L15fanhydride
acétique. Le mélange est chauffé a reflux pendamhib et devient homogéene. Le milieu est
ensuite laissé revenir a température ambiante ptéaipité jaune se forme. Celui-ci est filtré
sur verre fritté et rincé au pentane. La dilactdi@ (0,80 g, 94%) est obtenue sous forme de
cristaux jaunes.
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0 Formule brute : Ci4H;1005
Masse molaire (g/mol) 258,23
Rf: 0,7 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)

OMe

RMN H (300 MHz, CDCL): 5 : 2,06 (s, 3H) : 3,86 (s, 3H) : 6,98 (d, J = 94, BH) ; 7,94
(d, J = 9,1 Hz, 2H).

RMN *3C (75 MHz, CDCl): 6: 7,6 ; 55,5 ; 98,8 ; 101,1 ; 114,8 ; 119,0 ; 929155,6 ;
159,3;161,0; 166,1 ; 168,8.

MS (ES, pos):258,0 [M]

Analyse Elémentaire : Théorique: C:65,12 H: 3,90
Calculée: C:65,00 H:3,92
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||178 4-(benzyloxy)-3-(4-méthoxyphenyl)furan-ZH)-one

L'acide tétroniquel73 (0,245¢g, 1,18 mmol, 1 éq.) est mis en suspensiams d
6 mL de THF. L'alcool benzylique (0,15 mL, 1,42 mimd,2 é€q.) et la triphénylphosphine
(0,371 g, 1,42 mmol, 1,2 éq.) sont ajoutés suceessnt. La solution est refroidie a 0°C puis
I'azodicarboxylate de diéthyle (40% dans le tolyehé5 mL, 1,42 mmol, 1,2 éq.) est ajouté
lentement. Le milieu est chauffé a reflux pendait puis le THF est évaporé. Le résidu est
purifié par chromatographie sur gel de silice (8étuaCy/AcOEt: 80/20) pour donner le
produitO-protégél78(0,163g, 47%) sous forme d’un solide blanc.

0]
0]

O Formule brute : CigH1604
Masse molaire (g/mol) 296,32

Rf : 0,53 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)

OMe

RMN 'H (300 MHz, CDCL): 5: 3,81 (s, 3H); 4,79 (s, 2H); 5,16 (s, 2H) ; 3.@,
J=9,0 Hz, 2H) ; 7,32-7,41 (m, 5H) ; 7,85 (d, 9,8 Hz, 2H).

RMN *°C (75 MHz, CDCl): 6: 55,3; 65,1; 72,7 ; 103,4; 113,9; 121,9;,427129,1 ;
129,4;134,8;159,1,170,8;172,8.

GC-MS : tr = 10,90 min MS 314 [M+NK"*

||179 3-benzyl-3-(4-méthoxyphenyl)furan-2,4H, 5H)-dione

A une suspension d’acide tétroniqd&3 (0,231 g, 1,12 mmol, 1 ég.) dans 5 mL
d’acétone sont ajoutés successivement le carbaegpetassium (0,155 g, 1,12 mmol, 1 €q.)
et le bromure de benzyle (0,13 mL, 1,12 mmol, }.é8prés 2h d’agitation a reflux, la
solution est filtrée sur célite et concentrée. &sidu est purifié par chromatographie sur gel
de silice (éluant: DCM) et le produit C-protéty@9 (0,047 g, 15%) est obtenu sous forme
d’'un solide blanc.

(0]
(0]
0] Formule brute : CigH1604
Masse molaire (g/mol) 296,32
Ph Rf: 0,8 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)

MeO
RMN H (300 MHz, CDCls) : 6 : 3,46 (dd, J =30,5Hz, J=13,2 Hz, 2H) ; 3,83}4) ; 3,91

(d, J = 16,9 Hz, 1H) ; 4,45 (d, J = 16,9 Hz, 118)96 (d, J = 9,1 Hz, 2H) ; 7,24-7,31 (m, 5H) ;
7,50 (d, J = 9,1 Hz, 2H).
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RMN 3C (75 MHz, CDCl): &: 43,5; 55,5; 58,8 ; 72,6 ; 114,8; 125,7 ; 827128,0;
128,9;130,3;134,4; 159,9 ; 174,6 ; 207,7.

GC-MS:tr=10,94 min  MS 314 [M+Ng*

H181 2-(3-benzyloxy)-4-(4-méthoxyphenyl)-5-oxofura@{5H)-ylidene)propanoate de
méthyle

Une solution de DIPA (1,12 mL, 7,99 mmol, 1,5 épahs 35 mL de THF est refroidie
a —78°C, puis le-BuLi (1,6 M dans I'hexane, 5,0 mL, 7,99 mmol, &) est ajouté. La
solution est agitée 20 min a -20°C avant d’étreordie a -78°C. L’acide tétronique protege
178(1,58 g, 5,32 mmol, 1 éq.) dans 15 mL de THF jestté lentement. La solution est agitée
30 min a -78°C puis le pyruvate de méthyle (2,44 @&,97 mmol, 5 é€q.) est ajouté. Apres
30 min d’agitation a -78°C, la solution est laissgeenir a température ambiante. Aprés ajout
d’'une solution aqueuse saturée en chlorure d’amunonia phase aqueuse est extraite trois
fois a l'acétate d'éthyle. La phase organique eésthée sur sulfate de magnésium et
concentrée.

L’huile obtenue est solubilisée dans 60 mL de D@\Mette solution refroidie & 0°C
sont ajoutés successivement la triéthylamine (431,92 mmol, 6 éq.), le DMAP (0,01g,
0,8 mmol, 0,1 éq.) et lentement le TFAA (2,25 mb,96 mmol, 3 éq.). Apres 2h d’agitation
a température ambiante, le milieu est hydrolyséapart d’'une solution aqueuse 1 M d’acide
chlorhydrique. La phase aqueuse est extraite deisxdu DCM. Les phases organiques
combinées sont séchées sur sulfate de magnésiwoneéntrées. Le produit est ensuite
purifié par chromatographie sur gel de silice (BtuaDCM/éther : 100/0 a 95/5). Le produit
181(1,14 g, 56%F/Z : 70/30 par intégration en RMNH) est obtenu sous forme d’une huile
jaune. L'isomeérde a pu étre isolé.

Me
MeO
X0
Q S o Formule brute : CysH,0g
o Masse molaire (g/mol) :380,39
Rf: 0,63 et 0,71 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)
OMe
Isomére E :

RMN *H (300 MHz, CDCly) : §: 2,12 (s, 3H) ; 3,35 (s, 3H) ; 3,80 (s, 3H) ;%(8, 2H) ;
6,94 (d, J = 8,4 Hz, 2H) : 7,15-7,18 (m, 2H) ; 7382 (m, 3H) ; 7,41 (d, J = 8,4 Hz, 2H).

RMN *3C (75 MHz, CDCl): &: 15,0; 52,1 ; 55,3 ; 74,8 ; 108,8 ; 113,3; 014120,8 ;
128,4;128,5;128,9 : 131,3; 135,5 ; 142,9 ;,85460,0 ; 167,9 ; 168,2.

MS (ES, pos) :381,2 [M+H]'
Isomere Z :

RMN 'H (300 MHz, CDCl) : 5 2,23 (s, 3H) ; 3,83 (s, 3H) ; 3,83 (s, 3H) : B8, 2H) ;
6,96 (d, J = 8,7 Hz, 2H) ; 7,13-7,16 (m, 2H) ; 7333 (m, 3H) ; 7,45 (d, J = 8,7 Hz, 2H).
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Mode opératoire d’hydrogénation catalytique

H162b 2-(3-méthoxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-ZH)-ylidene)propanoate de

méthyle

Le produit protégd81 (mélange 50/50 des isoméiéstE, 0645 g, 1,70 mmol, 1 éq.)
est solubilisé dans 80 mL de DCM. Le palladium sharbon (10%, 0,17 g, 0,1 éq.) est
ajouté. Le milieu est ensuite purgé par 3 cycleghdrgon, puis I'hydrogéne est introduit par
un cycle vide/H. Le milieu est agité pendant 12h a températureiantdy filtré sur célite,
rincé a I'éthanol et concentré. Un solide jaund&86,g, quantitatif) est obtenu, correspondant
a un mélange des deux isomerZset E de 162b. Ceux-Cci peuvent étre séparés par
chromatographie sur gel de silice (éluant : DCMspAGOEt/MeOH : 95/5).

MeO 'e)
Me™ X0
~ O Formule brute : C;sH140s
HO Masse molaire (g/mol) :290,27

Rf: 0,26 (AcOEt/MeOH : 95/5, UV + vanilline)

OMe

RMN 'H (300 MHz, CDCL): §: 2,30 (s, 3H); 3,81 (s, 3H); 3,84 (s, 3H); 5.,
J=8,1Hz, 2H) : 7,43 (d, J = 8,1 Hz, 2H).

RMN *C (75 MHz, CDCk) : §: 13,0; 52,7 ; 55,4 ; 107,3; 112,2 ; 114,4 ; 719129,7 ;
145,1 ; 159,8 ; 161,7 ; 167,4 ; 167,9.

MS (ES, nég) :289,2 [M-H]
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Ouverture directe de la dilactone 170 par la dibutlamine

La dilactonel70 (25,1 mg, 0,010 mmol, 1 éqg.) est mise en solutiansd2 mL de
DCM. La dibutylaminel82a(0,020 mL, 0,010 mmol, 1 éq.) est ajoutée et leemiest agité
1h a température ambiante. Aprés concentratiosieu est purifié par chromatographie sur
gel de silice (éluant: DCM/ED : 90/10 a 50/50 puis DCM/MeOH : 95/5). Le proddé
type 1183a(19 mg, 50%) est obtenu sous forme d’un solidegaue produit de type 184a
(13 mg, 36%) est obtenu sous forme d’un solidedlan

183a N,N-dibutyl-2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2(5H)-ylidene)
propanamide

\/\O Me

N
X —O
0 0 Formule brute : Cy,H,gNOs
HO = Masse molaire (g/mol) :387,47

Rf: 0,32 (DCM/E$O: 70/30, UV + vanilline)
OMe
RMN *H (300 MHz, CDClg) : 6: 0,94 (t, J =7,1 Hz, 6H) ; 1,24-1,38 (m, 4H)53-1,68 (m,
4H) ; 2,13 (s, 3H) ; 3,38 (t, J =7,6 Hz, 4H) ;3®&, 3H) ; 6,93 (d, J =9,0 Hz, 2H) ; 8,04 (d,
J=9,0Hz, 2H) ; 11,3 (brs, 1H).

RMN *°C (75 MHz, CDCly) : 6 : 13,8 ; 16,2 ; 20,1 ; 29,9 ; 47,6 ; 55,3 ; 104123,9 ; 114,3 ;
122,1;129,1;148,6; 159,1; 159,2 ; 162,0 ;,,26272,1.

MS (ES, pos) :388,1 [M+H]

184a N,N-dibutyl-2-(3-hydroxy-4-méthyl-5-oxofuran-2(5H)-ylidéne)-2-(4-méthoxy
phényl)acétamide

OMe
\/w Formule brute : CyH,gNOs
\/\/N Masse molaire (g/mol) :387,47
X—0 Rf: 0,16 (DCM/E$O: 70/30, UV + vanilline)
@] ~ O
HO
Me

RMN *H (200 MHz, CDCl) : 5 : 0,68 (t, J = 6,6 Hz, 6H) ; 1,17-1,61 (m, 8H)77(s, 3H) ;
3,38 (t, J = 7,6 Hz, 4H) ; 3,81 (s, 3H) ; 6,89J¢ 8,8 Hz, 2H) : 7,50 (d, J = 8,8 Hz, 2H).

MS (ES, pos) :388,1 [M+H]
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Ouverture directe de la dilactone 170 par la butylanine

La dilactonel70(78,4 mg, 0,3 mmol, 1 ég.) est mise en solutiorsd&amL de DCM.
La butylamine182b (0,030 mL, 0,3 mmol, 1 éq.) est ajoutée et le milest agité 1h a
température ambiante. Aprés concentration, le wéssd purifié par chromatographie sur gel
de silice (éluant: Cy/AcOEt : 80/20 a 60/40). L'equit de type 1183b (42 mg, 42%) est
obtenu sous forme d’un solide orange. Le produitype Il 184b (34 mg, 34%) est obtenu
sous forme d’un solide blanc.

propanamide

H183b N-butyl-2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran2(5H)-ylidene)

H Me
\/\/N
X—O
o S o Formule brute : C;gH»;NOs
HO Masse molaire (g/mol) :331,36

Rf : 0,20 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)

OMe
RMN H (200 MHz, CDCl) : 6: 0,97 (t, J = 7,4 Hz, 3H) ; 1,25-1,65 (m, 4H)1&(s, 3H) ;
3,40-3,50 (m, 2H) : 3,83 (s, 3H) ; 6,32 (sl, 1H)95 (d, J = 9,0 Hz, 2H) ; 8,11 (d, J = 9,0 Hz,
2H) ; 15,82 (s, 1H).

RMN C (50 MHz, CDCL) : §: 13,7 ; 13,8 ; 20,2 ; 31,2 ; 40,8 ; 55,4 ; 102181,3 ; 113,9 ;
122,6 ;128,9 ; 152,9 : 159,1 ; 160,8 ; 167,5 ;069

MS (ES, pos) :332,2 [M+H]'

H184b N-butyl-2-(3-hydroxy-4-méthyl-5-oxofuran-2(GH)-ylidene)-2-(4-méthoxyphényl)

acétamide
OMe
H Formule brute : C;gH»1NOs
\/\/N Masse molaire (g/mol) :331,36
X —0 Rf : 0,33 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
o J. /=0
HO
Me

RMN H (200 MHz, CDCly) : & : 0,89 (t, J = 7,1 Hz, 3H) ; 1,21-1,55 (m, 4H)88.(s, 3H) ;
3,26-3,35 (M, 2H) ; 3,85 (s, 3H) ; 5,98 (s, 14)97 (d, J = 8,6 Hz, 2H) ; 7,18 (d, J = 8,6 Hz,
2H) ; 15,09 (s, 1H).
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RMN °C (50 MHz, CDCl) : 6:6,4; 13,7; 20,1; 31,1; 40,6 ; 55,5; 102104,9 ; 116,4 ;
124,1;131,5;153,0; 160,4 ; 163,1 ; 168,8 ;,369

MS (ES, pos) :332,2 [M+HT

Ouverture directe de la dilactone 170 par la dodédgmine

La dilactonel70(88,8 mg, 0,34 mmol, 1 éq.) est mise en solutiarsdamL de DCM.
La dodécylaminel82c (189,1 mg, 1,02 mmol, 3 €q.) est ajoutée et leemikst agité 2h a
température ambiante. Aprés concentration, le wéssgd purifié par chromatographie sur gel
de silice (éluant: Cy/AcOEt : 80/20 a 70/30). Ledquit de type 1183c (68 mg, 45%) est
obtenu sous forme d’un solide jaune. Le produityge 11 184c(53 mg, 35%) est obtenu sous
forme d’un solide blanc.

