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Abréviations

Abréviations

A

AAPH : dichlorhydrate de 2,2’-azobis-2-méthyl-propaidamide
ABTS : acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazol@esulfonique)
Ac : acétyle

AChE : acétylcholinestérase

ADN : acide désoxyribonucléique

AIBN : azobis(isobutyronitrile)

AMT : 3’-amino-3’-déoxythymidine

Ar : aryle

ARP : pouvoir antiradicalaire

B

BER : excision de bases

BHA : 3-tert-butyl-4-hydroxyanisole
Bn : benzyle

Boc :tert-butoxycarbonyle

B-PE : B-phycoérythrine

BSA : albumine sérique bovine

Bu : butyle

C
CAN : nitrate de cérium ammoniacal

CAS : anticorps polyclonal de chéevre anti-immunbglines de souris

CCM : chromatographie sur couche mince

CEA : Commissariat a 'Energie Atomique

CNRS : Centre National de la Recherche Scientifique
CUPRAC : cupric reducing antioxidant capacity

D

DBN : 1,5-diazabicyclo[4.3.0]non-5-éne

DBU : 1,8-diazabicyclo[5.4.0Jundéc-7-ene
DCC :N,N'-dicyclohexylcarbodiimide

DGA : Direction Générale pour 'Armement
DL : dose létale

DMAP : 4-(diméthylamino)pyridine

DMF : N,N-diméthylformamide

DMPU : 1,3-diméthyl-3,4,5,6-tétrahydro-2{4)-pyrimidinone
DMSO : diméthylsulfoxyde

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle

DTNB : 5,5-dithiobis(acide 2-nitrobenzoique)

E

EAO : especes activées de I'oxygéne

ED : dose efficace

EDC : 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide
EDTA : acide éthylenediaminetétraacétique
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EIA : dosage immuno-enzymatique
€g. : équivalent

ESI : ionisation par électrospray

Et : éthyle

F
FDA : Food and Drug Administration
FRAP : ferric reducing antioxidant power

G
Gp : groupement protecteur

H

HMBC : corrélation hétéronucléaire a longues disésn
HR : réparation par recombinaison homologue
HRMS : spectrométrie de masse a haute résolution
HSQC : correlation hétéronucléaire a simple quantum

I

ID : dose infectieuse

Ig : immunoglobuline

IR : infrarouge

IRAMIS : Institut Rayonnement et Matiere de Saclay

K
KMBA : acide 2-céto4-méthiobutyrique

L

LDA : diisopropylamidure de lithium

LICA : N-cyclohexylN-isopropylamidure de lithium
LIHMDS : bis(triméthylsilyl)amidure de lithium
Litt. : littérature

LNS : liaison non spécifique

M
MDA : malonaldéhyde
Me : méthyle

Ms : méthanesulfonyle
MS : spectrométrie de masse

N

NBS :N-bromosuccinimide

NER : excision de nucléotides

NHEJ : réparation par religation non homologue
NIS : N-iodosuccinimide

@
ORAC : Oxygen Radical Absorbance Capacity
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P
PBS : Phosphate Buffered Saline
Ph : phényle

ppm : partie par million
PROPERGAL : PROtection du PERsonnel — Nouvelle tdation GALénique

R

rdt : rendement

R: : rapport frontal

RMN : résonance magnétique nucléaire

RPE : résonance paramagnétique électronique

S

SBIGeM : Service de Biologie Intégrative et Gend#idvioléculaire

SCBM : Service de Chimie Bioorganique et de Marguag

SIS2M : Service Interdiciplinaire sur les Systerivksdéculaires et les Matériaux
SOD : superoxyde dismutase

SPI : Service de Pharmacologie et d' Immunoanalyse

T
t.a. : température ambiante

TBA : acide thiobarbiturique

TBAF : fluorure de tétrabutylammonium

t-Bu : tert-butyle

Tt : triflate

TFA : acide trifluoroacétique

TFAA : anhydride trifluoroacétique

THF : tétrahydrofurane

TMS : triméthylsilyle

TOF : temps de vol

TOSC : Total Oxyradical Scavenging Capacity
TRAP : Total Radical trapping Antioxidant Parameter
Ts : tosyle

U
UAF : unité arbitraire de fluorescence
UV : ultraviolet
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Introduction générale

Introduction générale

Les rayonnements ionisants sont présents partost ldanivers. Ils proviennent par exemple
de I'espace ou des radio-isotopes naturels. Autnenvévant ne peut y échapper. Cependant,
avant la découverte des rayons X par Rontgen eb &8%e la radioactivité en 1896 par
Becquerel, les effets biologiques des rayonnema&aisnt méconnus. Tres rapidement aprés
ces découvertes, les effets des rayonnements msisar les organismes vivants ont été

observés. De nos jours, ces effets sont bien cotsmispar leur nature que par leur gravité.

Pourtant, méme si les rayonnements ionisants peé@mendommageables, leur utilisation est
devenue de plus en plus fréquente et diversifiépuidequelques dizaines d’années.
L'uranium 235 est utilisé dans les centrales nu@déapour produire de I'électricité. En
meédecine, les rayons X sont employés dans des dedhae diagnostic (radiographie) et de
traitement (radiothérapie). Des radioéléments ggalement présents par exemple dans les
balisages d’issues de secours et dans les détedeldumée. Et de plus en plus de produits

alimentaires sont stérilisés par exposition auomnagments issus du cobalt 60.

Du fait de ces nombreuses applications, les rayoenés ionisants et les éléments radioactifs
améliorent notre vie quotidienne. Leur utilisat@rengendré la nécessité de mettre en place
des systémes performants de protection contre dgsnnements. A I'heure actuelle, la
radioprotection repose essentiellement sur des msophysiques. Ces meéthodes visent a
réduire au maximum les doses recues en s’éloiglerdlus possible de la source de
rayonnement, en se munissant d’écrans de proteetien diminuant la durée d’exposition.
Cependant, ces technigues ne sont pas applicablesise d’exposition accidentelle a des
radiations ou lors des traitements de cancersguhothérapie. Un radioprotecteur chimique
capable de diminuer les effets des rayonnemenisaiots pourrait donc étre utile lorsque des

moyens de protection physiques ne sont pas adéquats
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Récemment, un criblage a haut débit réalisé audadice a permis de mettre en évidence les
propriétés antioxydantes de dérivés de l'acideipigue, un pigment de champignons de la
famille des bolets. Grace a leur aptitude a captle® radicaux libres, les antioxydants
peuvent en principe étre utilisés comme agents méegion contre les rayonnements
ionisants. Ce travail de thése s’inscrit dans wgm@mme de recherche qui vise a développer

un nouveau radioprotecteur a partir de la famide dcides pulviniques.

acide pulvinique

Pulveroboletus ravenelii

Figure 1

Dans un premier chapitre, les rayonnements iorssahtleurs effets biologiques seront

présentés. Nous détaillerons également les patieslagsociées aux rayonnements et les
mécanismes naturels mis en place par I'organisnue gioninuer les effets des irradiations.

Enfin, un rappel bibliographique sur les radiopcteers chimiques existants cloturera ce
chapitre.

La seconde partie sera consacrée aux acides muesi plus précisément a I'étude

bibliographique des synthéses existantes et adaerigdon de leurs propriétés biologiques.

Nous résumerons également les études déja effesctuedaboratoire sur cette famille de

composes afin de développer de nouveaux radiopeotec

Dans les troisieme, quatrieme et cinquieme chapities stratégies de synthése mises en
ceuvre pour accéder a de nouveaux analogues des guitviniques seront exposées. Nous
verrons notamment, dans le troisieme chapitre, cemimne voie de synthése nous a permis
de préparer trois familles de dérivés pulviniquégibntes (Figure 2). Le quatrieme chapitre

sera axé sur la préparation d'autres pigments demplynons apparentés aux acides
pulviniques, les pulvinones. Dans le chapitre ciheg travaux préliminaires sur la synthese
de dérivés pulviniques azotés seront énoncés gyrithese d’acides 3-aryltétramiques sera

présentée.



Introduction générale

acides pulviniques pulvinones acides 3-aryltétramiques

Figure 2

Enfin, dans la derniére partie, les méthodes las pmployées pour évaluer les propriétés
antioxydantes de molécules diverses seront toltiodthdécrites. Puis, nous présenterons les
études menées sur les composés synthétisés afialuBé leurs propriétés antioxydantes et

radioprotectrices.
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Chapitre 1 : Les rayonnements ionisants : effet girotection

Depuis son apparition sur Terre, ’homme, commealgtses étres vivants, est exposé a des
rayonnements (Figure 3). Ces rayonnements provigmwgamment de I'espace, du soleil ou
bien de son environnement. Le développement teofmple a également engendré
'apparition de nouveaux rayonnements tels que dedes radio. Cependant, tous les
rayonnements pergus par ’lhomme n’ont pas le m@émpacdt sur sa santé, tout dépend de leur

énergie.

Les différents rayonnaments

Lo N MabilS oS migus.
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Figure 3

|. Les rayonnements ionisants

1. Définition*
Un rayonnement ionisant est une particule ou urtke agilectromagnétique dont I'énergie est
suffisante pour arracher un électron a un atome amne molécule. Un rayonnement est
considéré comme ionisant lorsque son énergie gstrisure ou égale a 10 keV. Les
rayonnements ionisants regroupent :
Les rayonnements cosmiques On appelle rayonnement cosmique un flux de
particules, principalement des protons, d’origiokaise ou galactique. Ces protons de haute

énergie (de I'ordre du GeV) entrent en collisioe@les noyaux des atomes de I'atmosphere

1 Cherry Jr. R. NLes Rayonnements lonisants, Encyclopédie de Séetrite Santé au Travaiéme édition, 2000, chapitre
48.
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et créent des fragments eux-mémes dotés d'une ién&eyée (protons, neutrons, muons,
neutrinos, mésons, ....).

Les particulesa : Les particulest sont issues d’une désintégratmm’'un noyau. Ces
particules sont émises a une vitesse avoisinar20€¥0 km/s. Elles sont constituées de deux
protons et de deux neutrons et correspondent damcréoyau d’hélium chargé positivement
(He™).

Les particulesf : Il existe deux types de particul@sla particule3” qui correspond a
un électron et la particulg” qui correspond a un positon. Elles sont toutes i&sues d’une
désintégratiofd d’'un noyau.

Les rayons X ety : Les rayons X ey sont des rayonnements électromagnétiques dont
la longueur d’onde est inférieure a 10 nm. Les may¥ A de 5 pm a 10 nm) sont produits par
certains changements d’orbite des électrons dam®yawu. Quant aux rayoggA < 5 pm), ils
sont souvent émis en méme temps que des désimég@aibpu 3.

Les neutrons libres : Les neutrons libres sont surtout présents dansélasteurs
nucléaires. lls sont émis, par exemple, lors ddidsion d’atomes d’uranium 235. Les

neutrons sont également présents aux altitudesldées avions long courrier.

2. Interaction avec la matiere

Du fait de leur énergie, les rayonnements ionisaotd pénétrants, c’est-a-dire qu'ils peuvent
traverser la matiére. Cependant, leur pouvoir ceation varie pour chacun d’entre eux. Ce
pouvoir de pénétration dépend des processus dtois et d’excitation lors d’interaction

avec la matiére.

2.1. Les particules chargées

Les particules chargées, particutegt rayonnementf, sont des rayonnements directement
ionisants. Les rayonnements de ce type agissetd soatiere en vertu de la loi de Coulomb,
leur charge attirant ou repoussant les électrongrquitent autour des atomes.

La particule lourdea interagit principalement avec les électrons desnat cibles. Trés
lourde, elle a une trajectoire rectiligne et trémrte. Elle possede un pouvoir ionisant
important et trés dangereux mais elle est trédefaeint arrétée, par quelgues centimétres
d’air ou une feuille de papier.

Les particules légerds interagissent également avec les électrons deseatgonstituant le
milieu traverseé. Il en résulte soit une ionisatisoif une excitation de I'atome, en fonction de

I'énergie transférée. Quant aux particytésa la fin de leur parcours, lorsqu’elles ont perdu
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la totalité de leur énergie, elles s'associent auacélectron. Ce phénoméne est appelé
I'annihilation et il en résulte I'émission de detexyonnementy de 0,551 MeV émis dans
deux directions opposées. Les particiesont un peu plus pénétrantes que les particules
mais elles sont tout de méme arrétées par quelgaags d’air, une feuille d’aluminium ou

bien du verre.

2.2. Les rayonnements électromagnétiques

Les rayonnements électromagnétiques, photons,itt@sste particules neutres (rayons X et
y), sont des rayonnements indirectement ionisangsir linteraction avec la matiére peut
provoquer une ionisation de trois maniéres difféeen

L'effet photoélectrique : ce phénomene intervient dans le cas de photoriailole
énergie. Un photon entre en collision avec un éecét cede toute son énergie a I'atome. Un
électron est alors expulsé pour évacuer I'excéd&mergie sous forme d’énergie cinétique.
Cette énergie est ensuite absorbée par le miliedgmsm phénomeéenes d’ionisation qui sont a
I'origine des radiolésions.

L'effet Compton : les photons d’énergie intermédiaire agissent ¢ietlement par
I'effet Compton. Un photon interagit avec un élentde faible énergie. Le photon poursuit sa
course dans une direction différente et avec umeegén réduite. Quant a I'électron, il est
expulsé dans une direction différente grace a tgineabsorbeée.

Production de paires : La production de paires n’est possible que dansate de
photons dont I'énergie est supérieure a 1,02 Me¥®.photon, en passant a proximité du
noyau, est transformé en une paire électron-pogijidte au champ électrique intense.
Ensuite, I'électron émis va directement ionisemidieu alors que le positon va s’annihiler
avec un électron et provoquer I'émission de deygmnay.

Les rayonnements X gtont un fort pouvoir de pénétration et peuventdragr des centaines

de metres d’air. Une forte épaisseur de béton qulaieb permet de s’en protéger.

3. Utilisation des rayonnements ionisants

Les rayonnements ionisants, lorsqu’ils sont bieritnisés, peuvent avoir de multiples
applications, principalement regroupées dans demaihes :
* Le domaine médical: les rayonnements ionisants sont utilisés pousr le
radiographies médicales et dentaires. lls sonteéagaht appliqués lors de

radiothérapies pour des traitements contre le cance
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* Le domaine industriel: du fait de leur pénétration et de leur intexactavec
la matiere, les rayonnements ionisants sont wilidéns divers appareillages
(gammagraphie, radiographie X, jauges, détecteufudee...). lls permettent
également de stériliser certaines aliments (radisexvation) ou du matériel
médical. Enfin, les rayonnements ionisants permette production d’électricité

dans les centrales nucléaires.

ll. Effets des rayonnements ionisants sur I'organisme

Comme nous l'avons vu précédemment, les rayonnememisants ont suffisamment
d’énergie pour provoquer I'expulsion d’électrons dggomes avec lesquels ils interagissent.
Ainsi, en passant a travers les cellules vivanles,rayonnements ionisants heurtent, de
maniere aléatoire, des atomes et des moléculedpraient naissance a des ions et des
radicaux libres. Les rayonnements ionisants peuagit sur le matériel biologique selon
deux modes d’action bien distintts

Les effets directs :les molécules biologiques sont attaquées directerpar les
rayonnements ionisants. Elles sont alors ionis@e=xoitées et doivent évoluer pour retrouver
leur stabilité. Mais cette perte d’énergie condoiivent a des molécules endommagées.

Les effets indirects :les rayonnements ionisants interagissent aveani@ecules
d’eau présentes dans les tissus biologiques, calouitit & la formation de radicaux. Ce
phénomene est appelé radiolyse de I'eau. Ensuite,espéces radicalaires attaquent les
molécules biologiques.

Notre organisme est constitué principalement d'ede, ce fait, les dégradations des
biomolécules par les rayonnements ionisants santoguées essentiellement par des effets
indirects. L'interaction des rayonnements ionisaaec les molécules d’eau engendre la

formation d’espéces trés réactives appelées espéetiedes de I'oxygene (EAO).

1. Génération des espéeces activées de I'oxygene (EAO)

Notre organisme produit en permanence des EAO psam bon fonctionnement
physiologique. En effet, ces especes sont implgupar exemple, dans la régulation de
I'apoptose et dans l'activation des réponses imtaires ou des facteurs de transcription. En
temps normal, les EAO sont régulées par notre sgengrace a des défenses antioxydantes.

Mais des facteurs extérieurs comme la pollutiorsdeeil, le tabagisme ou les rayonnements

2 Spotheim-Maurizot M., Begusova M., Charlier MActualité Chimique2003 269-270 97-102.
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ionisants provoquent une surproduction des EAOenoment 13, I'organisme n’arrive plus

a les réguler et les conséquences peuvent étrerans@s et néfastes pour I'organisme.

1.1. Formation des radicaux libres

Sous les effets des rayonnements ionisants, legcoles d’eau peuvent subir soit une
ionisation, soit une excitation (Figure 4). Ces>xdéansformations se produisent a I'échelle
du temps de la transition électronique ti6)". Cependant, I'excitation directe de I'eau est un

processus mineur en comparaison avec celui dedaton.

(]
/
ex% H,O*
D
\
ionisation . e

H,0™*

H,O

HY o+
7T e T WO
H,0 &

H30+ H2O + @

Figure 4

Le processus majoritaire, I'ionisation, engendexpulsion d’'un électron et la formation du
radical cation HO™. Cette espéce est extrémement instable (duréedotf s) et perd trés
rapidement un proton pour générer un radical hydeox

Dans le cas du processus d’excitation, la molédi@dau peut subir une coupure homolytique
pour former le radical Het le radical hydroxyle (aprés 10s). Une seconde dissociation est
envisageable par émission d’un électron et formadio radical hydroxyle et d’'un proton.

Les électrons libérés dans le milieu sont piégésdas molécules d’eau et donnent des
électrons aqueux (aprés¥0s). Parmi les molécules d’eau associées aux éfectqueux,
certaines d’entre elles vont se dissocier pour éordes radicaux H

Certains radicaux formés peuvent ensuite réagneesuix pour donner des especes neutres

tels que I'hnydrogéne et le peroxyde d’hydrogéne.