183c N-dodécyl-2-(3-hydroxy-4-méthyl-5-oxofuran-26H)-ylidene)-2-(4-méthoxyphényl)
acétamide

H Me
N
N\ Formule brute : CygH3/NOs
o) - 0] Masse molaire (g/mol) :443,58
HO Rf: 0,42 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
OMe

RMN 'H (200 MHz, CDCl) : : 0,88 (t, J = 6,1 Hz, 3H) ; 1,26-1,32 (m, 20H),58-1,64
(m, 2H) ; 2,18 (s, 3H) ; 3,38-3,48 (M, 2H) ; 3,83 8H) ; 6,33 (sl, 1H) ; 6,95 (d, J = 9,0 Hz,
2H) : 8,11 (d, J = 9,0 Hz, 2H) ; 15,84 (s, 1H).

RMN C (50 MHz, CDCL): &: 13,6 ; 14,2 22,8 ; 27,0; 29,0 ; 29,4 ; 2932;0 ; 41,1 ;
55,3:102,4:111,9:113,8:114,8:122,6 :82852,6 : 1589 : 161,1 : 167,7 : 168,8.

MS (ES, pos) :444,4 [M+H]'
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184c N-dodécyl-2-(3-hydroxy-4-méthyl-5-oxofuran-26H)-ylidene)-2-(4-méthoxy
phényl)acétamide

OMe
H Formule brute : CygH3/NOs
N Masse molaire (g/mol) :443,58
XN —O Rf: 0,56 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
@) ~ O
HO
Me

RMN *H (300 MHz, CDCk) : &: 0,87 (t, J = 6,2 Hz, 3H) ; 1,23-1,26 (m, 20H),42-1,47
(m, 2H) ; 1,83 (s, 3H) ; 3,25-3,31 (M, 2H) ; 3,84 3H) ; 6,02 (sl, 1H) ; 6,96 (d, J = 8,7 Hz,
2H) ; 7,17 (d, J = 8,6 Hz, 2H).

RMN *3C (50 MHz, CDCl): &: 6,5; 14,2; 22,8; 26,8 ; 29,0; 29,2 : 2929;5; 29,6 ;
29,7;32,0;40,9;555:101,9; 114,8; 116123,9; 131,4 : 152,8 ; 160,4 ; 163,1 ; 168,7 ;
169,4.

MS (ES, pos) :444,4 [M+H]

Procédure générale C: ouverture contrélée par le TBF de la dilactone 170
par une amine

La dilactonel70 (1 €g.) est mise en solution dans 1,5 mL de THé.niilieu est
refroidie a -35°C et le TBAF (1 M dans le THF, 2)éest ajouté au goutte a goutte. Aprés
15 min d’agitation a -35°C, la solution est refieid -78°C. L’'aminel82(1,3 a 2,5 éq.) dans
1 mL de THF est alors ajoutée. Aprés 15 min a -782Csolution est laissée revenir a
température ambiante. Aprés concentration, le wésgd purifié par chromatographie sur gel
de silice.

183a N,N-dibutyl-2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2(5H)-ylidene)
propanamide
Le composél83a est préparé a partir d&70 (19,7 mg, 0,08 mmol, 1 éq.) et de
dibutylamine 182a (9,7 uL, 0,10 mmol, 1,3 éq.), suivant la procédgémérale C. Apres
purification sur gel de silice (éluant : DCM/MeOR5/5), 'amide1l83a (31,0 mg, 94%) est
obtenu sous forme d’un solide jaune.
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N
X0 Formule brute : CyyH,gNOs
o ~/ © Masse molaire (g/mol) :387,47
HO Rf : 0,32 (DCM/E$O: 70/30, UV + vanilline)
Pf: 86-87°C
OMe

RMN H (300 MHz, CDCly) : 5 : 0,94 (t, J = 7,1 Hz, 6H) ; 1,24-1,38 (m, 4H)53-1,68 (m,
4H) ; 2,13 (s, 3H) ; 3,38 (t, J = 7,6 Hz, 4H) ; B, 3H) ; 6,93 (d, J = 9,0 Hz, 2H) ; 8,04 (d,
J=9,0Hz, 2H) ; 11,30 (s, 1H).

RMN C (75 MHz, CDCL) : §: 13,8 ;16,2 ; 20,1 ; 29,9 ; 47,6 ; 55,3 ; 104123,9 ; 114,3 ;
122,1;129,1;148,6 ; 159,1 ; 159,2 ; 162,0 ;,267172,1.

IR : 2959, 2932, 2871, 2837, 1759, 1604, 1537, 14329,17004, 1072, 827 ¢

HRMS (ES) : Calculée pour GHzoNOs:  388,2118 [M+H]
Trouvée :  388,2144

H183b N-butyl-2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran2(5H)-ylidene)

propanamide

Le composél83b est préparé a partir d&70 (23,6 mg, 0,09 mmol, 1 éq.) et de
butylamine 182b (23 uL, 0,22 mmol, 2,5 éq.), suivant la procédgémnérale C. Apres
purification sur gel de silice (éluant : DCM), I'aahe 183b (27,4 mg, 83%) est obtenu sous
forme d’un solide orange.

H Me
\/\/N
X—O
0 — (o) Formule brute : C;gH»1NOs
HO Masse molaire (g/mol) :331,36

Rf : 0,20 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
Pf: 177-178°C

OMe
RMN H (200 MHz, CDCl) : 6: 0,97 (t, J = 7,4 Hz, 3H) ; 1,25-1,65 (m, 4H)1&(s, 3H) ;
3,40-3,50 (m, 2H) : 3,83 (s, 3H) ; 6,32 (sl, 1H)95 (d, J = 9,0 Hz, 2H) ; 8,11 (d, J = 9,0 Hz,
2H) ; 15,82 (s, 1H).

RMN C (50 MHz, CDCL) : §: 13,7 ; 13,8 ; 20,2 ; 31,2 ; 40,8 ; 55,4 ; 102181,3 ; 113,9 ;
122,6 ;128,9 ; 152,9 : 159,1 ; 160,8 ; 167,5 ;069
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IR : 3385, 2963, 2934, 2874, 2837, 1737, 1619, 15063,14%53, 1182, 772 chm

HRMS (ES) : Calculée pour @H2oNOs:  332,1466 [M+H]
Trouvée :  332,1480

183c N-dodécyl-2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofura-2(5H)-ylidene)
propanamide

Le composél83c est preparé a partir d&70 (23,5 mg, 0,09 mmol, 1 éq.) et de
dodécylaminel82c (53 uL, 0,23 mmol, 2,5 éq.), suivant la procéduémégale C. Apres
purification sur gel de silice (éluant : DCM), I'aae 183c (38,5 mg, 88%) est obtenu sous
forme d’'un solide orange.

H Me
N Formule brute : CygH3NOs
N0 Masse molaire (g/mol) :443,58
O U ~0 Rf : 0,42 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
HO Pf:91-92°C

OMe

RMN *H (200 MHz, CDCl) : §: 0,88 (t, J = 6,1 Hz, 3H) ; 1,26-1,32 (m, 20H),58-1,64
(m, 2H) ; 2,18 (s, 3H) ; 3,38-3,48 (m, 2H) ; 3,83 8H) ; 6,33 (sl, 1H) ; 6,95 (d, J = 9,0 Hz,
2H) ; 8,11 (d, J = 9,0 Hz, 2H) ; 15,84 (s, 1H).

RMN *C (50 MHz, CDCl) : §: 13,6 ; 14,2 ; 22,8; 27,0; 29,0 ; 29,4 ; 2932;0 ; 41,1 ;
55,3;102,4;111,9;113,8; 114,8;122,6 ; 824,52,6 ; 1589 ; 161,1 ; 167,7 ; 168,8.

IR : 3348, 2923, 2852, 1745, 1603, 1563, 1510, 12507,11034, 834 cih

HRMS (ES) Calculée pour GeHzgNOs:  444,2744 [M+H]
Trouvée .  444,2733

183d N,N-didodécyl-2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxoftan-2(5H)-ylidéne)
propanamide

Le composél83d est préparé a partir d&70 (20,2 mg, 0,08 mmol, 1 éq.) et de
didodécylaminel82d (70 mg, 0,19 mmol, 2,5 éq.), suivant la procédugaégale C. Apres
purification sur gel de silice (éluant : DCM/MeOH5/5), 'amide183d (38,2 mg, 80%) est
obtenu sous forme d’un solide jaune.
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Formule brute : C3gHgiNOs
M Masse molaire (g/mol) 611,89
€ Rf : 0,50 (Cy/AcOEt: 90/10, UV + vanilline)

N X0 Pf : 48-49°C
(@] ~ o
HO

OMe

RMN 'H (300 MHz, CDCly) : §: 0,88 (t, J = 6,0 Hz, 6H) ; 1,24-1,29 (m, 36H),60-1,62
(m, 4H) ; 2,17 (s, 3H) ; 3,38 (t, J = 9,0 Hz, 4K3,83 (s, 3H) ; 6,94 (d, J = 8,9 Hz, 2H) ; 8,05
(d, J=8,9 Hz, 2H) : 11,26 (sl, 1H).

RMN *°C (75 MHz, CDCl) : §: 14,3 ; 16,3 ; 22,8 ; 26,9 ; 27,9 ; 29,4 ; 292;7 ;: 29,8 ;
32,0:;47,9;55,4:104,2;113,9;114,3 ; 122.29,1 ; 148,8 ; 159,1 ; 159,2 ; 167,2 ; 172,2.

IR : 2921, 2850, 1769, 1468, 1454, 1250, 1182, 1078 ca?".

HRMS (ES) : Calculée pour GgHeNOs:  612,4623 [M+H]
Trouvée: 612,4631

183e 4-hydroxy-3-(4-méthoxyphényl)-5-(1-morpholino-1-oxpropan-2-ylidene)furan-
2(5H)-one

Le composél83e est préparé a partir d&70 (25,5 mg, 0,10 mmol, 1 éq.) et de
morpholine 182e (22 uL, 0,25 mmol, 2,5 éq.), suivant la procédusnegale C. Apres
évaporation, le milieu est repris par AcOEt et lalgux fois avec une solution d’acide
chlorhydrique 0,5 M. La phase organique est séshésulfate de magnésium et concentrée.
Apres purification sur gel de silice (éluant : DOWHOH : 95/5), I'amidel83e (32,9 mg,
96%) est obtenu sous forme d’un solide orange.

@ Me

N

X—0
0 Formule brute : C;gH1gNOg
O ~ Masse molaire (g/mol) :345,35
HO Rf: 0,25 (DCM/MeOH : 90/10, UV + vanilline)

Pf:134-135°C

OMe

RMN *H (300 MHz, CDCL) : § : 2,16 (s, 3H) ; 3,63-3,67 (m, 4H) ; 3,74-3,77 @H) ; 3,83
(s, 3H) ;6,94 (d, J = 9,1 Hz, 2H) ; 8,05 (d, J,£ Bz, 2H).
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RMN *3C (75 MHz, CDCl): &: 16,3; 29,8 ; 46,2 ; 66,9 ; 104,6 ; 112,5; 014122,0;
129,2 ; 150,3 ; 158,9 ; 159,3 ;: 167,0 ; 171,3.

IR : 2919, 2851, 1757, 1634, 1558, 1436, 1246, 110551885 cnf.
MS (ES, pos) :346,1 [M+H]'

HRMS (ES, pos) : Calculée pour GgHoNOs:  346,1285 [M+H]
Trouvée :  346,1291

H183f 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2%H)-ylidéne)-N-(prop-2-ynyl)

propanamide

Le composéL83f est préparé a partir der0 (32,4 mg, 0,12 mmol, 1 é€qg.) et d’amine
propargylique182f (10 uL, 0,16 mmol, 1,3 éq.), suivant la procéduémégale C. Apres
purification sur gel de silice (éluant: DCM#Et: 80/20), 'amidel83f (37,7 mg, 96%) est
obtenu sous forme d’un solide orange.

k H Me
\/N S|
0O — 0] Formule brute : C;7H1sNO5
HO Masse molaire (g/mol) :313,30
Rf : 0,56 (DCM/E$O : 80/20, UV+ vanilline)

Pf : 227-228°C

OMe

RMN H (300 MHz, DMSO o) : §: 2,12 (s, 3H) ; 3,77 (s, 3H) ; 4,09 (d, J = 58 BH) ;
7,00 (d, J = 9,1 Hz, 2H) ; 7,97 (d, J = 9,1 Hz, 28)57 (s, 1H).

RMN *3C (75 MHz, DMSO dg) : 6 : 13,5 ; 29,7 ; 55,1 ; 73,8 ; 79,1 ; 100,8 ; 113]133,8 ;
122,2;128,1; 151,3 ; 158,4 ;: 160,9 ; 166,6 ;,368

IR : BA{OS, 3249, 2967, 2921, 2847, 2565, 2533, 17473,16@94, 1249, 1182, 1025,
837 cm

HRMS (ES) : Calculée pour @H14,NOs:  312,0877 [M-H]
Trouvée : 312,0868
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propanamide

HlBBg 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2%H)-ylidéne)-N-phény!

La dilactone170 (32,0 mg, 0,12 mmol, 1 éq.) est mise en solutionsdh5 mL de
DCM. Une solution d’anilind82g(11,3 uL, 0,12 mmol, 1 éq.) dans 1 mL de THF estitéje
a -78°C. Aprés 15 min a -78°C, le milieu est laisséenir a température ambiante. Aprés
concentration, le résidu est purifié par chromedpgie sur gel de silice (éluant : DCM/@t:
90/10) pour donner I'amid&839(34,0 mg, 78%) sous forme d’un solide orange.

H Me
N N0
o) - (@] Formule brute : C,oH17NOs
HO Masse molaire (g/mol) :351,35

Rf: 0,65 (DCM/ES$O : 70/30, UV + vanilline)
Pf: 234-235°C

OMe

RMN *H (300 MHz, DMSO o) : & : 2,27 (s, 3H) ; 3,77 (s, 3H) ; 6,99 (d, J =84 BH) ;
7,24 (m, 1H) ; 7,42 (m, 2H) ; 7,61 (d, J = 7,8 BH): 7,98 (d, J = 8,5 Hz, 2H); 10,96 (s, 1H).
RMN **C (75 MHz, DMSO ) : §: 14,1 ; 55,1 ; 100,4 ; 113,8 ; 114,5 ; 122,6 3,12;
125,7;127,9 ; 128,7 ; 137,0 ; 151,1 ; 158,2 ; 961,66,8 ; 167,3.

IR : 3394, 3953, 2919, 2837, 2523, 1745, 1595, 14307 11809, 864 cih

HRMS (ES) : Calculée pour GoH1gNOs:  352,1179 [M+H]
Trouvée : 352,1169

183h (S)-N-(2-hydroxy-1-phényléthyl)-2-(3-hydroxy-4-(4-méthoyphényl)-5-oxofuran-
2(5H)-ylidéne)propanamide

Le composé83hest préparé a partir d§0(32,0 mg, 0,12 mmol, 1 éq.) et d§-(+)-
phénylglycinol 182h (21 mg, 0,16 mmol, 1,3 éq.), suivant la procédutaégale C. Apres

purification sur gel de silice (éluant : DCM/MeOH5/5), 'amidel83h (45,1 mg, 92%) est
obtenu sous forme d’un solide orange.

H Me
“N
' 0]
N o Formule brute : C,sH»1NOg
HO o S Masse molaire (g/mol) :395,40
HO Rf: 0,46 (DCM/MeOH : 95/5, UV + vanilline)

Pf : 155-156°C

OMe

RMN *H (300 MHz, CDCl) : §: 2,17 (s, 3H) ; 3,73 (s, 3H) ; 3,75-3,91 (m, 215)13-5,08
(m, 1H) ; 6,84 (d, J = 6,8 Hz, 2H) ; 7,18 -7,31 6H) ; 7,99 (d, J = 6,8 Hz, 2H).
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RMN *3C (50 MHz, CDCl) : 6: 13,8 ; 55,4 ; 56,1 ; 65,3 ; 103,0 ; 111,5 ; 913122,4 ;
126,7;128,4;128,9; 129,2 ; 137,9 ; 153,1 ;,05960,5 ; 167,5 ; 168,9.

IR : 3480, 3354, 1737, 1619, 1278, 1025, 834'cm

HRMS (ES, pos) : Calculée pour GH»NOs:  396,1442 [M+H]
Trouvée :  396,1441

183i (S)-4-hydroxy-5-(1-(2-(hydroxyméthyl)pyrrolidin-1-yl) -1-oxopropan-2-ylidene)-3-
(4-méthoxyphényl)furan-26GH)-one

Le composéd83iest préparé a partir d&0(31,3 mg, 0,12 mmol, 1 éq.) et de (R)-(-)-
pyrrolidineméthanoll82i (30 uL, 0,30 mmol, 2,5 éq.), suivant la procédureégale C. Apres
évaporation, le milieu est repris par AcOEt et lalgux fois avec une solution d’acide
chlorhydrique 0,5 M. La phase organique est séshésulfate de magnésium et concentrée.
Apres purification sur gel de silice (éluant : DOWHOH : 95/5), 'amidel83i (43,5 mg,
98%) est obtenu sous forme d’un solide jaune.

Q1
N

HO—" N0
S o Formule brute : C;gH»;NOg

=

HO Masse molaire (g/mol) :359,37
Rf: 0,38 (DCM/MeOH : 90/10, UV + vanilline)
Pf: 186-187°C

OMe

'H NMR (300 MHz, acétone @) : &: 1,75-1,81 (m, 2H) ; 1,95-1,99 (m, 5H) ; 3,268 (5,
3H) ; 3,73 (s, 3H) ; 4,01-4.21 (m, 2H) ; 6,80 (& 9,0 Hz, 2H) ; 8,24 (d, J = 9,0 Hz, 2H).

13C NMR (75 MHz, acétone @) : &: 14,2; 24,8: 28,1 ; 42,3; 53,3; 59,8 63B43;
109,6 ; 113,7; 127,1;128,4 ; 147,8 ; 157,3 ;,271171,5; 173,0

IR : 2929, 1722, 1681, 1579, 1514, 1242, 1077, 835%.cm

HRMS (ES, pos) : Calculée pour @H2NOs:  360,1442 [M+H]
Trouvée :  360,1448

H187 N-(3-aminopropyl)-2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-50xofuran-2(5H)-

ylidéne)propanamide

La dilactonel70 (89,1 mg, 0,34 mmol, 1 ég.) est mise en suspercgams 3 mL de
DCM. Le 1,3-diaminopropan&85 (0,014 mL, 0,17 mmol, 0,5 €q.) est ajouté, provodqua
formation immédiate d’'un précipité. Le milieu eatské sous agitation durant 12h, puis le
milieu est concentré. Aprés chromatographie sudgedilice (éluant : DCM/MeOH : 100/0 a
80/20), 'amidel87 (36 mg, 64%) est obtenu sous forme d’un solidegau
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H,N H Me
2 \/\/N
X —0
o J)=o
HO Formule brute : Ci7H20N505

Masse molaire (g/mol) :332,35

OMe

RMN *H (200 MHz, MeOD) : & : 1,87-1,97 (m, 2H) ; 2,07 (s, 3H) ; 3,03 (t, 3,3 Hz, 2H) ;
3,42 (t, J = 6,1 Hz, 2H) ; 3,78 (s, 3H) ; 6,86J¢& 9,0 Hz, 2H) ; 7,95 (d, J = 9,0 Hz, 2H).

MS (ES, pos) :333,0 [M+H]'
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Ouverture directe de la dilactone 170 par I'sopropanol

L’isopropanol188a (5 pL, 0,073 mmol, 1 éq.) est mis en solution darfsmL de
THF. La solution est refroidie a -78°C et teBuLi (1,4 M dans I'hexane, 0,05 mL,
0,073 mmol, 1 éq.) est ajouté. Le mélange estdaismonter a -35°C et la dilactod&0
(18,8 mg, 0,073 mmol, 1 €q.) est ajoutée par pustien 1h. Apres retour a température
ambiante, la solution est hydrolysée par ajout €’salution d’acide chlorhydrique 1 M. La
phase aqueuse est extraite 2 fois a 'AcOEt. Less@h organiques combinées sont séchées
sur sulfate de magnésium et concentrées. Le résidensuite purifié par chromatographie sur
gel de silice (éluant : Cy/AcOEt : 85/15 a 50/90).produit de type 189a(16 mg, 69%) est
obtenu sous forme d’un solide jaune. Le produityge Il 190a(2 mg, 9%) est obtenu sous
forme d’un solide blanc.

H189a 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2%H)-ylidéne)propanoate

d’isopropyle
Me
Ty
o <~/ © Formule brute : C;7H150¢
HO Masse molaire (g/mol) :318,32

Rf : 0,62 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)

OMe

RMN H (300 MHz, CDCl) : 5 : 1,38 (d, J = 6,4 Hz, 6H) ; 2,14 (s, 3H) ; 3(833H) ; 5,21
(spt, J = 6,4 Hz, 1H) ; 6,95 (d, J = 9,1 Hz, 218)10 (d, J = 9,1 Hz, 2H) ; 13,74 (s, 1H).

RMN *3C (75 MHz, CDCl) : 6: 13,9 ; 21,7 ; 55,3 ; 72,0 ; 104,3 ; 112,1 ; 913122,1 ;
129,2;154,2;158,9 ; 159,3 ; 166,7 ; 171,2.

MS (ES, pos) :319,1 [M+HT

HlQOa 2-(3-hydroxy-4-méthyl-5-oxofuran-26H)-ylidene)2-(4-méthoxyphényl)acétate

d’isopropyle
OMe
Formule brute : C;7H1g0g
o Masse molaire (g/mol) :318,32
ﬁ/ e Rf : 0,28 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
(@] ~ o
HO
Me
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RMN *H (300 MHz, CDCL) : & : 1,24 (d, J = 6,4 Hz, 6H) ; 1,87 (s, 3H) ; 3(833H) ; 5,18
(spt, J = 6,4 Hz, 1H) ; 6,89 (d, J = 8,7 Hz, 218)10 (d, J = 8,7 Hz, 2H) ; 13,03 (s, 1H).

RMN *C (75 MHz, CDCkL) : §: 6,6 ; 21,5 ; 55,4 ; 72,1 ; 103,9 ; 113,4 ; 1154 .4 ;
131,6; 154,4 ; 159,6 ; 161,8 ; 168,4 ; 170,7.

Ouverture directe de la dilactone 170 par I'alcoobenzylique

L’alcool benzyliquel88b (0,017 mL, 0,17 mmol, 1 €q.) est mis en solutionsda mL
de THF. La solution est refroidie a -78°C etreBuLi (1,6 M dans I'hexane, 0,1 mL,
0,17 mmol, 1 éq.) est ajouté. Le mélange est laisstonter a -35°C et la dilactori&g0
(44 mg, 0,17 mmol, 1 éq.) est ajoutée par portiens1lh. Aprés retour a température
ambiante, la solution est hydrolysée par ajout €’salution d’acide chlorhydrique 1 M. La
phase aqueuse est extraite 2 fois a 'AcOEt. Les@h organiques combinées sont séchées
sur sulfate de magnésium et concentréees. Le résidensuite purifié par chromatographie sur
gel de silice (éluant : Cy/AcOEt : 85/15 a 50/90).produit de type 189b (34 mg, 55%) est
obtenu sous forme d’un solide jaune. Le produityge Il 189c(7 mg, 11%) est obtenu sous
forme d’un solide blanc.

H189b 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2§H)-ylidéne)propanoate de

benzyle
©\/ N
O N0
o i Formule brute : C,;H150¢
HO Masse molaire (g/mol) :366,36

Rf: 0,74 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)

OMe

RMN 'H (300 MHz, CDCk): &: 2,17 (s, 3H); 3,83 (s, 3H); 5,34 (s, 2H) ; %,d,
J=9,1Hz, 2H); 7,41 (m, 5H) ; 8,11 (d, J = 94, BH) ; 13,49 (s, 1H).

RMN '°C (75 MHz, CDCl): 6: 14,0; 55,4 ; 69,1 ; 104,6 ; 111,4; 114,0;,921128,5 ;
128,9;129,1; 129,2; 134,3 ; 154,6 ; 158,6 ;,45966,5 ; 171,5.

MS (ES, nég) :365,4 [M-HT
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H189c 2-(3-hydroxy-4-méthyl-5-oxofuran-26H)-ylidene)2-(4-méthoxyphényl)acétate de

benzyle
OMe
Formule brutue : CyiH150s
o Masse molaire (g/mol) :366,36
X0 Rf: 0,26 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
O O
=
HO
Me

RMN 'H (300 MHz, CDCL): 5: 1,88 (s, 3H); 3,83 (s, 3H); 5,29 (s, 2H) ; %8,
J=6,8Hz, 2H) ; 7,13-7,36 (m, 7H) ; 12,78 (s, 1H)

RMN °C (75 MHz, CDCL): &: 6,6 ; 55,4 ; 68,9 ; 104,4; 113,6 ; 114,9 ; 224128,0;
128,8 ;131,6 ; 134,5; 155,1 ; 159,7 ; 161,6 ;,264.71,1.

Ouverture directe de la dilactone 170 par le dodécwel

Le dodécanoll88c (0,031 mL, 0,14 mmol, 1 éq.) est mis en solutionsdd mL de
THF. La solution est refroidie a -78°C et teBuLi (1,6 M dans I'hexane, 0,08 mL,
0,14 mmol, 1 éq.) est ajouté. Le mélange est laisstonter a -35°C et la dilactori&g0
(36 mg, 0,14 mmol, 1 éq.) est ajoutée par portiens1lh. Aprés retour a température
ambiante, la solution est hydrolysée par ajout €’salution d’acide chlorhydrique 1 M. La
phase aqueuse est extraite 2 fois a 'AcOEt. Les@h organiques combinées sont séchées
sur sulfate de magnésium et concentréees. Le résidensuite purifié par chromatographie sur
gel de silice (éluant : Cy/AcOEt : 90/10 & 70/33).produit de type 189c(21 mg, 34%) est
obtenu sous forme d’'un solide jaune. Le produityge 11 190c (5 mg, 8%) est obtenu sous
forme d’un solide blanc.

189c 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2%H)-ylidene)propanoate de
dodécyle

Me
0 Formule brute : CygH3606
X0 Masse molaire (g/mol) :444,56
0] — 0 Rf : 0,87 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
HO

OMe
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RMN *H (200 MHz, CDCl) : §: 0,89 (t, J = 6,0 Hz, 3H) ; 1,27-1,43 (m, 18H),71-1,78
(m, 2H) ; 2,14 (s, 3H) : 3,82 (s, 3H) ; 4,29 (& 8,0 Hz, 2H) ; 6,92 (d, J = 10,0 Hz, 2H) ; 8,11
(d, J = 10,0 Hz, 2H) ; 13,65 (s, 1H).

RMN C (50 MHz, CDCl3) : 6: 13,9 ; 14,2 ; 22,8 ; 25,9 ; 28,3 ; 29,3 ; 292D,5 ; 29,6 ;
29,7 :32,0:55,3:67,8:104,3;:111,6:113192.0; 129,1: 154,2 ; 158,8 ;: 159,3 ; 166,5;
171,7.

MS (ES, nég) :443,3 [M-H]

ngoc 2-(3-hydroxy-4-méthyl-5-oxofuran-26H)-ylidene)2-(4-méthoxyphényl)acétate de

dodécyle
OMe
Formule brutue : CygH3z¢06
Masse molaire (g/mol) :444,56
(@) N0 Rf: 0,68 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
o J/©
HO
Me

RMN 'H (200 MHz, CDCl) : §: 0,88 (t, J = 6,6 Hz, 3H) ; 1,22-1,25 (m, 18H),53-1,59
(m, 2H) : 1,88 (s, 3H) ; 3,83 (s, 3H) ; 4,29 (& 8,6 Hz, 2H) : 6,89 (d, J = 8,8 Hz, 2H) ; 7,15
(d, J = 8,8 Hz, 2H) ; 12,96 (s, 1H).

Ouverture directe de la dilactone 170 par le méthami

Une solution de dilactorit70(35,4 mg, 0,14 mmol) dans 5 mL de MeOH est chauffée
a reflux durant 12h. Apres évaporation de I'exces MeOH, le résidu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (éluant : Cy/AtO8&0/20 a 70/30). Le produit de type |
162b (21,9 mg, 54%) est obtenu sous forme d’un solidega Le produit de type 190d
(17,9 mg, 44%) est obtenu sous forme d’un solidadl

ngod 2-(3-hydroxy-4-méthyl-5-oxofuran-26H)-ylidene)2-(4-méthoxyphényl)acétate de

méthyle
OMe
Formule brute : C;sH1406
MeO Masse molaire (g/mol) :290,27
X\ —0 Rf: 0,17 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
o] ~ O
HO
Me
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RMN 'H (300 MHz, CDCL): 5: 1,88 (s, 3H); 3,83 (s, 3H); 3,85 (s, 3H); 16,
J=8,7Hz, 2H) ;7,16 (d, J = 8,8 Hz, 2H) ; 12(841H).

RMN °C (75 MHz, CDCk): &: 6,6 ; 54,3; 55,4 ; 104,4; 113,7; 114,7 ; 224131,5;
155,0;159,8;161,6;168,2;171,7.

HRMS (ES, pos) : Calculée pour @H1s0s:  291,0863 [M+H]
Trouvée :  291,0865
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Procédure générale D: ouverture controlée par le TBF* de la dilactone
170 par un alcool

L’hexafluorobenzéne est distillé sur GaHe cyanure de tétrabutylammonium est
séché a 40°C pendant une nuit avant utilisation.

Le TBAF* est préparé comme sUit le TBACN (1 éq.) est dissout dans MeCN
(2 mL/mmol TBACN). L’hexafluorobenzene (0,16 égs} ajouté et la solution est agitée 1h a
température ambiante.

La dilactonel70 (1 €g.) est mise en solution dans 1,5 mL de THé&.nhilieu est
refroidi a -35°C et le TBAF* (1 M dans MeCN, 2 é@3t ajouté au goutte a goutte. Aprées
15 min d’agitation a -35°C, la solution est refiieid -78°C. L'alcooll88(2,5 €qg.) dans 1 mL
de THF est alors ajouté. Aprés 15 min a -78°Cplat®n est laissée revenir a température
ambiante. Aprés concentration, le résidu est gupéir chromatographie sur gel de silice.

189a 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2§H)-ylidene)propanoate
d’isopropyle

Le composél89a est préeparé a partir dé70 (29,8 mg, 0,11 mmol, 1éq.) et
d’isopropanol 188a (23 uL, 0,29 mmol, 2,5 éq.), suivant la procéduémégale D. Aprés
purification sur gel de silice (éluant: DCM), ltes 189a (25,5 mg, 69%) est obtenu sous
forme d’'un solide jaune.