HO™ + HO’

H20

3 Breen A. P., Murphy J. Aree Rad. Biol. Medl995 18, 1033-1077.
4 Buxton G. V. InL’actualité chimique (livre), Radiation chemistfypm basics to applications in material and liféeswes
Spotheim-Maurizot M., Mostafavi M., Douki T., Belloh, EDP sciences: Les Ulis, 2008, pp 3-16.
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En résumé, la radiolyse de I'eau conduit trés mpieht (environ 19 s) & une solution

contenant des radicaux H@t H ainsi que des moléculashydrogéne et de peroxyde
d’hydrogéne. Ces especes vont ensuite diffuser idamdglieu et interagir avec les molécules
environnantes. Cependant, biologiquement parlantadlical hydroxyle est I'entité la plus
active et va produire la majorité des lésions os m@difications chimiques au niveau des

constituants cellulaires.

Le radical hydroxyle est un agent oxydant puisgamstsédant une grande réactivité chimique
et une durée de vie tres courte. Ce radical attdemdipides, les protéines, les sucres et
I'acide désoxyribonucléique (ADR) Il va interagir avec ces biomolécules par diffiése
processus, par exemple :

- Arrachement d’'un atome d’hydrogene et formatiomdadical

HO  + RH H,0 + R’
- Hydroxylation de noyaux aromatiques
CO,H CO.H CO,H
OH HO' OH OH
OH HO

- Addition sur des liaisons insaturées

1.2. Effet de I'oxygene

La présence d'oxygene augmente les effets biolegigles rayonnements ionisants. Les
mécanismes mis en jeu sont multiples et compldresefois, I'oxygene peut réagir avec les
especes actives de l'oxygene formées par les rayoants ionisants. Ainsi un électron
aqueux, produit lors de la radiolyse de l'eau, peteragir avec I'oxygéne pour former
I'anion superoxyde @ lequel peut réagir a son tour avec une molécwdawpour donner le
radical HOO.

eaq + 02 02

HOO  + HO™

02'_ + H20

Le radical HOOest un agent oxydant moins puissant que le rabiadloxyle mais sa durée
de vie est plus grande donc il se diffuse plus dammganisme. Il entraine également la

formation de peroxyde d’hydrogéne, toxique pourckgtules.

5 Fontecave M., Pierre J.-Bull. Soc. Chim. Fr1991, 128 505-520.
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HOO® + H — H,0,

HOO  + HOO'

H0, + O,

L’oxygene peut également réagir avec les radic#hred organiques formeés par le radical
hydroxyle. Ces radicaux peroxydes sont tres toxquaur I'organisme puisqu’ils sont assez

réactifs pour entretenir une séquence de peroxydgfchéma 1).

HO" + RH

R’
ROOH
Oy
RH _
ROO
Schéma 1

Ainsi I'oxygéne est un radiosensibilisateur puissgu, présent au moment de l'irradiation,
augmente les effets initiaux du radical hydroxyle centribue a rendre les Iésions

moléculaires irréparables.

2. Effets des EAO sur les constituants cellulaifes

La production excessive de radicaux libres entratles dommages multiples dans
'organisme. Les premiéres conséquences sont teguat directes du matériel biologique
par les especes activées de I'oxygene, ce qui grevboxydation de ’ADN, des protéines et

des lipides.

2.1. La peroxydation lipidique’

Les lipides constituent la matiere grasse des givasits. Ce sont des molécules hydrophobes
principalement constituées de carbone, d’hydrogéne’oxygene. Parmi les lipides, les
acides gras polyinsaturés sont les cibles privéégidu radical hydroxyle. Ces réactions
radicalaires ont des conséquences néfastes sandédnnement cellulaire. Un exemple de

dégradation de lipide est représenté Schéma 2levas de I'acide arachidonique.

® Favier A.L’Actualité Chimique2003 269-270 108-115.
" Halliwell B., Gutteridge J. M. CFree Radicals in Biology and Medicin€hird edition, Oxford University Press, 1985.
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5111
acide arachidonique

HO®
5M111 : ) ) O
radical arachidonyle
CSH11\:/WWCOZH
hydroperoxyde
CsHine A~ —~_~_COH
radical diéne conjugué
O,
?
(@] C.H /:va/:v:wCOzH
50111
C5H”t/\)\/a/:\/\/coZH acide arachidonique
‘ radical peroxyle
o0—oO
CsHut/\/K/R/MCOZH
endoperoxyde

Schéma 2

Le radical hydroxyle peut arracher a I'acide ardohique un hydrogéne en position allylique
pour former un racidal arachidonyle. La persistateee radical lui permet d’évoluer puis de
réagir avec l'oxygene, conduisant a un radical ypdeo Cette séquence est appelée
peroxydation lipidique. Il s’agit d’une réaction ehaine, puisque le radical peroxyle obtenu
peut réagir avec un autre acide gras et formewuaaau un radical diene conjugué.

Les radicaux peroxyles peuvent évoluer en peroxyoetiques, qui subissent plusieurs
transformations et peuvent libérer notamment dehgddes toxiques (malonaldéhyde,
hydroxynonénal) et des alcanes ou des alcenemng&thantane, éthylene). Ces dégradations
de lipides par le radical hydroxyle concernent@utries membranes lipidiques des cellules,

mais aussi les lipoprotéines circulantes.

La réaction en chaine de peroxydation lipidique ty&xe stoppée par des molécules

antioxydantes telles que la vitamin& E

8 Devasagayam T. P. A,, Tilak J. C., Boloor K. K., 8&n S., Ghaskadbi S. S., Lele R.DAssoc. Physicians Ind2004
52, 794-804.
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2.2. Dégradations de 'ADN

L’ADN est une molécule que I'on retrouve dans tsut®s cellules. Il renferme toutes les
informations nécessaires au bon fonctionnementoti® mrganisme. Sa dégradation par des
radicaux libres peut mener a des mutations oudiarmort cellulaire.

L’ADN est constitué de trois éléments liés entr& eun groupement phosphate, un sucre
(désoxyribose) et une base azotée. Il existe qumtses azotées différentes (Figure 5) : la
thymine, la cytosine, I'adénine et la guanine. Gleahase est fixée sur un désoxyribose qui
est relié, quant a lui, a plusieurs phosphates.e@Gehainement, aussi appelé nucléotide, est
répété tout le long du brin d’ADN. La molécule d’ADest constituée par deux brins se
faisant face et reliés par des liaisons hydrog€es. liaisons faibles sont formées entre deux

bases complémentaires (thymidine-adénine ou cygeagiianine).

u?? "“ZIDﬁ 0\72';
(0] e H
NH NH 0 «t\
5 4 2 625 H 5 H - q
jglll HNT Y ® N7 | N>8 HN6| />8 ded
V/ 2 NH2 =0
A LA KL AR X gaa )

O N HoN N4 _
thymine cytosine guanine _g-HzN \Q

Figure 5

Les principaux dommages radio-induits de la moclADN sont des ruptures de chaines
ou bien des dégradations localisées.

Les cassures simple ou double brin sont consésutiveles ruptures de liaisons sucre-
phosphate. La premiere étape de ces cassureaeskgmple, la capture d’un hydrogene du
désoxyribose en positionsar le radical hydroxyle (Schéma®3)es ruptures simple brin
représentent une part importante des conséquenessadx irradiations. Les cassures double
brin sont plus rares puisqu’elles correspondergux duptures de brins opposés, séparées de

moins de dix paires de bases I'une de l'autre.

&t .
o,_ O o, O
/,P\ //P\
o 0 40 B o 0 ) o_ B - rupture de
j 1 —_— — brin d'ADN
3 P —_—
HO’ =I|°—O O:IID—O'
O\ O\
& &~
B = base de 'ADN
Schéma 3
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Les dégradations localisées de 'ADN sont prin@psnt des altérations des bases azotées.
Ces dégradations résultent essentiellement deitfaddiu radical hydroxyle sur les doubles
liaisons des bases azotées. Les positignst G des bases pyrimidiques (thymine, cytosine)
et G et G des bases puriques (adénine, guanine) sont paleongnt atteintes. Les bases

pyrimidiques sont les plus sensibles face a l'attades especes actives de I'oxygéne.

Cependant, au sein d’un organisme, ’ADN subit, tmliennement, jusqu’a dix mille lIésions
d’origine chimique, radiative ou biologique. Pamséquent, notre organisme possede un
systéme perfectionné de réparation de 'ADN. Plusianécanismes existent pour faire face
aux différentes modifications que I'ADN peut stbir

Tout d’abord, des mécanismes d’excision sont miplane lors d’altérations des bases ou
bien lors de cassures simple brin. Ce type de peodéclut I'excision de base (BER) et
I'excision de nucléotides (NER). Ce mécanisme d&lpar la reconnaissance de la lésion,
puis une phase d’excision permet de retirer, sessgire, le fragment d’ADN qui contient
I'imperfection. Finalement, la réparation se terenpar la resynthese du fragment manquant
et sa ligation au reste du brin d’ADN. Le mécanigpae excision de base est le procédé le
plus employé pour la réparation des dommages dBN'Aausés par des rayonnements
lonisants.