Me
T
o) — (0] Formule bruFe : Ci7H1806
HO Masse molaire (g/mol) :318,32

Rf: 0,62 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
Pf : 155-156°C

OMe

RMN *H (300 MHz, CDCl) : §: 1,38 (d, J = 6,4 Hz, 6H) ; 2,14 (s, 3H) ; 3(833H) ; 5,21
(spt, J = 6,4 Hz, 1H) ; 6,95 (d, J = 9,1 Hz, 218)10 (d, J = 9,1 Hz, 2H) ; 13,74 (s, 1H).

RMN C (75 MHz, CDCL) : §: 13,9 ; 21,7 ; 55,3 ; 72,0 ; 104,3 ; 112,1 ; 913122,1 ;
129,2 : 154,2 : 158,9 : 159,3 ; 166,7 ; 171,2.

IR : 2957, 2399, 2350, 1783, 1767, 1601, 1296, 125041854 crit.

HRMS (ES, pos) : Calculée pour ¢H140s: 319,1149 [M+H]
Trouvée :  319,1167
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H189b 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2§H)-ylidéne)propanoate de

benzyle

Le composél89b est préparé a partir de/0 (27,3 mg, 0,10 mmol, 1 éq.) et d’alcool
benzylique 188b (28 uL, 0,26 mmol, 2,5 é€q.), suivant la procédgenérale D. Apres
purification sur gel de silice (éluant: DCM), ltes 189b (32,2 mg, 83%) est obtenu sous
forme d’un solide jaune.

@/ N
O

N0 o Formule brute : Cy1H1504
O =~ Masse molaire (g/mol) :366,36
HO Rf: 0,74 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
Pf: 168-169°C
OMe

RMN 'H (300 MHz, CDCL): §: 2,17 (s, 3H); 3,83 (s, 3H); 5,34 (s, 2H) ; 5.@,
J=09,1Hz, 2H): 7,41 (m, 5H) ; 8,11 (d, J = 94, BH) ; 13,49 (s, 1H).

RMN '°C (75 MHz, CDCl): 6: 14,0 ; 55,4 ; 69,1 ; 104,6 ; 111,4; 114,0;,921128,5;
128,9;129,1;129,2 ;134,33 ; 154,6 ; 158,6 ;,45966,5 ; 171,5.

IR : 3067, 2933, 2838, 2390, 2350, 2319, 1759, 174&,1B480, 1267, 1079, 693 &m

HRMS (ES, pos) : Calculée pour gH140s: 367,1176 [M+H]
Trouvée: 367,1170

189c 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2%H)-ylidene)propanoate de
dodécyle

Le composél89c est préparé a partir d&70 (25,6 mg, 0,10 mmol, 1 éq.) et de
dodécanol188c (56 pL, 0,25 mmol, 2,5 éq.), suivant la procéduégngale D. Apres
purification sur gel de silice (éluant : DCM), Iltes 189c (28,6 mg, 65%) est obtenu sous
forme d’un solide jaune.

Me Formule brute : CygH3605
o -0 Masse molaire (g/mol) :444,56
o) Rf: 0,87 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
O Pf : 97-98°C

OMe
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RMN *H (200 MHz, CDCl) : §: 0,89 (t, J = 6,0 Hz, 3H) ; 1,27-1,43 (m, 18H),71-1,78
(m, 2H) ; 2,14 (s, 3H) : 3,82 (s, 3H) ; 4,29 (& 8,0 Hz, 2H) ; 6,92 (d, J = 10,0 Hz, 2H) ; 8,11
(d, J = 10,0 Hz, 2H) ; 13,65 (s, 1H).

RMN C (50 MHz, CDCl3) : 6: 13,9 ; 14,2 ; 22,8 ; 25,9 ; 28,3 ; 29,3 ; 292D,5 ; 29,6 ;
29,7 :32,0:55,3:67,8:104,3;:111,6:113192.0; 129,1: 154,2 ; 158,8 ;: 159,3 ; 166,5;
171,7.

IR : 2923, 2849, 1770, 1621, 1567, 1273, 1251, 1082c846

HRMS (ES, pos) : Calculée pour GgsH370s: 445,2585 [M+H]
Trouvée :  445,2563

189d (S)-(méthyl 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxo-fuan-(2(5H)-ylidene)
propanoate de 2,2-diméthyl-1,3-dioxolan-4-yle

Le composd89dest préparé a partir d&0(31,2 mg, 0,12 mmol, 1 éq.) et de solketal
188d (38 pL, 0,30 mmol, 2,5 éq.), suivant la procédyérérale D. Aprés purification sur gel
de silice (éluant: DCM), l'estet89d (27,2 mg, 58%) est obtenu sous forme d'un solide
jaune.

= Me
\/\/o
X0 Formule brute : C,oH,,0s
'e) — o Masse molaire (g/mol) :390,38
HO Rf: 0,71 (DCM, UV + vanilline)

Pf:123-124°C

OMe
RMN 'H (200 MHz, CDCls) : & : 1,38 (s, 3H) ; 1,45 (s, 3H) ; 2,19 (s, 3H) ;13888 (m,
4H) ; 4,10-4,18 (m, 1H) ; 4,35-4,44 (m, 3H) ; 65 J =8,9 Hz, 2H) ; 8,10 (d, J = 8,9 Hz,
2H) ; 13,32 (s, 1H).

RMN *°C (50 MHz, CDCl) : §: 13,9 ; 25,3 ;26,9 ;55,4 ; 66,1 ; 67,2 ; 731D4,9 ; 110,3 ;
111,0;114,0;121,9,; 129,3; 154,8 ; 158,5 ;,95966,4 ; 171,6.

IR : 2975, 2932, 2851, 2397, 1760, 1623, 1605, 1309172980, 842 cih

HRMS (ES, pos) : Calculée pour GoH»1:0s:  389,1242 [M+H]
Trouvée :  389,1251
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193a  4-hydroxy-5-(3-hydroxy-3-méthlybutan-2-ylidéng 3-(4-méthoxyphényl) furan-
2(5H)-one

La dilactonel70 (75,8 mg, 0,29 mmol, 1 ég.) est mise en suspercgams 2 mL de
THF. La solution est refroidie a -78°C et une dolutde MelLi (1,6 M dans I'éther, 0,27 mL,
0,44 mmol, 1,5 éq.) est ajouté lentement. Le mikstiagité 30 min a -78°C puis est laissé
revenir a température ambiante. La réaction estohyske par ajout d’'une solution d’acide
chlorhydrique 1 M et la phase aqueuse est exteaftas a I’AcOEt. Les phases organiques
combinées sont séchées sur sulfate de magnésigonegntrées. Le résidu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (éluant: Cy/At©OB0/50) pour donner I'alcoal93a
(42 mg, 64%) sous forme d’un solide orange pale.

Me
HO
X0
S o Formule brute : CigH1¢05
HO Masse molaire (g/mol) 290,31
Rf : 0,35 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)
OMe

RMN 'H (300 MHz, MeOD): §: 1,53 (s, 6H); 2,03 (s, 3H); 3,81 (s, 3H);3,a,
J=9,1Hz, 2H) ;7,99 (d, J = 9,1 Hz, 2H).

RMN °C (50 MHz, MeOD): §: 16,2; 29,1 ; 55,6 ; 75,3; 102,9 ; 114,5; 224126,6 ;
132,7 ;140,9; 160,0 ; 162,0 ; 170,8.

MS (ES, pos) :291,1 [M+HT

193b 4-hydroxy-5-(1-hydroxy-1,1-diphénylpropan-2-ylideng-3-(4-méthoxyphényl)
furan-2(5H)-one

La dilactonel70 (56,7 mg, 0,22 mmol, 1 ég.) est mise en suspercgams 3 mL de
THF. La solution est refroidie a -78°C et une solutde PhLi (2 M dans B, 0,11 mL,
0,22 mmol, 1 éq.) est ajouté lentement. Le milistiagité 30 min a -78°C puis est laissé
revenir a température ambiante. La réaction estohyske par ajout d’'une solution d’acide
chlorhydrique 1 M et la phase aqueuse est exteaftas a I’AcOEt. Les phases organiques
combinées sont séchées sur sulfate de magnésigonegntrées. Le résidu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (éluant : Cy/AtO85/15 a 50/50) pour donner l'alcool
193b (13 mg, 28%) sous forme d’une huile marron.

Me
HO Ph
X—O0

Ph S o Formule brute : CygH505
HO Masse molaire (g/mol) 414,45
Rf : 0,35 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)

OMe
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RMN 'H (300 MHz, CDCk): &: 1,80 (s, 3H); 3,79 (s, 3H), 6,87 (d, J = 9,0 &H),
7,31-7,41 (m, 10H) ; 7,97 (d, J = 9,0 Hz, 2H).

MS (ES, pos) :397 [M-H;0]" ; 415 [M+H]'

193c 5-(3-allyl-3-hydroxyhex-5-en-2-ylidene)-4-hydroxy-34-méthoxyphényl) furan-
2(5H)-one

La dilactonel70 (56,8 mg, 0,22 mmol, 1 ég.) est mise en suspercgams 3 mL de

THF. La solution est refroidie a -78°C et une solutde chlorure d’allylmagnésium (2 M
dans THF, 0,11 mL, 0,22 mmol, 1 éq.) est ajoutéelment. Le milieu est agité 30 min a
-78°C puis est laissé revenir a température amdidrd réaction est hydrolysée par ajout
d’une solution d’acide chlorhydrique 1 M et la phagjueuse est extraite 2 fois & 'AcOEt.
Les phases organiques combinées sont séchéeslfaie sle magnésium et concentrées. Le
résidu est purifié par chromatographie sur gelitiees(éluant : Cy/AcOEt : 85/15 a 50/50)
pour donner I'alcool93c(10 mg, 26%) sous forme d’'une huile marron.

|

Me
HO
X —0
N\ 0 Formule brute : CygH».05
HO = Masse molaire (g/mol) :342,39

Rf : 0,42 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)

OMe

RMN H (300 MHz, CDCl) : & : 2,04 (s, 3H), 2,46 (dd, J = 14,3 Hz, J = 6,4 PH) ; 2,69
(dd, J = 14,3 Hz, J = 6,4 Hz, 2H) ; 3,82 (s, 3H)23-5,31 (m, 4H) ; 5,73-5,84 (m, 2H) ; 6,93
(d, J = 8,7 Hz, 2H) ; 8,03 (d, J = 8,7 Hz, 2H) ;AL(sl, 1H).

RMN 3C (75 MHz, CDCl): &: 16,6 ; 44,4; 55,5; 78,8 ; 113,9; 122,0 ; 922125,8 ;
129,0;131,3; 142,2 ; 158,8 ; 159,2 ; 168,4.

MS (ES, pos) :343,2 [M+H]'

méthylpropanamide

H195 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-ZH)-ylidéne)-N-meéthoxy-N-

La dilactonel70 (0,183 g, 0,71 mmol, 1 éq.) est mise en suspercgams 4 mL de

DCM. Le chlorhydrate de I&,O-diméthylhydroxylaminel94 (0,069 g, 0,71 mmol, 1 éq.) et
de la triéthylamine (0,1 mL, 0,71 mmol, 1 ég.) sauiccessivement ajoutés. Apres 2h
d’agitation a température ambiante, le milieu ggtrblysé par ajout d’'une solution d’acide
chlorhydrique 1 M et la phase aqueuse est exteaftas a I’AcOEt. Les phases organiques
combinées sont séchées sur sulfate de magnésisonegntrées. Le résidu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (€luant : DCM/MeQL00/0 a 90/10) pour donner I'amide
de Weinrell95(0,204 g, 90%) sous forme d’un solide jaune.
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OMe e
~N
Me S\
o ~,/ O Formule brute : C;gH17NOg
HO Masse molaire (g/mol) :319,31

Rf : 0,20 (DCM, UV + ninhydrine)

OMe

RMN 'H (200 MHz, CDCl) : §: 2,24 (s, 3H) ; 3,39 (s, 3H) ; 3,76 (s, 3H) : B8, 3H) ;
6,94 (d, J = 8,8 Hz, 2H) ; 8,07 (d, J = 8,8 Hz) 282,32 (s, 1H).

RMN 3C (75 MHz, CDCl): &: 15,4; 34,0; 55,2 ; 62,0; 103,9; 113,5; 713122,0;
129,0,; 151,0; 159,0; 166,9 ; 170,1.

MS (ES, nég) :318,1 [M-H]

191b 4-hydroxy-3-(4-méthoxyphényl)-5-(1-oxo-1-phénylpropn-2-ylidene)furan-26GH)-
H one
L’amide de Weinreld95 (50 mg, 0,15 mmol, 1 éq.) est solubilisé dans 3dalTHF.
La solution est refroidie a -78°C et une solutiom BhLi (2 M dans B©O, 0,16 mL,
0,31 mmol, 2 éq.) est ajoutée lentement. Le migstiagité 30 min a -78°C puis est laissé
revenir a température ambiante. La réaction estohysEe par ajout d’'une solution d’acide
chlorhydrique 1 M et la phase aqueuse est exteaftas a 'AcOEt. Les phases organiques
combinées sont séchées sur sulfate de magnésioconetntrées. Le résidu est purifié par
chromatographie préparative sur plaque de silizeage : Cy/AcOEt : 70/30) pour donner la
cétonel91b (6 mg, 12%) sous forme d’'un solide rouge.

Formule brute : CyoH1¢05
Masse molaire (g/mol) :336,34
Rf : 0,35 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)

OMe

RMN H (300 MHz, CDCly) : 5 : 2,29 (s, 3H) ; 3,85 (s, 3H) ; 6,97 (d, J = 94, BH) ; 7,51-
7,69 (M, 5H) : 8,13 (d, J = 9,1 Hz, 2H) ; 12,931(d).

MS (ES, pos) :337,0 [M+H]'
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||191a 4-hydroxy-3-(4-méthoxyphényl)-5-(3-oxobutan-2-ylidee)furan-2(5H)-one

L'ester162b (52,8 mg, 0,18 mmol, 1 €g.) est dissout dans 2 mOldF. La solution
est refroidie a -78°C et une solution de MeLi (M @lans I'éther, 0,22 mL, 0,36 mmol, 2 éq.)
est ajoutée lentement. Le milieu est agité 30 min8aC puis est laissé revenir a température
ambiante. La réaction est hydrolysée par ajoutal'smiution aqueuse saturée en,SHet la
phase aqueuse est extraite 2 fois a 'AcOEt. Less@h organiques combinées sont séchées
sur sulfate de magnésium et concentrées. Le résgtupurifié par chromatographie
préparative sur plaque de silice (éluant: Cy/AcOB0/20) pour donner la cétori®la
(13 mg, 26%) sous forme d’un solide rouge et I'ald®3a(30 mg, 57%).

Me
Me
N—O0
o ~,/ © Formule brute : CigH1,0s
HO Masse molaire (g/mol) 274,27
Rf : 0,68 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)
OMe

RMN 'H (200 MHz, CDCl): &: 2,30 (s, 3H); 2,53 (s, 3H); 3,84 (s, 3H): 6,,
J=9,0Hz, 2H) : 8,11 (d, J = 9,0 Hz, 2H) ; 14(60LH).

RMN 'C (50 MHz, CDCk): 15,7 ; 30,3; 55,4 104,2 ; 114,0; 117,7 ; 122129,3 ;
155,4 ; 158,9 ; 159,5 : 166,8 ; 206,3.

MS (ES, pos) :275,0 [M+H]'
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||197 4-hydroxy-3-méthylfuran-2(5H)-one **°

Le 2-méthylacétoacétate de méthidt (5,0 mL, 35,34 mmol, 1 éq.) est dissout dans
15mL de CHG. Le milieu est refroidi a 0°C et une solution deorbe (1,92 mL,
37,46 mmol, 1,06 ég.) dans 5 mL de CKE&$t ajoutée. Aprés 1h d’agitation a température
ambiante, le milieu est concentré. Le résidu estige chauffé 2h a 130°C. Le solide qui se
forme est lavé avec du cyclohexane, puis recriséalllans le méthanol, pour donner le
composél97 (1,58 g, 39%) sous forme de cristaux blancs.

0
~ (@] Formule brute : CsHg05
HO Masse molaire (g/mol) :114,10
Me

RMN *H (200 MHz, DMSO ) : § : 1,57 (s, 3H) ; 4,56 (s, 2H).

RMN °C (75 MHz, DMSO &) : §: 6,0 ; 66,5 ; 94,5 ; 172,9 ; 175,3.

|198 4-benzyloxy-3-méthylfuran-2§H)-one

Le produit197(0,932 g, 8,17 mmol, 1 éq.) est mis en suspensaos d0 mL de THF.
L’alcool benzylique (1,01 mL, 9,80 mmol, 1,2 ég.} & triphénylphosphine (2,57 g,
9,80 mmol, 1,2 éq.) sont ajoutés successivemensolidgion est ensuite refroidie a 0°C et le
diazodicarboxylate dsopropyle (1,94 mL, 9,80 mmol, 1,2 éq.) est ajoutétdment. La
solution est agitée 12h a température ambiantelpuisiF est évaporé. Le résidu est purifié
par chromatographie sur gel de silice (éluant: DQdur fournir le produit protég&98
(1,23 g, 74%) sous forme d’un solide beige.

0]
'e) Formule brute : C;5H1503
') = Masse molaire (g/mol) 204,22
©/\ Me Rf : 0,51 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)
RMN *H (200 MHz, CDCly) : & : 1,86 (s, 3H); 4,63 (s, 2H) ; 5,22 (s, 2H), 77386 (m, 5H).

RMN **C (75 MHz, CDCl): &: 7,2; 65,9 ; 72,1; 99,3; 127,3; 128,8; 1351¥1,5;
175,2.

MS (ES, pos) :205,1 [M+HT
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||36b 2-(4-bromophényl)-2-oxoacétate de méthyfe*

Le 4-bromophénylacétate de méthyléc (0,365 g, 1,59 mmol, 1 ég.) est mis en
solution dans 12 mL de MeCN. La 1,8-diazabicyc[Blundec-7-éne (DBU, 0,17 mmol,
0,7 éq.) est ajoutée et la solution est agitée irb antempérature ambiante avant d’étre
refroidie a 0°C. L'azoture dp-acétamidobenzénesulfonyle (0,460 g, 1,91 mmolgd,p est
alors ajouté et le milieu est laissé sous agitalidempérature ambiante pendant 12h. Sont
alors ajoutés successivement du benzéne (12 mllpaone (8,3 mL), de I'eau (12 mL), de
I'hydrogénocarbonate de sodium (5,12 g, 59,33 mn331,éq.) et de l'oxorfe (9,49 g,
15,42 mmol, 10 éq.). Le milieu est maintenu soutefagitation pendant 30 min. Apres ajout
d’eau, le milieu est extrait 3 fois a I'éther. Lgsases organiques combinées sont séchées sur
sulfate de magnésium et concentrées. Une puribicgiar chromatographie sur gel de silice
(éluant : Cy/AcOEt : 90/10) fournit le cétoes®8b (0,304 g, 79%) sous forme d’'un solide
blanc.

O

Formule brute : CgH,Br0;
COOMe Masse molaire (g/mol) 243,05
Rf : 0,39 (Cy/AcOEt : 90/10, UV + vanilline)
Br

RMN H (200 MHz, CDCL) : & : 3,98 (s, 3H) ; 7,66 (d, J = 8,6 Hz, 2H) ; 7,81 = 8,6 Hz,
2H).

RMN *3C (50 MHz, CDCly) : 6 : 52,9 ; 130,5 ; 131,2 ; 131,4 ; 132,3 ; 163,84,T.

GC-MS : tr = 7,3 min MS 260 ; 262 [M+NH"

acétate de méthyle

‘ 199a 2-(3-(benzyloxy)-4-méthyl-5-ox0-2,5-dihydrofuran-2yl)-2-hydroxy-2-phényl

Une solution de DIPA (0,79 mL, 5,61 mmol, 1,5 éphs 20 mL de THF est refroidie
a —78°C, puis le-BuLi (1,5 M dans 'hexane, 3,74 mL, 5,61 mmol, &) est ajouté. La
solution est agitée 20 min a -20°C avant d’étreoidfe a -78°C. Le dérivé tétronique protégé
198 (0,764 g, 3,74 mmol, 1 éq.) dans 10 mL de THFagstité lentement. La solution est
agitée 30 min a -78°C puis le formate de benzo¥|6 L, 11,23 mmol, 3 éq.) est ajouté.
Apres 30 min d’agitation a -78°C, la solution esis$ée revenir a température ambiante.
Apres ajout d'une solution aqueuse saturée egNHa phase agueuse est extraite a I'acétate
d’éthyle. La phase organique est séchée sur sulfatenagnésium et concentrée. Aprés
purification par chromatographie sur gel de sil{éuant: Cy/AcOEt: 90/10 a AcOEt),
I'alcool 199a (0,950 g, 69%) est obtenu sous forme d’'un mélamgdnes diastéréeomeres
(65/35 par intégration en RMNH). Un isomére a pu étre isolé et caractérisé.
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Formule brute : Cy1H,0g
Masse molaire (g/mol) :368,38
Rf: 0,41 et 0,47 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)

RMN *H (200 MHz, DMSO d): &: 1,94 (s, 3H); 3,29 (s, 3H) ; 5,47 (dd, J = HA)
J=4,2Hz, 2H) ; 5,75 (s, 1H) ; 6,36 (s, 1H) :3B44 (m, 8H) ; 7,62 (d, J = 7,8 Hz, 2H).

RMN *3C (75 MHz, DMSO &) : §: 8,5 ; 52,1 ; 72,9 ; 77,3 ; 80,1 ; 98,4 ; 126127,8 ;
128,0;128,1;128,3; 128,4 ; 135,7 ; 139,3 ;,96971,3 ; 174,1.

MS (ES, pos) :391,0 [M+Na]

H199b 2-(3-(benzyloxy)-4-méthyl-5-oxo0-2,5-dihydrofuran-2yl)-2-(4-bromophényl)-2-

hydroxyacétate de méthyle

Une solution de DIPA (0,23 mL, 1,66 mmol, 1,5 éphs 10 mL de THF est refroidie
a —78°C, puis len-BuLi (1,5 M dans I'hexane, 1,23 mL, 1,66 mmol, &) est ajouté. La
solution est agitée 20 min a -20°C avant d’étreoidfe a -78°C. Le dérivé tétronique protégé
198(0,226 g, 1,11 mmol, 1 éqg.) dans 3 mL de THF jesité lentement. La solution est agitée
30 min a -78°C puis le cétoestaésb (0,807 mL, 11,23 mmol, 3 éq.) dans 3 mL de THF est
ajouté. Aprés 30 min d'agitation a -78°C, la sauatiest laissée revenir a température
ambiante. Apres ajout d’'une solution aqueuse sateméNHCI, la phase aqueuse est extraite
a l'acétate d’éthyle. La phase organique est sésheasulfate de magnésium et concentrée.
Aprées purification par chromatographie sur gel ilees(éluant : Cy/AcOEt : 90/10 a 50/50),
I'alcool 199b (0,329 g, 69%) est obtenu sous forme d’'un mélaggenlaire de deux formes
diastéréomeres.

Formule brute : C,;H1oBro6
Masse molaire (g/mol) :447,28
Rf: 0,50 et 0,60 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)

RMN *H (200 MHz, CDCl, 2 dia) : & : 2,02 (s, 3H) ; 2,06 (s, 3H) ; 3,37 (s, 3H) ;8(8,
3H) : 5,12 (s, 2H) ; 5,34 (s, 2H) ; 5,41 (s, 18)70 (s, 1H) ; 7,27-7,55 (M, 18H).

MS (ES, pos) :447,1 ; 449,0 [M+H]
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||200a 2-(3-(benzyloxy)-4-méthyl-5-oxofuran-2%H)-ylidene)-2-phénylacétate de méthyle

Suivant le mode opératoire de déshydratation dgmour le composél60 la
déshydratation d&99a(0,356¢g, 0,89 mmol) fournit 'isomére du compos&00a (0,055 g,
18%) sous forme d’un solide beige.

MeO Formule brute : CyiH105
X—0 Masse molaire (g/mol) :350,36
'e) - (0] Rf : 0,67 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)

RMN *H (300 MHz, CDCl) : &: 2,14 (s, 3H) ; 3,29 (s, 3H) ; 5,40 (s, 2H) ; ZB60 (m,
10H).

RMN 3C (75 MHz, CDCl): : 9,3; 52,3; 74,4 ; 101,8; 115,4; 128,5; 828129,0;
129,2;129,3;131,3;134,6 ; 141,4 ; 161,3 ;,86469,9.

200b 2-(3-(benzyloxy)-4-méthyl-5-oxofuran-2§H)-ylidene)-2-(4-bromo) phényl acétate
de méthyle
Suivant le mode opératoire de déshydratation démour le composél60 la
déshydratation del97b (0,089g, 0,20 mmol) fournit le compos#0b (0,038 g, 44%,
E/Z : 75/25 par intégration en RMAH) sous forme d’un solide blanc.

Br
Formule brute : C,;H1/Br0Os
MeO Masse molaire (g/mol) :429,26
N—0Q Rf: 0,75 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)
0 ~ O
O
Me

Isomeére E :
RMN H (200 MHz, CDCl) : 6 : 2,14 (s, 3H); 3,27 (s, 3H) ; 5,40 (s, 2H) ;17338 (m,
2H) ; 7,42-7,52 (m, 8H).

RMN **C (50 MHz, CDCl) : 9,3 ;52,4 ; 74,5 ; 102,2 ; 114,3 ; 123,6 ; 127128,7 ; 129,0 ;
129,2 ;130,3; 131,1 ; 132,0 ; 141,9 ; 161,2 ;,366.69,6.

MS (ES, pos) :429 ; 431 [M+H]
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Isomere Z :
RMN H (200 MHz, CDClg): 6: 2,10 (s, 3H); 3,79 (s, 3H) ; 5,06 (s, 2H) ;92013 (m,
2H) ; 7,42-7,52 (m, 8H).

RMN *°C (75 MHz, CDCl) : 9,4 ; 52,9 ; 74,1 ; 105,2 ; 114,5 ; 122,9 ; 128128,9 ; 129,0 ;
129,4;130,5;131,6; 134,6 ; 145,7 ; 161,9 ;,669.68,9.

||201a 2-(3-hydroxy-4-méthyl-5-oxofuran-26H)-ylidene)-2-phénylacétate de méthyle

Suivant le mode opératoire de d’hydrogénation Igtid@e décrit pour le composé
162b, la déprotection du produz00a (0,121 g, 0,35 mmol) fournit, apres chromatographie
sur gel de silice (éluant: DCM), le compo2@la (0,046 g, 48%) sous forme d’'un solide
blanc.

Formule brute : Ci4H1,05
N0 Masse molaire (g/mol) 260,24
Rf : 0,36 (DCM, UV + vanilline)

MeO

Me

RMN *H (200 MHz, CDCly) : & : 1,90 (s, 3H) ; 3,85 (s, 3H) ; 7,21-7,27 (m, 2H)38-7,43
(m, 3H) : 12,86 (s, 1H).

RMN '°C (75 MHz, CDCl): 6: 6,6 ; 54,3 ; 104,4; 114,8 ; 128,1; 128,5;,030132,0 ;
155,2;161,5;168,0; 171,4.

HRMS (ES, pos): Calculée pour GH120s5:  261,0757 [M+H]
Trouvée :  261,0753

HZOlb 2-(4-bromophényl)-2-(3-hydroxy-4-méthyl-5-oxofuran2(5H)-ylidéne)acétate de
méthyle

Suivant le mode opératoire de d’hydrogénation Igtid@e décrit pour le composé
162b, la déprotection du produ#00b (0,035 g, 0,08 mmol) fournit, apres chromatographie
sur gel de silice (éluant: DCM), le compaa@lb (0,018 g, 66%) sous forme d’'un solide
blanc.

Br

Formule brute : C;4H1,Br0Os
MeO Masse molaire (g/mol) :339,14
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RMN 'H (200 MHz, CDCls) : & : 1,89 (s, 3H) ; 3,85 (s, 3H) ; 7,09 (d, J = 8 8;k2H) ; 7,52
(d,J=8,6 Hz ; 2H) ; 12,79 (s, 1H).

MS (ES, pos) :339,0 ; 341,0 [M+H]

205 2-(3-méthoxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-8H)-ylidene)malonate de
‘ ‘ diéthyle

Une solution den-BuLi (1,5 M dans I'hexane, 2,52 mL, 3,58 mmol, &d) dans
15 mL de THF est refroidie a -78°C. L'acide tétoe protégél74 (0,555 g, 2,52 mmol,

1 éq.) dans 5 mL de THF est ajouté lentement. lLiatisa est agitée 30 min a -78°C puis le
cétomalonate de diéthyl203 (1,15 mL, 7,57 mmol, 3 €g.) dans 5 mL de THF esuts.
Apres 30 min d’agitation a -78°C, la solution esis$ée revenir a température ambiante.
Apres ajout d'une solution aqueuse saturée egNHa phase agueuse est extraite a I'acétate
d’éthyle. La phase organique est séchée sur saléaeagnésium et concentrée.

L’huile obtenue est solubilisée dans 20 mL de D@\M\ette solution refroidie & 0°C
sont ajoutés successivement la triéthylamine (21L015,12 mmol, 6 éq.), le DMAP (0,01g,
0,36 mmol, 0,1 éq.) et lentement le TFAA (1,07 mil56 mmol, 3 éq.) dans 5 mL de DCM.
Apres une nuit d’agitation a température ambial@enilieu est hydrolysé par ajout d’'une
solution d’acide chlorhydrique 1 M. La phase aqeeest extraite au DCM. Les phases
organiques combinées sont séchées sur sulfate gieésiam et concentrées. Le produit est
ensuite purifié par chromatographie sur gel deesi{éluant : DCM/ED : 100/0 a 90/10). Le
produit205 (0,610 g, 64%) est obtenu sous forme d’'un sohdeg.

COOEt
EtOO0C™ O
= o Formule brute : C;gH,0g
MeO Masse molaire (g/mol) :376,35
Rf : 0,60 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)
OMe

RMN *H (300 MHz, CDCl) : 6 : 1,35 (q, J = 7,2 Hz, 2H) ; 3,76 (s, 3H) ; 3,843H) ; 4,33
(qd,J=7,2Hz,J=2,8Hz, 4H) ; 6,96 (d, J =187/ 2H) ; 7,47 (d, J = 8,7 Hz, 2H).