D’autres meécanismes existent également comme laraépn homologue (HR) ou la
recombinaison non homologue (NHEJ). lls sont engdoypar exemple, lors de ruptures
double brin. Mais ce type de procédé est beaucoamsrefficace que les mécanismes

d’excision.
2.3. Dégradations des protéine’s

Les protéines sont des macromolécules biologiquemeEnimportantes, constituées d’'une ou
plusieurs chaines d’acides aminés liés entre emxd@s liaisons peptidiques. Les protéines
sont des éléments nécessaires a la vie des celeresffet elles assurent de nombreuses
fonctions cellulaires. Les radicaux, issus des magments ionisants, entrainent

essentiellement des réactions d’oxydation des inegté

Les protéines les plus sensibles aux attaquesadgsaux libres sont celles qui comportent
des acides aminés possédant un atome de soufr@ieysméthionine). C'est le cas de
nombreuses enzymes cellulaires et protéines depwain Par exemple, les résidus cystéines
des protéines sont facilement oxydés par des EA® foomer un radical thiyle (Schéma 4).

14
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Et si deux résidus cystéines sont assez prochssjar@iers forment des ponts disulfures.

Quant aux résidus méthionines, ils peuvent étreléxyapidement en sulfones.

0 ) o) o)
HO
HS OH ‘S OH HO s—S OH
NH> NH, NH, NH,
cystéine
o)
S EAO 0.2 ®
- OH / \/\‘)kw
NH; NH,
méthionine
Schéma 4

Bien d'autres |ésions irréversibles d’acides ams@# possibles et conduisent par exemple a
la formation d’intermédiaires radicalaires. Lestpnoes sont alors sujettes a des réticulations
comme la formation de ponts di-tyrosine, a des aoegen cas de forte agression ou tout
simplement a des modifications d’'acides aminés. pestéines modifiees deviennent
inactives et plus sensibles a l'action des pro®a€ertaines protéines oxydées deviennent
également hydrophobes et forment des amas anordassxet autour des cellules.

2.4. Conséquences au niveau cellulaite

Les dommages cellulaires induits par les rayonnésrienisants sont dus a leurs effets sur les
lipides, les protéines et surtout sur 'ADN. Lesiséquences biologiques sont extrémement
variables selon la dose, le type de cellules ahatare des tissus. A de faibles doses, les effets
biologiques se limitent a I'échelle moléculaireles cellules restent intactes. Pour des doses
plus élevées, les dommages moléculaires ne sonbpaseparables par la cellule, ce qui peut

étre a l'origine d’une mutation ou de la mort cklite. A des doses trés élevées, le

fonctionnement cellulaire est stoppé instantanéraetés membranes cellulaires se trouvent

désorganisées, ce qui provoque la lyse rapidealkedes.

Les cellules sont plus sensibles lors du procedsus mitose et plus résistantes entre deux
phases de division. De ce fait, les tissus dargutds la régénération cellulaire est rapide,

comme la moelle osseuse, I'épiderme et la muquietsstinale sont les plus vulnérables aux

rayonnements ionisants.
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3. Pathologies associées aux rayonnements ionisants

Les effets des rayonnements ionisants varient rfete selon la dose regue et peuvent
conduire a des manifestations clinique diverses €féets peuvent étre classés en deux
familles dont les caractéristiques sont totalenukfiiérentes : les effets déterministes et les

effets stochastiques.

3.1. Les effets déterministes

Les effets déterministes apparaissent dans touse®rsqu’une certaine dose est dépasseée et
leur gravité augmente avec la dose recue. Cesse$fmit des conséquences de la mort
cellulaire et surviennent quand un grand nombreeflales d’'un méme organe sont atteintes.
lIs apparaissent assez rapidement aprés une ticadiaans les jours ou les semaines qui

suivent.

3.1.a. Syndrome hématopoiétique

Le syndrome hématopoiétique est la conséquenca destruction partielle ou totale des
cellules hématopoiétiques de la moelle osseusee®tlyimphocytes périphériques. Il est
observé a partir de 0,5 a 1 Gy. La déficience hépmiétique se traduit par une chute des
lymphocytes en quelques heures et du taux de greytes (immunodéficience), de
thrombocytes et de plaquettes (défaut de coaguo)atio quelques semaines. Cela peut étre la

cause d’infections graves ou d’hémorragies internes

3.1.b. Syndrome cutané

La peau, du fait de sa situation par rapport sgiaisme, est exposée aux irradiations dans
tous les cas. Le syndrome cutané apparait a desfoldses, supérieures a 3-8 Gy. Il se
manifeste quelques heures aprés I'exposition aakatians sous la forme d’érythemes
(rougeurs) passagers et de démangeaisons. Apréparitele de latence, deux a quatre
semaines, ces symptomes réapparaissent, accompagpéss d'alopécie (chute des poils et
des cheveux) et de desquamation (perte des cowscipesficielles de I'épiderme). A des

doses supérieures a 20 Gy, les effets de I'expositeuvent conduire a la nécrose de la peau.

3.1.c. Syndrome gastro-intestinal

Le syndrome gastro-intestinal est observé pourddsgs supérieures a 8 Gy et s’ajoute au

syndrome hématopoiétique. La rupture de la barnerestinale radio-induite permet le

° Nénot J.-CEffets biologiques des rayonnements ionisafeshniques de l'ingénieur, BN3902, 1999.
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passage de bactéries qui induisent des infectlbe&®git d'un syndrome grave qui entraine
généralement la mort dans les quinze jours paicgapie ou déshydratation.

3.1.d. Syndrome neurovasculaire

Le syndrome neurovasculaire se manifeste en géaétak doses supérieures a 50 Gy mais
les symptdomes peuvent apparaitre dés 20 Gy. Apuedqueps minutes, les premiers
symptdémes se manifestent : apathie, désorientationples de I'équilibre, vomissement,
diarrhée, perte de connaissance. Durant la pédediatence, trés courte (4 a 6 heures), le
sujet récupére partiellement ses capacités. Psisyimptomes nerveux réapparaissent avec

des convulsions qui conduisent au coma puis ausdéce

3.1.e. Effets sur le systeme de reproduction

Les cellules germinales sont extrémement sensdu@srayonnements. L’'exposition a des

radiations ionisantes peut entrainer une stétgibdporaire ou permanente en fonction de la
dose recue. Chez 'homme, les premiers effets dloservables a partir de 0,15 Gy et peuvent
provoquer une stérilité transitoire. Elle devieéfiditive a des doses supérieures a 6 Gy. Chez
la femme, a des doses inférieures a 3 Gy, unditieriormale peut étre retrouvée. Et a des

doses supérieures a 8 Gy, la stérilité devienhdife.

3.1.f. Effets sur I'embryon et le foetd8

Les effets des radiations sur I'embryon et le fostégendent du stade de développement.
L’ceuf fécondé est trés radiosensible avant®lp@r et une exposition pendant cette période
peut entrainer la perte de celui-ci. Pendant |s@like développement de I'embryon, la mort
ou la mutation cellulaire peut provoquer un déf@ans I'organogenese et étre a l'origine de
malformations. En particulier, le systeme nerveextral est tres sensible et des retards

mentaux peuvent résulter d'une exposition pendetté @ériode (de 1a°@& la 16 semaine).

3.2. Les effets stochastiques

Les effets stochastiques, contrairement aux effi&ierministes, n’apparaissent que des
années ou des dizaines d’années aprés une ircadib8ur probabilité augmente avec la dose
recue mais leur gravité est totalement indépenddntaiveau de dose. Ces effets résultent
généralement d’'une faible exposition aux rayonndésées maladies se développent suite a
des dommages radio-induits des cellules de l'imdivou de ses cellules germinales. Les

effets peuvent se traduire par I'induction d’'un @m(tumeur ou leucémie) qui se développe

10 Developmental effects of irradiation on the braihtbe embryo and fetudnternational commission on radiological
protection (ICRP), publication 49, 17, Pergamon £réford, New York, 1986.
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directement chez l'individu irradié (effets somatg). Des troubles héréditaires peuvent

également étre transmis a la descendance (effieédigées).

lll. Les défenses naturelles contre les rayonnements isants

Comme nous l'avons vu, I'exposition aux rayonnermseianisants est a l'origine de la
production d’espéces activées de I'oxygene (EAQ®)r&ison des dommages potentiels que
peuvent engendrer ces espéces sur les biomoléqlleseurs systemes de défense
antioxydants sont présents dans les cellules &filesiréguler. La protection des cellules est
assurée par un systeme de défense endogene aderssentiellement, par des enzymes et des
antioxydants synthétisés par I'organisme mais égaht par une défense exogéne assurée par
des antioxydants apportés par notre alimentation.

1. Les défenses endogéres

1.1. Les systémes enzymatiques

Les systémes antioxydants enzymatiques convertigserespéeces activées de lI'oxygene en

molécules non réactives.

1.1.a. Les superoxyde dismutases (SOD)

Les superoxyde dismutases sont des métalloprotgiriesatalysent la dismutation de I'anion
superoxyde en oxygene et en peroxyde d’hydrogémesidte quatre types de SOD suivant le
métal qui y est associé : cuivre-zinc, mangan&senickel.

Le peroxyde d’hydrogene formé lors de la dismutapeut étre ensuite pris en charge par
d’autres systéemes enzymatiques a activité perogydasatalase.