RMN °C (75 MHz, CDCl) : 6: 14,1 ;14,2 ;55,4 ;61,0 ;62,0 ; 62,3 ; 107121,1 ; 114,2 ;
119,5:131,3:160,7 : 161,1: 161,4 ; 163,4 ;, 166

MS (ES, pos) :415,1 [M+K]'

HZO? 2-(4-(4-méthoxyphényl)-3-méthoxy-5-oxofuran-8H)-ylidene)malonate de
diéthyle

Suivant la procédure générale B décrite pour lmpmsel62 le traitement d05
(26 mg, 0,07 mmol, 1 éq.) par BBtonne le produit déproté@®7 (15 mg, 61%) sous forme
d’un solide jaune pale.
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COOEt
EtOO0C™ X0
= o Formule brute : C;gH10g
MeO Masse molaire (g/mol) :362,33
Rf : 0,29 (Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)
OH

RMN *H (300 MHz, CDCk): &: 1,31 (q, J=7,1Hz, 2H) ; 3,75 (s, 3H) ; 4,38,(
J=7,1Hz,J =26 Hz, 4H) ; 5,57 (sl, 1H) ; 6(80J = 8,6 Hz, 2H) ; 7,40 (d, J = 8,6 Hz, 2H).

RMN C (75 MHz, CDCL) : §: 14,2 ; 61,1 ; 62,2 ; 62,4 ; 114,8 ; 115,8 ; $19149,3 ;
151,1; 155,4 ; 157,1 ; 168,7.

||206 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-ZH)-ylidene)malonate de diéthyle

Une solution den-BuLi (1,45 M dans I'hexane, 2,21 mL, 3,21 mmolg@) dans
10 mL de THF est refroidie a -78°C. L'acide tétiqureé 173 (0,221 g, 1,07 mmol, 1 éq.) est
ajouté par portions. La solution est agitée 1h&C7puis le cétomalonate de diéthye3
(0,49 mL, 3,21 mmol, 3 éq.) est ajouté. Aprés 30 miiagitation a -78°C, la solution est
laissée revenir a température ambiante et agitée A@rés ajout d’'une solution d’acide
chlorhydrique 1 M, la phase aqueuse est extraitecatate d’éthyle. La phase organique est
séchée sur sulfate de magnésium et concentrée.

Le solide obtenu est mis en suspension dans 18enibCM. A cette solution refroidie
a 0°C est ajouté le TFAA (0,23 mL, 1,61 mmol, 291)€éLe milieu, devenu homogene, est
agité 15 min puis la pyridine (0,43 mL, 5,37 mm@lgéq.) est ajoutée. Apres une nuit
d’agitation a température ambiante, le milieu agtrblysé par ajout d’'une solution d’acide
chlorhydrique 1 M. La phase aqueuse est extraite@M. Les phases organiques combinées
sont séchées sur sulfate de magnésium et concentréeproduit est ensuite purifié par
chromatographie sur gel de silice (éluant: DCMZEt 100/0 & 90/10). Le produit attendu
206 (0,103 g, 27%) est obtenu sous forme d’'un solrdege.

COOEt
EtOOC™ X\ ~-O
= o Formule brute : C;gH10g
HO Masse molaire (g/mol) :362,33
Rf : 0,31 (DCM/E$O : 50/50, UV + vanilline)
OMe

RMN *H (200 MHz, CDCl): &: 1,37 (q, J=7,2Hz, 2H) ; 3,84 (s, 3H) ; 4,48,
J=7,2Hz, J=27Hz 4H) : 6,96 (d, J = 6,9 BH) ; 8,11 (d, J = 6,9 Hz, 2H).

RMN *C (75 MHz, CDCk) : §: 13,9 ; 14,1 ; 55,4 ; 62,8 ; 64,4 ; 106,3 ; 108814,1 ;
121,2; 129,6 ; 156,2 ; 157,7 ; 160,0 ; 161,8 ; 264,68,3.
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210 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-ZH)-ylidene)propanate de
‘ ‘ sodium

L’acide 177 (66,8 mg, 0,24 mmol, 1 éq.) est dissout dans 6,5discétone. Une
solution d’hydroxyde de sodium (9,7 mg, 0,24 mniogg.) dans 1 mL d’eau est ajoutée et le
milieu est laissé sous agitation a température ambdipendant 12h. Aprés concentration, le

résidu est lyophilisé pendant 24h, pour donnerele2%0 (71,5 mg, quantitatif) sous forme
d’un solide orange.

Me
@0
Na  00C™ X\ O
~ (0]
HO Formule bru;e : CiaHiiNaG
Masse molaire (g/mol) :298,22
OMe

RMN H (200 MHz, DMSO d6) :5: 1,92 (s, 3H) ; 3,74 (s, 3H) ; 6,89 (d, J = 88 BH) ;
8,07 (d, J = 8,8 Hz, 2H).

RMN **C (50 MHz, DMSO d6):§: 14,8 ; 54,9 ; 112,8 ; 123,3 ; 1254 ; 126,3 2,35;
156,6 ; 167,6 ; 168,7 ; 169,7.

211 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-ZH)-ylidene)propanate de
N-(2-hydroxyéthyl)morpholinium

L'acide 177 (75,7 mg, 0,27 mmol, 1 éq.) est dissout dans 8 ridcétione. Une
solution deN-(2-hydroxyéthyl)morpholine (33,0 mg, 0,27 mmoléd.) dans 1 mL d’eau est
ajoutée et le milieu est laissé sous agitation mpé&rature ambiante pendant 12h. Aprés
concentration, le résidu est lyophilisé pendant,2gbur donner le seR11l (108 mg,
quantitatif) sous forme d’un solide orange.

o

H

©
b ® 00C X0
N 0
[ j HO S Formule brute : CygH»sNOg
Masse molaire (g/mol) 407,41

OMe

RMN H (200 MHz, DMSO d6) :8 : 1,92 (s, 3H) ; 3,10-3,21 (m, 4H) ; 3,37-3,44 @Hl) ;
3,64-3,74 (m, 7H) ; 3,91-3,98 (m, 2H) ; 6,89 (& 9,0 Hz, 2H) ; 8,07 (d, J = 9,0 Hz, 2H).

RMN *C (50 MHz, DMSO d6) :§: 14,7 ; 51,3 ; 54,4 ; 54,9 ; 57,8 ; 63,0 ; 9411128 ;
113,3:125,4:126,3 :152,3; 156,6 ; 167,6 ;,66469,6.
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méthyle

H213 2-(4-(4-hydroxphényl)-3-méthoxy-5-oxofuran-ZH)-ylidene)propanoate de

Suivant la procédure générale A décrite pour lapmsél61, la réaction de couplage
entre le dérivé iod82 (0,147 g, 0,45 mmol, 1 éq.) et I'acide 4-hydrox§pyboronique212
(0,075 g, 0,54 mmol, 1,2 éq.), en utilisant 7 malécat, permet d’obtenir, aprés purification
sur gel de silice (éluant : Cy/ACOEt : 80/20 a ®)/9e compos&13 (0,074 g, 42%) sous
forme d’un solide jaune.

Me
MeO e
O </ © Formule brute : C;sH1405
MeO Masse molaire (g/mol) :290,27

Rf : 0,29 (Cy/AcOEt : 60/40, UV + vanilline)

OH

RMN *H (200 MHz, CDCl) : §: 2,14 (s, 3H) ; 3,71 (s, 3H) ; 3,82 (s, 3H) :&(8, 1H) ;
6,81-6,85 (d, J = 8,6 Hz, 2H) ; 7,28-7,33 (d, J&:I8z, 2H).

RMN C (75 MHz, CDCl): &: 15,3; 46,0; 52,9; 61,2; 91,3; 108,9; 113859 ;
120,3; 131,6 ; 143,3 ; 157,1 ; 161,3 ; 168,8.

|217 1-bromo-4-(dodécyloxy)benzene

Le 4-bromophéno?16 (3 g, 17,34 mmol, 1 €q.) est dissout dans 50 mitQFE Le
bromure de dodécyl213 (4,99 mL, 20,80 mmol, 1,2 éq.) et 'hydroxyde ddgssium sont
ajoutés successivement, et le milieu est chauffieflux pendant 12h. Apres retour a
température ambiante, une solution aqueuse saamébaHCQ est ajoutée et la phase
aqueuse est extraite a I'AcOEt. La phase organasieséchée sur sulfate de magnésium et
concentrée. Le résidu est purifié par chromatodeaghr gel de silice (éluant: Cy) pour
donner le compos&l7 (3,58 g, 60%) sous forme d’un liquide incolore.

Les données spectrales sont en accord avec delledittérature?®

Br

Formule brute : C;gH,gBrO
Masse molaire (g/mol) :341,33
Rf: 0,65 (Cy, UV + vanilline)
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RMN 'H (300 MHz, CDCly) : &: 0,88 (t, J = 6,6 Hz, 3H) ; 1,26-1,42 (m, 18H),73-1,79
(m, 2H) ; 3,91 (t, J = 6,6 Hz, 2H) ; 6,77 (d, J,6 BIz, 2H) ; 7,35 (d, J = 9,0 Hz, 2H).

GC-MS : tr = 10,7 min MS 340 ; 342 [M]

||218 Acide 4-(dodécyloxy)phénylboronique

Le composé217 (1,59, 4,39 mmol, 1 éq.) est solubilisé dans 80adeL THF. La
solution est refroidie a -78°C et teBuLi (1,5 M dans 'hexane, 4,1 mL, 6,14 mmol, &dt)
est ajouté. La solution est agitée 2h a -78°C, leuig-isopropylborate (2,03 mL, 8,78 mmaol,
2 €g.) est ajouté dans 10 mL de THF. Le milieuagité 12h a température ambiante, puis
60 mL d'une solution d'acide chlorhydrique 1 M esjouté. Aprés 2h d’agitation a
température ambiante, 100 mL d’éther sont ajodpees 30 min, le produit est extrait 3 fois
a l'éther. Les phases organiques réunies sont sgckar sulfate de magnésium et
concentrées. Le résidu est purifié par chromatdgeagur gel de silice (€luant : Cy/AcOEt :
50/50) pour donner I'acide boronig&8 (0,659 g, 49%) sous forme d’un solide blanc.

HO.__OH
B

Formule brute : C;gH3,BO;
Masse molaire (g/mol) :306,25
Rf : 0,31(Cy/AcOEt : 50/50, UV + vanilline)

RMN H (300 MHz, CDCly) : §: 0,92 (t, J = 5,0 Hz, 3H) ; 1,31-1,51 (m, 18H),81-1,86
(m, 2H) ; 4,03 (t, J = 6,2 Hz, 2H) ; 7,00 (d, J,6 BIz, 2H) ; 8,15 (d, J = 8,6 Hz, 2H).

RMN °C (75 MHz, CDCL): &: 14,5; 23,0 ; 26,4 ; 29,6 ; 29,7 ; 29,8 ; 29300 ; 32,3 ;
68,2 :114,3:122,4:137,8;163,1.
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‘215 2-(4-(4-(dodécyloxy)phényl)-3-méthoxy-5-oxofura2(5H)-ylidene)propanoate de
méthyle

Suivant la procédure générale A décrite pour lapmsél61, la réaction de couplage
entre le dérivé iod®2 (0,212 g, 0,65 mmol, 1 éq.) et l'acide boronigR&8 (0,254 g,
0,83 mmol, 1,2 éq.), en utilisant 1,4 mol%a# permet d’obtenir, apres purification sur gel
de silice (éluant : Cy/ACOEt : 90/10 a 80/20), cltanposé215 (0,108 g, 36%) sous forme
d’un solide jaune.

Me

MeO N0

MeO

0 Formule brute : Cy7H3504
Masse molaire (g/mol) 458,59
Rf : 0,77 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)

RMN *H (200 MHz, CDCl) : & : 0,87 (t, J = 5,8 Hz, 3H) ; 1,26-1,31 (m, 18H),74-1,81
(m, 2H): 2,14 (s, 3H); 3,72 (s, 3H); 3,81 (s,)3+B,96 (t, J=6,6 Hz, 2H); 6,92 (d,
J=8,7 Hz, 2H) ; 7,40 (d, J = 8,7 Hz, 2H).

RMN *°C (50 MHz, CDCl): §: 14,4 ; 15,2 ; 23,0; 26,3; 29,5; 29,7 ; 29;2 ; 52,8 ;
61,1; 68,4; 109,3; 113,3; 114,8; 1159, 116]20,6; 131,4; 143,4; 159,9; 161,2;
168,2 ; 168,7.

méthyle

H219 2-(4-(4-(dodécyloxy)phényl)-3-hydroxy-5-oxofuna2(5H)-ylidene)propanoate de

Suivant la procédure générale B décrit pour le mmst 162 le traitement de215
(0,138 g, 0,30 mmol) par BBpermet d’obtenir, aprés purification sur gel desi(éluant :
Cy/ACOEt : 90/10 a 80/20), le compad&9 (0,050 g, 37%) sous forme d’un solide jaune.
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Me

MeO N0

HO

o Formule brute : CygH3606
Masse molaire (g/mol) 444,56
Rf : 0,68 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)

RMN H (200 MHz, CDCk) : §: 0,85-0,88 (m, 3H) ; 1,26-1,54 (m, 18H); 1,782L(m,
2H) ; 2,15 (s, 3H) ; 3,94-4,01 (m, 5H) ; 6,94 (d 9,1 Hz, 2H) ; 8,08 (d, J = 9,1 Hz, 2H) ;
13,49 (s, 1H).

RMN C (50 MHz, CDCL): &: 14,1; 14,5 23,0 ; 26,4 ; 29,6 ; 29,7 ; 29322 : 54,4 ;
68,3:;104,8;111,4 :114,7;121,9;129,4 ; 685458,7 ; 159,2 ; 166,7 ; 172,3.

MS (ES, pos) :445,2 [M+H]'

||221 Tétradécanoate de méthyle

L'acide tétradécanoiqua20 (5 g, 21,89 mmol) est mis en suspension dans 1@enL
MeOH. L’acide sulfuriqgue (0,5 mL) est ajouté, lalutmn devient homogene et elle est
chauffée a reflux pendant 12h. Apres retour a teatpge ambiante et concentration, le milieu
est repris dans de I'éther. La phase organiquiaese 2 fois par une solution agueuse saturée
en NaHCQ, séchée sur sulfate de magnésium et concentréstet221 (5,41 g, quantitatif)
est obtenu sous forme d’un liquide Iégérement jaune

Les données spectrales sont en accord avec delledittératuré*

Formule brute : C;sH300,
Masse molaire (g/mol) 242,40

o Rf : 0,8 (DCM, DCIP)

OMe

RMN 'H (300 MHz, CDCl) : 5: 0,88 (t, J = 10,1 Hz, 3H) ; 1,18-1,27 (m, 20H)59-1,64
(m, 2H) ; 2,30 (t, J = 7,5 Hz, 2H) : 3,66 (s, 3H).
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RMN *3C (75 MHz, CDCl) : §: 14,1; 22,8; 25,1; 29,3; 29,4 ; 29,6 ; 298;1 ; 34,1;
51,3;174,0.