1.1.b. Les glutathion peroxydases

Les glutathion peroxydases sont des enzymes forrmdéesgjuatre sous-unités contenant
chacune un atome de sélénium incorporé dans unéculel de sélénocystéine. Elles
nécessitent la présence de glutathion réduit etmetent I'élimination du peroxyde

d’hydrogéne ou de peroxydes organiques.

1.1.c. Les catalases

Les catalases sont des enzymes constituées de ghaines polypeptidiques d’environ 500
acides aminés comportant chacune un atome de fer ldar site actif. Elles catalysent la
dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau et ggémne moléculaire.
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1.2. Les systémes non enzymatiques
En plus des systemes enzymatiques, des moléculaexyalantes synthétisées par
I'organisme sont utilisées pour lutter contre |e8CE Ces molécules sont des capteurs de
radicaux qui réagissent rapidement avec le radigalroxyle ou avec d’autres radicaux

initiateurs ou propagateurs de réactions en chaines

1.2.a. Les dérivés soufrés
Les dérivés soufrés posseédent de tres bonnestéstantioxydantes conférées par la présence
d’'un atome de soufre dans leur structure. Ceti&goaie de molécules comprend notamment
le glutathion, un tripeptide formé par la condeimgat’acide glutamique, de cystéine et de
glycine, et l'acide lipoique. Ces deux dérivés sémisont essentiellement utilisés comme co-

facteurs associés avec un systeme enzymatique.

o SH
H S-g
(o]

NH,
glutathion acide lipoique

Figure 6

1.2.b. L’acide urique
L’acide urique est le produit de dégradation ekdétion des purines chez 'hnomme. Il peut
réagir facilement avec des EAO, plus particuliénstreesec le radical hydroxyle ce qui lui
confere une bonne activité antioxydante. Il appa@inme I'antioxydant plasmatique le plus

efficace du point de vue de la réactivité avedA®.

N
HN
41\ | N/L_O
o ” H
acide urique

Figure 7
1.2.c. La mélatonine

La mélatonine, ou hormone du sommeil, est surtoonhge comme une hormone centrale de

la régulation des rythmes chronobiologiques et sesétions hormonales. Cependant, cette
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hormone semble également étre un puissant antiokydai traverse facilement les parois

cellulaires ou la barriere hémato-encéphalique.

§
\
o%ﬁ/\/LQo

mélatonine

Figure 8

1.2.d. La coenzyme @

La coenzyme @, ou ubiquinone, est une molécule essentielle [@oproduction de I'énergie
au niveau des mitochondries. Cette molécule agerdgellement sous sa forme réduite,
I'ubiquinol, qui posséde des propriétés antioxydanCe composé, trés lipophile, est capable

d’inhiber la peroxydation lipidigue des membranekutaires.

OH
MeO

MeO N
OH 10

ubiquinol

Figure 9

2. Les défenses exogéreés

Certaines molécules antioxydantes, indispensalies la régulation des EAO, ne peuvent
pas étre synthétisées par notre organisme. L’'atimtien permet I'apport de ces antioxydants

a notre organisme, notamment les fruits et lesntézu

2.1. L’acide ascorbique

L’acide ascorbique, plus connu sous le nom de vitant, est un réducteur naturel. A pH

physiologique, I'acide ascorbique se trouve sousrae d’'un mono-anion appelé ascorbate.
Ce dernier est un cofacteur enzymatique impligué@mment dans la synthése du collagéne et
dans la conversion de la dopamine en noradréndfae.ces propriétés réductrices, il peut

réagir avec des especes oxydantes telles que désaua libres (Schéma 5). Pour cela,

1 Lee L., Koo N., Min D. BComp. Rev. Food Sci. Sab04 3, 21-33.
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I'ascorbate cede un électron a I'espece a réduii@me le semidéhydroascorbate qui peut, a

son tour, s’oxyder pour donner le déhydroascorbate.

HO HO HO
-0 OH e, +H" &~ oH +e o ©
ascorbate semidéhydroascorbate déhydroascorbate

Schéma 5

L’anion ascorbate agit également comme réducteurcateons ferriques et cuivriques.
Cependant, en présence de peroxyde d’hydrogemédiaction de ces cations métalliques
aboutit a la formation de radical hydroxyle. Dares aas, I'acide ascorbiqgue montre des
propriétés pro-oxydantes ce qui induit un stresgdamt supplémentaire et inactive les

systemes de défense contre les EAO.

2.2. Lavitamine E
La vitamine E est constituée d'un ensemble de pkéde structures proches, quatre
tocophérols et quatre tocotriénols (Figure 10). litamine E est peu polaire et est

principalement présente dans les phases lipidigosne les membranes cellulaires.

R'" RZ R® R' R? RS

Me Me Me a-tocophérol Me Me Me a-tocotriénol

Me H Me pB-tocophérol Me H Me pB-tocotriénol

H Me Me y-tocophérol H Me Me y-tocotriénol

H H Me 3&-tocophérol H H Me 3&-tocotriénol
Figure 10

Du fait de ses propriétés antioxydantes et lip@shila vitamine E protége efficacement les
membranes de la peroxydation lipidigue. En effet, vitamine E cede facilement un
hydrogéne a des radicaux peroxydes grace a saidonghénol. La vitamine E peut-étre

ensuite régénérée en présence d’acide ascorbique.
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2.3. Les caroténoides
Les caroténoides sont des terpénoides constituéa fzanille des carotenes et la famille des
xanthophylles. Ce sont des pigments présents @aniggumes comme la tomate (lycopéene)

ou la carotte[§-carotene) mais €également chez certains animacerigtines bactéries.

B-caroténe

Figure 11

Les caroténoides sont trés hydrophobes et sonlisésanotamment dans les lipoprotéines
circulantes, a l'intérieur des membranes ou biemsdas poches hydrophobes de certaines
protéines. Les caroténoides jouent un réle antiamyén inhibant la formation des EAO ou

bien en les neutralisant.

2.4. Les polyphénols

Les polyphénols sont des substances naturellesriessdans les plantes, caractérisés par la
présence d’'une ou plusieurs fonctions phénols.eCfathille de composés compte plus de
8000 structures différent®s dont les flavonoides et les coumarines. Les COB®O0S
polyphénoliques présentent des propriétés antioxgdaet antimutagenes. Et des études ont
montré que la consommation de polyphénols rédsitisgjues cardiovasculaires et diminue la

probabilité d’avoir un canc&™?

OBt
HO (O ¢)

OH O
flavonoide coumarine
(kaempférol) (ombelliférone)

Figure 12

12 Bravo L.Nutr. Rev1998 56, 317-333.
B German J. B., Walzem R. Annu. Rev. Nut200Q 20, 561-593.
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IVV. Les agents radioprotecteurs

Les radioprotecteurs sont des composés synthétimuesaturels qui sont administrés pour
réduire les effets causés par une exposition ardgsnnements ionisants. Les critéres
principaux de I'agent radioprotecteur idéal peuvérg résumes par les points suivants :
» Posséder une bonne activité pour protéger 'orgamisontre les EAO générés
par les rayonnements et réparer les dommages iratlids
« Etre efficace contre tous les types de rayonnen{Bnys X, neutrons)
« Etre facilement administrable (par voie orale peféellement) et avoir une
bonne distribution dans les tissus
* Avoir le minimum d’effets secondaires et une tabéchon significative aux
doses utilisées
* Avoir une action prolongée (au moins de plusie@sés)
« Etre compatible avec d’autres médicaments
« Etre chimiquement stable dans le temps pour urkatgcfacile
» Pouvoir étre synthétisé facilement en grande gtéeatiec un colt minimum
A T'heure actuelle, aucun radioprotecteur connurespecte tous ces critéres a la fois.
Pourtant, depuis 60 ans, dans un but médical, direuses études ont été réalisées afin de
trouver le traitement le plus efficace et le mdiosique possible. Ces dernieres années, de

nouvelles voies de radioprotection, autres que ichies, ont été exploréés>

1. Les composés soufrés

Depuis les premiers travaux sur des radioprotestdarPatt et Bacq, de nombreux dérivés
soufrés ont été synthétisés et évalués. En 1948° Ralémontré que l'injection de cystéine a
des rats (de 175 a 575 mg/kg) conduisait a un deusurvie de 75 a 89 % pour une dose de 8
Gy contre 10 & 25 % chez des controles n'ayantrg@s d'injection. Et en 1951, BaCea
observé que la cystéamine était environ 5 fois effisace que la cystéine. Malheureusement,
ces deux molécules ont montré une certaine toxi¢itaractérisée par un choc
cardiovasculaire, de I'’hypotension...) ce qui a éomg toute application chez ’'homme. Dans
les années 50, les meilleurs radioprotecteurs dppébk possédaient tous une fonction thiol

séparée de 2 ou 3 atomes de carbone d’une forgique telle qu’une amine.

4 Hosseinimehr S. Drug Discovery Todag007, 12, 794-805.

15 Greenberger J. $ vivo2009 23, 323-336.

% patt H. M., Tyree E. B., Straube R. L., Smith D.geiencel949 110, 213-214.