GC-MS : tr = 7,8 min MS 260 [M+NH*

||222 2-(2-hydroxy-3-méthoxy-5-o0xo-2,5-dihydrofuran-2l)tétradécanoate de méthyle

Une solution de DIPA (1,27 mL, 9,08 mmol, 1,1 éahs 60 mL de THF est refroidie
a —78°C, puis len-BuLi (1,5 M dans I'hexane, 6,05 mL, 9,08 mmol, &d.) est ajouté. La
solution est agitée 20 min a -20°C avant d'étreordfe a -78°C. L'esterr21 (1,268 g,
9,90 mmol, 1,2 éq.) dans 8 mL de THF est ajoutdtgaugoutte. Apres 45 min d’agitation a
-78°C, le chlorure de zinc (1 M dans I'éther, 8m2b, 8,26 mmol, 1 ég.) puis I'anhydride
méthoxymaléique (2,0 g, 8,26 mmol, 1 €g.) dans 2dalLTHF sont ajoutés. Aprés 30 min
d’'agitation, le milieu est laissé revenir a tempdma ambiante et laissé sous agitation 2h.
Apres ajout d’'une solution aqueuse saturée en wida’ammonium, la phase aqueuse est
extraite 2 fois a ’AcOEt. Les phases organiquemlmioées sont séchées sur sulfate de
magnésium et concentrées. L’alcool obte?®? (2,68 g) est engagé sans purification
supplémentaire pour I'étape suivante.

Formule brute : CygH3404
Masse molaire (g/mol) :370,48
Rf : 0,55 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)

MeG OH
€ 0
o l./0©
MeO

RMN *H (300 MHz, CDCl) : §: 0,79 (t, J = 10,1 Hz, 3H) ; 1,17-1,20 (m, 20H)59-1,70
(m, 2H) ; 2,83 (M, 1H) ; 3,64 (s, 3H) ; 3,84 (s,)315,02 (s, 1H) ; 6,02 (s, 1H).

RMN °C (75 MHz, CDCl) : 6: 14,2 ; 22,8 ; 26,6 ; 27,6 ; 29,5; 29,7 ; 2980 ; 51,2 ;
52,4:60,1:89,8;102,7:170,7:173,2:178,9.

|224 2-(4-iodo-3-méthoxy-5-oxofuran-ZH)-ylidene)tétradécanoate de méthyle

L’alcool 222 (2,68 g) est dissout dans 80 mL de DCM. La soluéishrefroidie a 0°C
et la triethylamine (6,03 mL, 43,51 mmol, 6 ége,DMAP (0,088g, 0,72 mmol, 0,1 éq.) et
une solution de TFAA (3,07 mL, 21,76 mmol, 3 égansl 15 mL de DCM sont ajoutés
successivement. Aprés 12h d’agitation a tempéraorbiante, le milieu est hydrolysé par
ajout d’'une solution d’acide chlorhydrique 1 M. Apr extraction, la phase aqueuse est
extraite au DCM. Les phases organiques combinégsséchées sur sulfate de magnésium et
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concentrées. Apres une rapide filtration sur gediiee (éluant : Cy/AcOEt : 70/30), le résidu
est concentré.

Le résidu 223 est ensuite solubilisé dans 150 mL de MeCN, puwist sjoutés
successivement l'iode (5,12 g, 20,13 mmol, 2,8 égle CAN (1,07 g, 20,13 mmol, 2,8 €q.).
La solution est chauffée a 40°C durant 3h. Aprésitag’une solution agueuse saturée en
thiosulfate de sodium, la phase aqueuse est ex8dibis a I’ACOEt. Les phases organiques
réunies sont lavées par une solution aqueuse saaréiosulfate de sodium, de la saumure,
séchées sur sulfate de magnésium et concentréesbrite obtenu est purifié par
chromatographie sur gel de silice (éluant : Cy/AtO80/10 a 80/20) et le produit io@24
(1,403 g, 36% sur les 3 étapE#&Z : 90/10 par intégration en RMNH) est obtenu sous forme
d’un solide Iégérement jaune.

Formule brute : CygH341105
Masse molaire (g/mol) 478,36
Rf : 0,65 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)

MeO N0

MeO
Isomeére E :
RMN *H (300 MHz, CDCl): 6: 0,87 (t, J=6,5Hz, 3H); 1,24-1,54 (m, 20H),47 (t,
J=7,1Hz, 2H); 3,79 (s, 3H) ; 4,35 (s, 3H).

RMN °C (75 MHz, CDCL): §: 14,2 ; 22,8 27,6 ; 29,2 ; 29,3 ; 29,4 ; 2926 ; 29,7 ;
32,0:51,9:52,5;60,5;118,8; 143,5 ; 165186,9 ; 167,4.

GC-MS : tr = 12,7 min MS 479 [M+H]

‘225 2-(3-méthoxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-8H)-ylideéne)tétradécanoate de
méthyle

Suivant la procédure générale A décrite pour lagmséel61l, la réaction de couplage
entre le dérivé iod&24 (0,288 g, 0,60 mmol, 1 éq.) et I'acide 4-méthoxémyiboronique
(0,109 g, 0,72 mmol, 1,2 éq.), permet d’obtenimeappurification sur gel de silice (éluant :
Cy/ACOEt : 90/10 a 80/20), le compaa®s (0,148 g, 54%) sous forme d’'un solide jaune.
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Formule brute : Cy7H3504
Masse molaire (g/mol) 458,59

Rf : 0,70 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)
MeO
X0

MeO

OMe

RMN *H (300 MHz, CDCL): &: 0,88 (m, 3H); 1,26-1,54 (m, 20H) ; 2,51-2,55, @hi) ;
3,72 (s, 3H) : 3,82 (s, 3H) ; 3,83 (s, 3H) ; 6,84 = 8,8 Hz, 2H) ; 7,42 (d, J = 8,8 Hz, 2H).

RMN 'C (75 MHz, CDCL): 6: 14,2; 22,8; 28,0;29,4;29,5; 29,7 ; 29,1 ; 52,5 ;
55,4 :60,9:108,8:114,1:118,1:120,8 ; 131,82,7 : 160,2 ; 161,2 : 168,2.

GC-MS : tr = 15,9 min MS 459 [M+H]

H226 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-ZH)-ylidéne)tétradécanoate de
méthyle

Suivant la procédure générale B décrit pour le mmst 162 le traitement de225
(0,254 g, 0,55 mmol) par BBpermet d’obtenir, aprés purification sur gel desi(éluant :
Cy/ACOEt : 90/10 a 80/20), le compaa®6(0,129 g, 53%) sous forme d’un solide jaune.

Formule brute : CygH3z¢06
Masse molaire (g/mol) 444,56
Rf : 0,69(Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)

OMe
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RMN H (300 MHz, CDCly) : §: 0,88 (t, J = 10,1 Hz, 3H) ; 1,26-1,54 (m, 20k2)56-2,61
(m, 2H) : 3,84 (s, 3H); 3,96 (s, 3H) : 6,96 (d 8,9 Hz, 2H) ; 8,10 (d, J = 8,9 Hz, 2H) ;
13,50 (s, 1H).

RMN *3C (75 MHz, CDCl) : §: 14,5; 23,0; 28,3; 29,6 ; 29,7 ; 29,8 ; 29,0 ; 32,3;
54,4 ;53,6 ;114,2;116,4 ; 122,2 ; 123,9 ; 12954,8 ; 158,9 ; 159,6 ; 166,9 ; 172,4.

MS (ES, pos) :445,2 [M+H]'

||228 2-oxotétradécanoate d’éthyle

Des copeaux de magnésium (0,4995 g, 20,55 mn@8,é[.) sont introduits dans un
tricol et flambés sous vide. 1 mL de THF anhydreagsute, suivi de quelques gouttes de
1-bromododécane214, afin d’initier la réaction. Une fois la réactioactivée, le
1-bromododécang214 (4,78 mL, 19,96 mmol, 1 éq.) dans 20 mL de THFagstité goutte a
goutte, de maniére a conserver un doux reflux. #inlde I'addition, I'agitation est maintenue
jusqu’a ce que le milieu soit revenu a températumdiante. Une solution trouble grise est
obtenue.

Une solution d’oxalate de diéthyl (2,81 mL, 21,23 mmol, 1,03 €q.) dans 40 mL de
THF est refroidie a -78°C. La solution du Grignarécédemment préparée est alors ajoutée.
Apres 1h d’agitation a -78°C, une solution aquessterée en NI est ajouté et le milieu
est laissé revenir a température ambiante. Apm4 djeau, le milieu est extrait a I'éther. La
phase organique est séchée sur sulfate de magnésicomcentrée. Le brut réactionnel est
purifié par chromatographie sur gel de silice (BtuaCy/AcOEt : 95/5 a 90/10) pour fournir
le cétoesteR28(4,51 g, 84%) sous forme d’une huile légérementgau

0] Formule brute : CigH3004
Masse molaire (g/mol) 270,41
OEt Rf: 0,67 (Cy/AcOEt : 90/10, UV + vanilline)
@]

RMN *H (300 MHz, CDCL) : & : 0,84-0,90 (m, 3H) ; 1,25-1,40 (m, 21H) ; 1,562L(m,
2H) ; 2,82 (t, J = 7,5 Hz, 2H) ; 4,31 (q, J = A2, 2H).

RMN **C (75 MHz, CDCk) : 6: 14,1, 14,2; 22,8 : 23,1; 29,1; 29,4 ; 29296 ; 29,7 ;
29,8:32,1;39,3:62,3;161,4;194,7.

MS (ES, pos) 2271,2 [M + HJ

229 2-hydroxy-2-(3-méthoxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-ax2,5-dihydrofuran-2-yl)
tétradécanoate d’éthyle

Une solution den-BuLi (1,5 M dans I'hexane, 5,7 mL, 8,52 mmol, &) dans 10
mL de THF est refroidie a -78°C. L’acide tétroreqorotegél74 (1,25 g, 5,68 mmol, 1 éq.)
dans 20 mL de THF est ajouté lentement. La soluéishagitée 30 min a -78°C puis le
cétoester228 (3,07 g, 11,36 mmol, 2 €qg.) est ajouté. Aprés 30 dwagitation a -78°C, la
solution est laissée revenir a température ambiaAfges deux heures d'agitation a
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température ambiante et ajout d’'une solution acueasurée en chlorure d’'ammonium, la
phase aqueuse est extraite a I'acétate d’éthylg@hlage organique est séchée sur sulfate de
magnésium et concentrée. Le brut réactionnel edtgpar chromatographie sur gel de silice
(éluant : Cy/AcOEt : 95/5 a 60/40). L'alcool attere?R9 (2,21 g, 79%) est obtenu sous forme
d’une huile jaune, mélange de formes diastéréoisesn®6/34 par intégration en RMN).

Formule brute : CygH4507
Masse molaire (g/mol) 490,63
Rf : 0,39 et 0,50 (Cy/AcOEt : 90/10, UV + vanilline)

EtO OH
(@]
(0] ~ O]
MeO

OMe

ler dia;

RMN 'H (300 MHz, CDCls) : 8: 0,81-0,84 (m, 3H) ; 1,22-1,48 (m, 23H) ; 1,822 (m,
2H) ; 3,70 (s, 3H) ; 3,75 (s, 3H) ; 4,25 (t, J 9 Bz, 2H) ; 4,87 (s, 1H) ; 6,85 (d, J = 8,4 Hz,
2H) ; 7,25 (d, J = 8,4 Hz, 2H).

RMN C (75 MHz, CDCL): §: 14,2 ; 22,8 23,4; 29,5; 29,6 ; 29,7 ; 298:0 ; 34,3 ;
55,4 ;60,9 ;62,9;78,4:80,5:;106,0;113181,7 ; 131,8 ; 159,7 ; 171,4; 172,8 ; 173,0.

2e dia:

RMN *H (300 MHz, CDCL) : & : 0,75-0,77 (m, 3H) ; 1,16-1,39 (m, 23H) ; 1,794 (m,
2H) ; 3,51 (s, 3H) ; 3,65 (s, 3H) ; 4,15(t, J 9 Bz, 2H) ; 4,89 (s, 1H) ; 6,75 (d, J = 8,4 Hz,
2H) ; 7,14 (d, J = 8,4 Hz, 2H).

RMN *°C (75 MHz, CDCl) : §: 15,1 ; 22,8 ;29,4 ; 29,5 ; 29,7 ; 29,8 ; 3255;3 ; 60,6 ;
62,5;78,0;81,2:105,8;113,7;121,6 ; 131189,6 ; 170,7 ; 171,4 ; 172,9.

MS (ES, pos) :491,4 [M+H]'

230 2-(3-méthoxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-8H)-ylidene)tétradécanoate
d’éthyle
L’huile 229 (1,49, 2,86 mmol, 1éq.), mélange d'alcools, eslukslisée dans
60 mL de DCM. A cette solution refroidie & 0°C sajuutés successivement la triethylamine

(4 mL, 28,60 mmol, 10 éq.), le DMAP (35 mg, 0,29 aiyrD,1 €q.) et lentement le TFAA
(2 mL, 14,30 mmol, 5éq.). Aprés 10h d'agitationtedanpérature ambiante, le milieu est
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hydrolysé par ajout d’'une solution aqueuse 1 Midachlorhydrique. La phase aqueuse est
extraite au DCM. Les phases organiques combinégsséchées sur sulfate de magnésium et
concentrées. Le produit est ensuite purifié paomiatographie sur gel de silice (éluant :
Cy/AcOEt : 90/10 a 50/50). Le prod@B0 (0,72 g, 82%FE/Z: 70/30 par intégration en RMN
'H) est obtenu sous forme d’'une huile orange. L'iée& a pu étre isolé.

Formule brute : CygHs06
Masse molaire (g/mol) 472,61
Rf : 0,46 (Cy/AcOEt : 70/30, UV + vanilline)

OMe

Isomére E:

RMN *H (200 MHz, CDCl): &: 0,87 (t, J=6,3 Hz, 3H); 1,25-1,37 (m, 23H)5% (t,
J=7,5Hz, 2H); 3,71 (s, 3H), 3,82 (s, 3H); 4,88 = 7,1 Hz, 2H) ; 6,93 (d, J = 8,6 Hz, 2H) ;
7,41 (d, J = 8,6 Hz, 2H).

RMN *3C (50 MHz, CDCl) : §: 14,2 ; 14,3; 22,8; 27,9; 29,4 ; 29,6 ; 2932;0 ; 55,4 ;
60,7 ;61,6 ;108,5;114,0; 118,6;120,8 ; 131,382,4 ; 160,1 ; 161,2 ; 167,7 ; 168,3.

MS (ES, pos) :473,4 [M+H]'
Isomere Z:
RMN 'H (200 MHz, CDCl): 5: 0,87 (t, J=6,3 Hz, 3H): 1,25-1,38 (m, 23H)62 (1,

J=7,6Hz, 2H): 3,78 (s, 3H), 3,83 (s, 3H); 4,80 = 7,1 Hz, 2H) ; 6,94 (d, J = 8,3 Hz, 2H) ;
7,38 (d, J = 8,3 Hz, 2H).
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Déprotection de I'ester £)-229 par BBr;

L'isomere E de 230 (0,8 g, 1,69 mmol, 1 éq.) est dissout dans 40 mLDEM. Le
milieu est refroidi & 0°C. Le tribromure de boreMldans DCM, 2,2 mL, 2,2 mmol, 1,3 €q.)
est ajouté goutte a goutte et le milieu est lamzés agitation 2h a 0°C. La réaction est
hydrolysée par ajout d’'une solution d’acide chlahigque 1 M et la phase aqueuse est extraite
a I'AcOEt. Les phases organiques réunies sont eéclséir sulfate de magnésium et
concentrées. Le brut obtenu est purifié par chrographie sur gel de silice (éluant:
Cy/AcOEt : 90/10) pour fournir le compo&31 (0,441 g, 57%) sous forme d’'une solide
jaune, ainsi que le produit deux fois déprot@@2 (0,140 g, 19%), également sous forme
d’un solide jaune.

H231 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-ZH)-ylidéne)tétradécanoate
d’éthyle

Formule brute : Cy7H3¢06
Masse molaire (g/mol) 458,59
Rf : 0,79 (Cy/AcOEt : 80/20, UV + vanilline)

EtO

OMe
RMN H (300 MHz, CDClg): 6: 0,88 (t, J=6,9Hz, 3H); 1,26-1,43 (m, 23H),59 (t,
J=7,8Hz, 2H); 3,84 (s, 3H) ; 4,40 (q, J=72 BAH) ; 6,95 (d, J =8,7 Hz, 2H) ; 8,10 (d,
J=8,7Hz, 2H) ; 13,62 (s, 1H).

RMN C (75 MHz, CDCL): &: 14,3; 14,5 23,0; 28,3; 29,6 ; 29,7 ; 29300 ; 32,3 ;
55,6 :63,8:104,7 :114,2:116,8:122,3:129454,6 : 159,1 ; 159,6 ; 167,0 : 171,9.

MS (ES, nég) :457,2 [M-H]

Analyse Elémentaire : Théorique: C:70,71 H:8,35
Calculée: C:70,65 H: 8,46
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‘232 2-(3-hydroxy-4-(4-hydroxyphényl)-5-oxofuran-2§H)-ylidene)tétradécanoate
d’éthyle

Formule brute : CygH3ze06
Masse molaire (g/mol) 444,56
Rf : 0,56 (Cy/AcOEt : 80/20, UV + vanilline)

EtO

OH

RMN 'H (300 MHz, CDCl): &: 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H); 1,26-1,50 (m, 23H,59 (1,
J=7,5Hz, 2H): 4,41 (g, J = 6,8 Hz, 2H) ; 4,85 (H) ; 6,89 (d, J = 8,7 Hz, 2H) ; 8,06 (d,
J=8,7 Hz, 2H) ; 13,64 (s, 1H).

RMN **C (75 MHz, CDCly) : : 14,1 ; 14,3 ;22,8 ; 28,1 ; 29,4 ; 29,5 ; 29,7 ; 29,8 ;
32,1;63,6;104,4;115,5;116,7 ; 122,2;12954,4 ; 155,6 ; 166,8 ; 171,7.

HRMS (ES, pos) : Calculée pour geHz0s:  445,2585 [M+H]
Trouvée : 445,2591

227 Acide 2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofian-2(GH)-ylidene) tétra
décanoique

L'ester230(0,44 g, 0,96 mmol) est dissout dans 6 mL de THiFnigthanol (2 mL) et
une solution aqueuse 1 M de LIOH (6 mL) sont ajpudé le milieu est chauffé a 80°C
pendant 10h. Le milieu est ensuite acidifié par sotion aqueuse d’acide chlorhydrique
1 M, puis le produit est extrait 2 fois a 'AcORfes phases organiques réunies sont séchées
sur sulfate de magnésium et concentrées. Le pregtitecristallisé dans le méthanol pour
donner l'acide226 0,38 g, 87%) sous forme d’un solide orange.
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Formule brute : CysH3406
Masse molaire (g/mol) 430,24
Rf : 0 (Cy/AcOEt : 80/20, UV + vanilline)

OMe
RMN *H (300 MHz, acétone d6) 5 : 0,87 (m, 3H); 1,27-1,60 (m, 20H) ; 2,59-2,64, (m
2H) ; 4,83 (s, 3H) ; 6,99 (d, J =9,1 Hz, 2H)(Q®B(d, J = 9,1 Hz, 2H).

RMN *°C (75 MHz, acétone d6) 14,4 ; 23,4:29,1; 29,3 ; 29,6 ; 29,9 ; 30,1,33030,4 ;
30,6 ;32,7 ;55,6 ; 104,0; 114,6 ; 117,3 ; 123,29,7 ; 153,3 ; 160,1 ; 160,3 ; 166,8 ; 174,4.

MS (ES, nég) :429,1 [M-H]

Analyse Elémentaire : Théorique: C:69,74 H:7,96
Calculéee: C:69,26 H:7,83
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Partie tests biologiques :

Etude de la protection de la thymidine: tests

Immunoenzymatiques

Composition du tampon EIA: [K,HPO ] =0,08 M; [KH,PQ] =0,02 M;
[NaCl] = 0,15 M ; [BSA] = 145 uM ; [Na}) = 1,5 mM.

Solution de lavage [tween20] =0,05% (v/v); tampon phosphate 10 mpM 7,4. Le
tween20 (polyoxyéthylenesorbitan) est un tensidacti

Réactif d’Ellman : [DTNB] = 250 uM ; [acéthylthiocholine] = 76 mM[NaCl] =1,45 M ;
tampon phosphate 10 mM pH 7,4. L'absorbance a #i4st lue par un lecteur de plague
Labsystem Miltiskan Biochromatique.

Tampon TAE : [EDTA] = 1 mM ; tampon Tris-acétate, 40 mM.

Protocole général des dosages par compétition

Préparation des plaguesette étape consiste a adsorber sur la surlss@ults des anticorps
polyclonaux de chévre dirigés contre les immunoglioles de souris. Dans chaque puits sont
disposés 200 uL d’'une solution d’'anticorps (AffiaiB, Goat Anti-Mouse IgG+IgM, H+L) a

5 pg/mL dans le tampon phosphate 50 mM pH 7,4. Apfeheures a température ambiante
la plaque est lavée, remplie par 300 uL de tamdén & recouverte d’un film adhésif. Les
plaques peuvent étre utilisées 24 heures apréaspmeparation pour assurer la saturation de la
phase solide par la protéine BSA contenue darsnedn EIA.

Dosage par compétition de la thymidinBans chaque puits sont additionnés, 50 uL de la
solution de thymidine a doser dans le tampon EIApS d’'une solution d’anticorps mAc72
contre 'AMT a 9,6 ng/mL dans le tampon EIA, 50 glune solution de traceur enzymatique
AMT-AChE a 2 UEII/mL dans le tampon EIA. La liaisoion spécifique LNS est mesurée par
le mélange de 50 pL de la solution du traceur emtigue et de 100 pL de tampon EIA et le
signal B (obtenu en l'absence de thymidine) par le méladge50 pL de la solution
d’anticorps, de 50 pL de la solution du traceuryematique et de 50 puL de tampon EIA. La
plague est agitée 2 heures a température ambiante 3 fois, puis 200 pL du réactif
d’Ellman sont additionnés. Apres une heure d’agitat’absorbance a 414 nm est lue dans
chaque puits.
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Protocole général du test « UV » :
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1A112

LNS| 560/ 35
Témoins LNS, B, et colonnes 3 et 4: dosage par LNS| 560 35
compétition de la thymidine (calibrage du test) ; Bo | 280175
Témoins T,: expérience en labsence d'agent| Bo|28017.5 Agents
protecteur (calibrage du test) ; Bo |140| 8,75 protecteurs
Colonnes 5 a 12 : étude des agents protecteursit® Bo.[140/8,75
par molécule testée) Toc| 70 | 4,4
Tox | 70| 4.4
L
UM

Plaque I: 96 puits de 300uL.
Colonne 1: vide.
Colonne 2: LNS et B: 100 pL deau. J: 50 pL, thymidine a 140 puM, Tp
phosphate pH 7,4, 50 mM ; 25 pL d’eau ; 25 piOFa 20 mM, eau.
Colonnes 3 et 4 50 pL, thymidine (concentration variable), Tpopphate pH 7,4,
50 mM ; 50uL d’eau.
Colonnes 5 a 12 50 pL, thymidine & 140 uM, Tp phosphate pH B@#mM ; 25 pL,
agent protecteur, eau ; 25 ply®d a 20 mM, eau.
Irradiation & 254 nm, 1,75 J/émrradiateur Bio-Sun 3W, Vilbert Lourmat (Marne la
Vallée).

Plaque II: recouverte d’anticorps anti-lIg de souris
Colonne 1: témoins : vide.
Colonne 2 a 12 50 pL de Tp EIA ; addition de 5 puL des solutiates puits de la
plaque | ; 50 pL, mAc72 a 9,6 ng/mL, Tp EIA (saidS, 50 pL de Tp EIA) ; 50 uL,
AMT-AChE a 2 UEII/mL, Tp EIA.
Agitation 2h a 20°C. Lavage trois fois par du tampule lavage. Addition de 200 pL
du réactif d’Ellman. Lecture de la densité optiguél4 nm apres 1h.

Protocole général des tests Fenton :

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10112
Témoins LNS, B, et colonnes 3 et 4: dosage par tmg 22?) 22
compétition de la thymidine (calibrage du test) ; 5
Témoins Ty expérience en labsence d'agept| 20.|28917.5 :
protecteur (calibrage du test) ; Bo | 28017,5 protgei?éirs
Colonnes 5 & 12 : étude des agents protecteursit By |140/8,75
par molécule testée) Bo [140/8,75
Fe/EDTA = FeSQEDTA (1:1) pour le test « Fenton »__ | Toc| 70 [ 4,4
Tox | 70| 4.4
L
uM

Plaque I: 96 puits de 300uL.
Colonne 1: vide.
Colonne 2: LNS et B: 110 pL deau. J: 50 pL, thymidine a 140 puM, Tp
phosphate pH 7,4, 50 mM ; 25 pL d’eau ; 25 uLEBFA a 2,8 mM, eau ; 10 puL,
H.O, a 770 mM, eau.
Colonnes 3 et 4 50 pL, thymidine (concentration variable), Tpopphate pH 7,4,
50 mM ; 60 pL d’eau.
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Colonnes 5 a 12 25 puL, agent protecteur, eau ; 25 pL, Fe/EDTA& MM, eau ;
50 pL, thymidine a 140 uM, Tp phosphate pH 7,4n8@ ; 10 pL, HO, a 770 mM,
eau.

Agitation 30 minutes test Fenton a 20°C.

Plaque Il: recouverte d’anticorps anti-lg de souris
Colonne 1: témoins : vide.
Colonne 2 a 12 50 pL de Tp EIA ; addition de 5 pL des solutiates puits de la
plaque I; 50 puL, mAc72 a 9,6 ng/mL, Tp EIA (saut LNS, 50 ge Tp EIA) ; 50 pL,
AMT-AChE a 2 UEI/mL, Tp EIA.
Agitation 2h a 20°C. Lavage trois fois par du tampmle lavage. Addition de 200 pL
du réactif d’Ellman. Lecture de la densité optigu&l4 nm apres 1h.

Etude de la protection du plasmide pEGFPLuc:

Etude en présence d’'un mélange FeSEDTA/H ;0, : Le mélange de 1 pL d’'une solution
de pEGFPLUc a 3,12 pg/uL dans l'eau, de 4 uL defAgsphate 25 mM pH 7,4, de 5 pL
d’agent protecteur étudié (concentrations varightizss I'eau, de 5 pL d’'une solution de
FeSQ/EDTA (1:1) 1,6 mM dans l'eau et de 5 pL d’'une s d’'H,O, 16 mM dans l'eau
est agité 30 minutes a température ambiante. Puik @d’'une solution de protéine BSA a
2 mg/mL dans 'eau est additionnée.

Gel d’électrophorese: Le gel a 0,8% est préparé en solubilisant adta® g d’agarose dans
150 mL de tampon TAE 1 M dans I'eau. Ensuite 1 plbcbmure d’éthydium est ajouté, et le
gel est placé a 4°C pendant 2 heures pour sohdiific. La solution de chargement est 6x
Gel-loading Buffer Type Il (0,25% bleu de bromopbég 0,25% de xylene cyanol FF et 30%
(p/v) de glycérol dans I'eau). La migration estlis&® en courant imposé a 70 mA.

Dépbt des solutions étudiéesdépdt de 5 pL du mélange et de 1 uL de la swiute
chargement.

Langmuir : protocole général

Les isothermes de compression ont été enregsirésne cuve de Langmuir (Riegler
& Kirstein, Postdam) équipée de deux barriéres tashjitesse : 2 mm.mih). La pression
de surface est mesurée par la méthode de la lamalldelmy.

La cuve est remplie d'eau milli-Q (purifiée par wysteme Millipore, pH 5,5,
résistivite 18 m2.cm). La température de la cuve est réglée a 3GCup systéme de
circulation d’eau thermostatée. 40 pL de la solutia produit a analyser (solution & 1M dans
CHCI3) sont déposés a la surface de I'eau. Aprés 5 @viappration du solvant), 'acquisition
des données débute.
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Annexe 1 : Résultats des tests de protection dettaymidine

FENTON uv
Num Structure 500 uM 250 uM 100 uM 50 uM
% prot | Erreur] % prot| Erreuy % prot | Erreur % prot | Erreur
1 NBA 13 0 3 1 52 4 29 | -2
2 Trolox 81 3 80 1 10 0 1 0
3 e 91 | -0 | 48 | 4 34 | 1| 15 | o
4 = 84 | 2 | 74 | 1 29 | 1| 12 | 1
5 o’ 68 3 30 13 26 | -3 11 0
6 o 89 3 65 16 38 -4 12 1
V4 o 59 -1 36 21 29 | -8 12 0
8 S 36 | 2 0 0 31 | 4 | 12 | o
0 Ho™ 69 -2 2 0 28 | -1 | 14 | o
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10 o 62 | 1 | 13 25 10 | o

11 E] ) 7% | 2 | 7 35 15 | 1
HO\)N\H OMe

12 Yo 72 | o | 12 30 12 | o

13 o 83 | 4 | 53 39 12 | o

14 T 74 | 2 | 33 31 10 | 1
HN M\e o .

15 5 o 37 | 10 | 2 39 13 | 1

16 Cat 84 | 2 | 26 47 17 | o

17 ; o 100 | 5 | 49 47 20 | 2
TN,

18 o 36 -3 35 27 10 | 1

318




Annexes

19 \ \oMe ] 19 | 1| 0 0 23 9 | o
20 \\ ) 11 1 0 0 21 7 0
21 \\ O 7 | o] o | o 19 7 | 1
22 Y\\ O 11 0 0 0 19 6 1
23 iO;\ ) 57 | .15 | 19 | -13 25 8 0
24 EOHO\ O\o 68 | -13 | 19 | -21 18 3 0
25 Br 100 | s 45 | 11 50 25 | -3
20 92 2 71 0 45 20 | -2
27 93 0 68 -4 42 19 | -1
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Annexe 2 : Références des produits pour le test MTT

Num Produit Num Produit Num Produit

>7<‘/17 Me

NS A0 HoOOC o
17 0o o
O = S
1 HO 2 3 HO
183d 221
OM OMe

e OMe

11
Et00C 0
(0] MeO.
=~ o
4 HO 5 6 S o
Sy
HO
231 Me
OMe OMe 201a

OH
1 @0 Me
Na O o Me
MeOOC 0O e H. @ 0
(@] o) o X0
=~ = 0
HO HO [ O J=
7 8 9 o HO
210
226 211
OMe

OMe
OMe
Me Me Me
Meo Ny 0
o o
~
10 11 HO 12
195
OMe OMe OMe
>/<//11 Me
NN o
15 — o]
13 14 HO 15
183d
OMe OMe
Me
16 17 18
OMe OMe
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