" Bacq Z. M., Herve A., Lecomte J., Fischer P., Blavie Dechamps G., Le Bihan H., Raye#Fch. Int. Physiol1951, 59,
442-447.
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En 1959, 'armée américaine a démarré un vasteramge de recherche afin de développer
un traitement radioprotectefir Environ 4000 composés ont été testés jusqu’erd e
compose le plus efficace qui ait été identifiélesVR 2721 ou amifostine.

Q. _oH

H
HoN _~_N \/\5/ P\OH

WR 2721
(amifostine)

Figure 13

En fait, le WR 2721 est une prodrogue ; la liaiSoR est hydrolysée rapidementvivo par
une enzyme membranaire, la phosphatase alcaliie. €@eipure permet de libérer la fonction
thiol, conduisant a la forme active de I'amifostihe groupement phosphorothioate permet
une meilleur vectorisation intracellulaire de lanfi@ active du radioprotecteur. Des études ont
montré que WR 2721 était plus efficace pour rédigisedommages radio-induits des tissus
sains que des tissus tumoralpA ce jour, 'amifostine est le meilleur radiopeoteur connu.
Cependant, elle possede de nombreux désavantégdsité, durée d'efficacité limitée et
protection limitée du systeme nerveux central. Melle est la seule molécule approuvée par
la FDA (Food and Drug Administration) pour un usafieique comme radioprotecteur.
Récemment, le phosphonol ou WR3689, dérivé de iastine, a montré une activité
similaire, mais ce composé provoque également fliets secondaires. Cependant, il semble

étre un peu moins toxique et avoir une meilleucglisponibilité que le WR 2731

o)

H H \ _OH
/N\/\/N\/\O’P\
SH
WR 3689
Figure 14

2. Les nitroxydes

Une série de nitroxydes stables ont été testéamnque radioprotecteurs. Cette famille de
composeés conduit également a une protection différdes tissus sains par rapport aux tissus

tumoraux’. Le tempol est le composé leader des nitroxydesntrant des effets

18 Piper J. R., Stringfellow Jr. C. R., Elliott R. D.hdaton T. PJ. Med. Cheml969 2, 236-243; Piper J. R., Stringfellow Jr.
C. R., Johnston T. B. Med. Cheml1969 2, 244-253.

19 yuhas J. M., Storer J. B. Nat. Cancer InstL969 42, 331-335; Yuhas J. MRadiat. Res197Q 44, 621-628; Yuhas J. M.,
Proctor J. O., Smith L. HRadiat. Res1973 54, 222-233.

20 Seed T. MHealth Phys2005 89, 531-545.

2l Hahn S. M., Krishna M. C., DeLuca A. M., Coffin Mijtchell J. B.Free Radic. Biol. Med200Q 28, 953-958.
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radioprotecteurs significatifs. Mais, ce composégesmire de [I'hypotension et une
augmentation du rythme cardiaque. De plus, il piessie durée d’efficacité limitée. Malgré
ces points négatifs, les nitroxydes pourraient @iiésés comme radioprotecteurs mais
devront probablement étre limités a des applicatdmiques (radiothérapie) a cause de leur

faible durée d'efficacité.

tempol

Figure 15

3. Les bis(benzimidazoles)

Les bis(benzimidazoles) sont des composés quimsplesent sélectivement avec les doubles
brins de 'ADN?. Cette proximité permet aux bis(benzimidazoles)pctéger I'ADN. En
effet, les parties de ’'ADN endommageées sous ltefés rayonnements ionisants peuvent étre
réparées par transfert d’électron a partir de oesposés. Le dérivé le plus connu de cette
famille est le Hoechst 33342.

SR

Hoechst 33342

Figure 16

4. Les superoxyde dismutases et les complexes maiakiq

Comme précisé précédemment, les superoxyde disesutammt des enzymes naturelles qui
catalysent la conversion de I'anion superoxyde enoxyde d’hydrogéne et en oxygene. Une
version pharmaceutique a été développée sous le diorgotéine et a été utilisée pour
diminuer les effets secondaires lors de traitemeuats radiothérapfé. L’association de

22 Martin R. F., Broadhurst S., Reum M. E., Squire CClark G. R., Lobachevsky P. N., White J. M., Clark $,D.,
Spotheim-Maurizot M.., Kelly D. KCancer Res2004 64, 1067-1070.

z Epperly M. W., Gretton J. A., DeFilippi S. J., 8ik C. A., Liggitt D., Koe G., Greenberger JRadiat. Res2001, 155 2-
14; Epperly M. W., Kagan V. E., Sikora C. A., Grettd. E., Defilippi S. J., Bar-Sagi D., Greenberges.dnt. J. Cancer
2001, 96, 221-231; Guo H., Seixas-Silva Jr. J. A., Eppady W., Gretton J. E., Shin D. M., Bar-Sagi D., Arche.,
Greenberger J. Radiat. Res2003 159, 361-370.
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superoxyde dismutases avec des liposomes a dormlénmémt de trées bons résultats,
cependant la toxicité de tels traitements n’a pasee été totalement exploféé’

Plusieurs composeés synthétiques ont été prépatgsnpmer les superoxyde dismutases. lls
possedent un ion métallique (Cu, Fe, Mn ou Zn)igaau de leur site actif. Par exemple, les
complexes de manganese de l'acide kojique et dehigdroxyflavone montrent de bonnes
propriétés mimétiques de superoxyde dismutasesro. Et le complexe avec I'acide kojique
(Figure 17) est dix mille fois plus efficace quadide kojique tout sefil Il est tout méme
moins bon radioprotecteur que I'amifostine maipaksséde une DL plus élevée et il est

efficace méme lorsqu'il est administré 24 h avamatiation®.

Mn OH
o N NS
= O/ 5
complexe Mn-acide kojique

Figure 17

5. Les cytokines

Les rayonnements ionisants affectent les tissusatuuiétiqgues et réduisent le nombre des
neutrophiles et des plaquettes dans le sang. Gietiaution peut conduire a une septicémie,
une hémorragie, une anémie ou méme au déces. Wrell@stratégie de radioprotection est
la stimulation, la maintenance de la prolifératd® cellules souches au niveau de la moelle
osseuse. Les cytokines peuvent stimuler les celkdeiches hématopoiétiques. Le traitement
de souris avec les cytokines IL-1 et IL-6, 20 hrauane irradiation de 9,5 Gy, a donné un
taux de survie de 84 % contre 13 % pour les témuamstraités’. Et avec une injection, 24 h
avant une irradiation de 11 Gy, de la cytokine progoiétine-1, 100 % des souris traitées ont
survécu et étaient encore vivantes 9 mois aprapdigencé®. Cependant, les cytokines sont
limitées a un usage clinique. De plus, certaingskizes ont montré des effets secondaires,

comme des activités pro-inflammatoires.

% Epperly M. W., Carpenter M., Agarwal A., Mitra Nie S., Greenberger J. 8. vivo 2004 18, 401-410; Epperly M. W.,
Wegner R., Kanai A. J., Kagan V., Greenberger ENi& S., Greenberger J. Badiat. Res2007, 167, 289-297.

%5 vajragupta O., Boonchoong P., Sumanont Y., Watartdh Wongkrajang Y., Kammasud Bioorg. Med. Cherm2003
11, 2329-2337.

26 Emami S., Hosseinimehr S. J., Taghdisi S. M., Aghpoor SBioorg. Med. Chem. Let2007, 17, 45-48.

27 Legué F., Guitton N., Brouazin-Jousseaume V., Cdllatel S., Nourgalieva K., Chenal Cytokine2001, 16, 232-238.

2 Streeter P. R., Dudley L. Z., Fleming W. [Ekp. Hematol2003 31, 1119-1123.
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6. Les immunomodulateurs

Les immunomodulateurs sont des composés chimigue®rg les mémes effets que les
cytokines sur la stimulation hématopoiétique ddisiles souches. LeB-glucanes et le gisan
sont des polysaccharides hydrosolubles qui stinuwlae immuno-réponse et induisent une
radioprotection chez des sodfisUne bonne radioprotection a également été obtenee
I'oxymétholone, un stéroide anabolisant, chez laisavec 75 % de survie, contre 15 % pour
les contr6le®. Enfin, le 5-androstendiol, une hormone naturejié,stimule la production de
cytokines IL-1, IL-3 et IL-6, a donné des effetslicprotecteurs encourageants avec une

faible toxicité™.

Tres récemment, une équipe américaine a eu l'iéédédelopper un traitement permettant
d’inhiber le processus de I'apoptd$emécanisme majeur de la perte cellulaire aprés une
irradiation®™. 1l est bien connu que les cellules tumorales igeerst dans le corps parce
gu’elles sont capables de bloquer I'apoptose emaatttun facteur de transcription, le MB-
(nuclear factokB)®**, impliqué dans la réponse immunitaire. Cette égudp utilisé une
protéine bactérienne, la flagelline, qui se lierécepteur toll-like 5 (TLR5) présent sur les
cellules et active la voie NkB. Par la suite, ils ont développé un dérivé deéecptotéine
moins immunogene et moins toxique. Ce dérivé, @&@&LB502, a été testé chez la souris.
Une injection de CBLB502, 30 min avant une irradiatde 13 Gy, a protégé 87 % des souris
alors que sans traitement aucune souris n’a suntBconduit donc a une des meilleures
protections observées a ce jour. CBLB502 s’est moé@gialement radioprotecteur chez le

singe.

7. Les complexes organométalliques

Des complexes organométalligues a base de silicii@rsélénium et de germanium ont été
synthétisés et évalués récemment par 'équipe defRiDes structures organométalliques

telles que des métallathiazolidines et des méitdiiadcétals (Figure 18) ont été étudiées

2 Maisin J. R., Albert C., Henry Radiat. Res1993 135 332-337; Song J.-Y., Han S.-K., Bae K.-G., Lim®,-Son S.-J.,
Jung I.-S., Yi S.-Y., Yun, Y.-Radiat. Res2003 159, 768-774.

%0 Hosseinimehr S. J., Zakaryaee V., FroughizadeMbl. Cell. Biochem2006 287, 193-199.

31 Stickney D. R., Dowding C., Garsd A., Ahlem C., Wiait M., McKeon M., Reading C., Frincke Jnt.
ImmunopharmacoR006 6, 1706-1713; Stickney D. R., Dowding C., Authier Garsd A., Onizuka-Handa N., Reading C.,
Frincke J. MlInt. ImmunopharmacoR007, 7, 500-505.

32 Burdelya L. G., Krivokrysenko V. |, Tallant T. CStrom E., Gleiberman A. S., Gupta D., Kurnasov Q.Rért F. L.,
Osterman A. L., DiDonato J. A., Feinstein E., Gudko V. Science2008 320, 226-230.

33 potten C. SCancer Metastasis Re%992 11, 179-195; Gudkov A. V., Komarova E. Alat. Rev. Cance?003 3, 117-
129; Kolesnick R., Fuks Dncogen&003 22, 5897-5906.

3 Karin M. Nature2006 441, 431-436.

% Rima G., Satgé J., Dagiral R., Lion C., Fatdme M., RoM., Laval J. DAppl. Organomet. Chert999 13, 583-594.
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dans le but d’augmenter les activités radioproimatr des structures non métalliques et de

diminuer leur toxicité.

RS
RT X R R g NH; M=Si, Ge
M j/ L
R2 N R X =S, Se
R4 TT\NHz R', R2, R3 R* = alkyles
R
métallathiazolidines métalladithioacétals

Figure 18

L’incorporation de silicium et de germanium danstdies structures a permis d’avoir de
bonnes activités radioprotectric@s vivo (jusqu'a 70 % de survie) alors que les dérivés
organiques correspondants étaient, en regle gén@el actifs. De plus, la présence du métal

a conduit a des composés moins toxiques que lesngurs organiques.

8. Les radioprotecteurs naturels

Les composés synthétiques qui ont été décrits gedaodent montrent de bonnes
radioprotections mais présentent, trés souvent, cargaine toxicité. Les antioxydants
naturels, qui sont de bons capteurs de radicauxyveme étre utilisés en tant que
radioprotecteurs, tout en ayant une plus faibléctex Cependant, les composés naturels ont
généralement des indices de protection plus faibtese I'amifostiné®. D’aprés
Venkatachalam, la plupart des dérivés naturelsuaptactivité radioprotectrice spécifique a
un organ?’. Ainsi, le systtme hématopoiétique est protégélaartamine E ou l'acide
lipoique et le systeme nerveux central est profggela vitamine C ou le mannitol. La
réparation de ’ADN est favorisée par I'utilisatide mélatonine ou de nicotinamide.

Méme si les radioprotecteurs naturels ont une ig&tiplus faible que des composés
synthétiques, ils ont 'avantage de montrer pepaaide toxicité. De plus, la combinaison de
plusieurs dérivés naturels pourrait apporter untetreent viable contre les effets des

rayonnements ionisants.

% Weiss J. F., Landauer M. Rnn. N. Y. Acad. S&00Q 899, 44-60.
37 Venkatachalam S. R., Chattopadhyag8tr. Org. Chem2005 9, 389-404.
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V. Conclusions

Dans ce chapitre, nous avons, tout d’abord, prédestrayonnements ionisants et leurs effets
sur notre organisme. lls provoquent notammentdahgse de I'eau présente dans notre corps
et engendrent la formation d’espéces tres réactleesEAO, néfastes pour les constituants
cellulaires. Une exposition a des radiations e&rigine de nombreux symptémes qui sont

parfois irréversibles et méme fatals pour le sujet.

Notre organisme possede des systemes de défenshffélentes natures (enzymes ou
antioxydants) pour lutter contre les EAO ou bienrp@parer les dommages causeés. Mais ces
systemes de défense ne permettent de réguler ququdatité des EAO produite
quotidiennement par I'organisme. lls sont peu effes lors de productions excessives des
EAO, comme dans le cas d’'une exposition aux rayoents ionisants.

La recherche d'un radioprotecteur efficace restevéritable challenge. Un tel composé
pourrait avoir des applications médicales (poyrrtaection des tissus sains lors de traitement
par radiothérapie), civiles (pour un traitementcas d’exposition accidentelle) ou militaires
(lors d’une intervention en zone contaminée). Dmim@ux travaux de recherche ont permis
de développer différents systémes de protectiore four, un seul composé, I'amifostine, est
reconnu et utilisé comme radioprotecteur, cependbhnposséde de nombreux effets
secondaires: chute de la tension artérielle, évasement, nausees, vomissements,

étourdissements, somnolence.

Au laboratoire, des travaux de recherche, qui $edécrits dans le chapitre suivant, ont
montrés que des composés de la famille des acidemigues possédaient de remarquables
propriétés antioxydantes. Cette famille de molécuiaturelles est isolée de champignons
comestibles. Nous nous sommes donc intéressésynihése d’acides pulviniques afin de

développer de nouveaux radioprotecteurs.
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Chapitre 2 : Acides pulviniques : aspects biologiges et

synthétiques

Les acides pulviniques sont des 5-arylidene-buidesldont le membre le plus simple est
I'acide pulvinique lui-méme (Figure 19). Les acidmgviniques sont des pigments isolés a
partir de différents champignons, en particuliemscele la famille des boléefs Ils sont

également présents dans certains licflens

acide pulvinique

Figure 19

|. Les acides pulviniques

1. Geénéralités
Les acides pulviniques ont été isolés pour la peeerfiois en 183%, mais leur structure n’est
connue que depuis 1883, suite a des études merné&piegel'. Leur structure comporte
plusieurs caractéristiqgues générales :
* une lactone a 5 chainons, insaturée et hydroxydémssi appelée acide
tétronique (Figure 20)
e un groupement aromatique en position 3 de cetd&téle
* une double liaison exocyclique en position 5, aidie sont liés une fonction
carboxylée et un deuxiéeme groupement aromatique
La fonction carboxylée est généralement présenis Bwme d’acide carboxylique mais sur
certains produits naturels, comme I'acide vulpiei@bigure 21), cette fonction se trouve sous

la forme d’un ester méthylique. Les pulvinates dghyle peuvent étre aussi désignés sous le

% Gill M., Steglich W.Progr. Chem. Org. Nat. Prod987 51, 1-317.

39 Huneck SProgr. Chem. Org. Nat. Pro@001, 81, 1-276.

40 Bebert JJournal de Pharmacie et des Sciences Accessb#®s 17, 696-700.
41 Spiegel AJustus Liebigs Ann. ChetB83 219, 1-56.
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terme d’acides vulpiniques. Tous les acides puluies naturels, sans exception, présentent

une configuratiorkE au niveau de la double liaison exocyclique.

R = H : acides pulviniques acide tétronique
R = Me : acides vulpiniques

Figure 20

Les membres de cette famille de composés sontrefiiféés par la substitution des
groupements aromatiques. lls sont trés souventolkyt's ou meéthoxylés et plus rarement
chlorés. Lorsque les deux groupements aromatiqoies identiques, les acides pulviniques
sont dits symétriques et inversement, lorsque cespgments sont différents, ils sont dits
dissymétriques. La Figure 21 représente certaidesulviniques naturels avec leur nom

usuel.

M602C

acide variégatique acide pinastrique 3'-chloro-4,4'-di-O-méthylatromentate
de méthyle

Figure 21

Les acides pulviniques sont a l'origine de la caufjaune ou orange de certains lichens et des

chapeaux de nombreux bolets. De plus, I'acide gatigue et I'acide xérocomique sont
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responsables du bleuissement de certains boletquidls sont coupés ou abinigs® Ce
phénoméne a pour origine I'oxydation des groupemeatéchols présents sur ces deux
structures. Certains acides pulviniques possedentadtivités biologiques remarquables qui

seront détaillées dans une autre partie de cetobapi

D’autres pigments apparentés structurellement acides pulvinigues sont également
présents dans certains champignons (Figure 22Y. foemation est issue de la dimérisation
d’acides pulviniques. Par exemple, la norbadiondsalée en 1984 par Steglféna partir
d’un bolet bai Xerocomus badiys provient de la dimérisation de I'acide xérocoust*>
Plus récemment, un autre pigment, la chalcitrinétéaisolé a partir du scléroderme vulgaire
(Scleroderma citrinuin Ce composé proviendrait également de la diméisale I'acide

xérocomique par une voie de biosynthese différente.

HO

HO,C

chalcitrine

Figure 22

2. Biosynthése des acides pulviniques

La biosynthése des acides pulviniques se déroulaaieere similaire dans les champignons
et dans les lichef$ Elle a été étudiée par incorporation de tyrosigequée at’C dans des

licheng®. La biosynthése des acides pulviniques est issua doie du shikimate (Schéma 6)
qui permet la biosynthése de nombreux composésramatiels que des acides aminés
aromatiques, des alcaloides ou d’'autres métabaditesiatiques. Dans cette voie, lI'acide

shikimique est un précurseur du chorismate. Ceiglesabit un réarrangement sigmatropique

42 Beaumont P. C., Edwards R. L., Elsworthy GJGChem. Soc. €968 2968-2974.

43 Steglich W., Furtner W., Porx &. Naturforsch. B: Chem. Sdi96§ 23, 1044-1050.

44 Steffan B., Steglich WAngew. Chem., Int. Ed. Endl984 23, 445-447.

45 Winner M., Gimenez A., Schmidt H., Sontag B., $tefB., Steglich WAngew. Chem. Int. E@004 43, 1883-1886.

46 Read G., Vining L. C., Haskins KCan. J. Chem1962 40, 2357-2361; Mosbach KBiochem. Biophys. Res. Commun.
1964 17, 363-367; Mosbach KActa Chem. Scand967, 21, 2331-2334; Maass W. S. G., Neish AGan. J. Bot1967, 45,
59-72; Mosbach KAngew. Chem. Int. Ed. Endl969 8, 240-250.
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[3,3] de type Claisen pour former le préphénatesuia une décarboxylation oxydante génére
I'acide 4-hydroxyphénylpyruviqud. Une double condensation de cet acide conduit a la
terphénylquinone, aussi appelée atromentine. Celle-ci est ensuiydé® par une réaction

enzymatique en acide atromentique en passant patarmeédiaire hypothétiqug

CO,H

HO" ™" “OH
OH
acide shikimique

2 acide atromentique

Schéma 6

Il est a noter que certaines synthéses d’acideaniglies décrites dans la littérature sont

inspirées de cette biosynthése.

ll. Synthéses des acides pulviniques : rappels biblicagphiques

La premiére synthése d’acides pulviniques a étdigmilen 189%’. Depuis, de nombreuses
voies d’accés ont été décrites dans la littératdteNous présenterons dans cette partie les
principales voies d’acceés aux acides pulviniguesssayant de les regrouper par stratégie de

synthese.
1. Ouverture d’'une bis(lactone) pulvinique

1.1. Méthode de Volhard

Volhard a décrit en 1894 la premiére synthése dagiulvinique (Schéma %) Cette

méthode débute par une condensation de deux me¢édalphénylacétonitrike sur I'oxalate

47 volhard JJustus Liebigs Ann. Chert894 282, 1-21.

48 Rao Y. SChem. Revl97§ 76, 625-694; Pattenden ®rog. Chem. Org. Nat. Prod978 35, 133-198; Zografos A. L.,
Georgiadis DSynthesi2006 3157-3188.

4® Briickner RCurr. Org. Chem2001, 5, 679-718.
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d’éthyle en présence d’éthylate de sodium. Il senéoalors la dicéton® qui est en équilibre
avec la forme cycliques. Aprés traitement en milieu acide et lactonisatem présence
d’anhydride acétique, la bis(lactone) pulviniquest obtenue. L’hydrolyse ou la méthanolyse

du composé conduisent respectivement a I'acidemglye ou a I'acide vulpinique.

1. HySO4 H,0, reflux
2. Acy0, reflux

CN 1. EtONa, E1OH
, O
. EtOJ\’(OEt

71 %

NaOH
Acétone

H02C MeOQC

acide pulvinique acide vulpinique

Schéma 7

Cette méthode n’avait pas alors été appliquée gréparation d’acides pulviniques
dissymétriques. Mais en 1933, Asaha condensé deux phénylacétonitriles différents sur
'oxalate d’éthyle. Cela a permis, aprés traitemeanide et lactonisation, d’obtenir une
bis(lactone) pulvinique dissymétrique de typg& précurseur d’acides pulviniques
dissymétriques (Schéma 8). De plus, en 1961, Akdrthaa montré que [utilisation
d’hydrure de sodium lors de la condensation dek@étonitriles améliorait les rendements.
En effet, I'hnydrure de sodium permet d’éviter déaations de rétro-aldolisations observées
lors de [l'utilisation d'éthylate de sodium. Maisarg tous les cas, I'hydrolyse ou la
méthanolyse de la bis(lactone) conduit a un mélaegadeux dérivés pulviniquéset 10.

0o 0o
Ar Ar Ar'
| © hydrolyse | © | ©
+
o | ou méthanolyse HO™  \ HO O \
Ar Ar Ar
o} RO,C RO,C
8 9 10

Schéma 8

%0 Asano M., Kameda YBer. Dtsch. Chem. Ge$934 1522-1526.
51 Akermark, B.Acta Chem. Scand961, 15, 1695-1700.
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Par la suite, cette méthodologie a été largemenilaym@e pour la préparation d'acides
pulviniques naturefé**>2ou non naturefs,

Plus récemment, des travaux réalisés par I'équepklidskowski et Wagner a Strasbourg ont
montré que l'ouverture de bis(lactones) dissymaasy comportant un seul groupement
aromatique pouvait étre réalisée de maniére régictsée (Schéma 9§°° En effet, lorsque
I'ouverture de la bis(lactone)l est effectuée avec un alcool ou une amine en qrésege
fluorure de tétrabutylammonium, des régioséled@s/tomprises entre 85/15 et 99/1 en faveur

des composéB2 ou 14 sont observées.

MeO o)
fe) Me
RNH,, TBAF | ©
THF o
MeO 78°Cata. ‘ + HO
0 - HO N\ e RHNOC OMe
RHNOC
o) 12 13
o | MeO 0
Me \ fe) Me
| ©
11 R'OH, TBAF | o + HOO Y
THF
78°Cata. HO N e RO,C OMe
R'O,C
> 14 15
Schéma 9

1.2. Oxydation de quinones

Une alternative a la préparation de bis(lactonedjipiques a été développée en s’inspirant
du réarrangement oxydatif biomimétique d’une temyfguinone. En 1928, Kofl a réalisé la
conversion d'une terphénylquinone naturelle, l'atemtine 2, en bis(lactone)16 par
oxydation en présence de peroxyde d’hydrogéneagid® chlorhydrique (Schéma 10). Par la
suite, d’autres systémes d’oxydation ont été ésydas que le tétraacétate de plfrdu un

mélange anhydride acétique/DM30

°2 Mittal O. P., Seshadri T. R. Chem. Sod.956 1734-1735.

>3 Foden F. R., J. McCormick J., O'Mant D. W.Med. Cheml975 18, 199-203.

% Habrant D., Thése de Doctorat, Université Louist®ar, Strasbourg 1, 2008.

% Habrant D., Le Roux A., Poigny S., Meunier S., WagA., Mioskowski CJ. Org. Chem2008 73, 9490-9493.

%6 Kogl F., Becker HLiebigs Ann. Chend928 465 211-242.

5 Frank R. L., Clark G. R., Coker J. Bl.Am. Chem. So&95Q 72, 1824-1826.

58 Moore H. W., Wikholm R. JTetrahedron Lett1968 9, 5049-5052; Wikholm R. J., Moore H.\. Am. Chem. Sot972
94, 6152-6158; Lohrisch H.-J., Schmidt H., SteglichJtstus Liebigs Ann. Chert986 195-204; Pattenden G., Pegg N. A.,
Kenyon R. W.Tetrahedron Lett1987, 28, 4749-4752; Pattenden G., Pegg NJAChem. Soc., Perkin Trans1991, 2363-
2372; Besl H., Bresinsky A., Kilpert C., Marschner \Bchmidt H. M., Steglich WZ. Naturforsch2008 63b, 887-893.
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H;0, HCI
AcOH, reflux

60 %

Schéma 10

En 1970, Moore a développé une méthode intéressente@arrangement thermique d’'une
azidoquinone directement en acide vulpinique (Sehéiif®. La 2,5-diphényl-1,4-
benzoquinond7 a donné le diépoxydE8 avec un rendement de 75 % par traitement avec du
peroxyde d’hydrogéne. Le traitement de ce compusé de I'acide chlorhydrique a fourni la
chlorohydroxyquinone19. L’addition d'azide de sodium a permis la formatiale
I'azidoquinone20, qui a été convertie en buténolidé au reflux de I'éthanol. Enfin, I'acide

vulpinique est obtenu par méthanolyse de la fonatitrile.

Triton B

H,05 HCI
dioxane dioxane/éthanol

75 % 69 %

NaNj EtOH HCI, MeOH
EtOH, DMF

89 % 95 %

acide vulpinique

Schéma 11

2. Utilisation d’'un anhydride maléique

Pattenden a exploité les propriétés de dérivésadeydride maléique pour développer trois

approches distinctes. Elles ont 'avantage de mandes syntheses totalement contrélées

d’acides pulviniques dissymétriques.

% Moore H. W., Shelden H. R., Deters D. W., WikholmJRl. Am. Chem. So&97Q 92, 1675-1681.
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2.1. Réduction régiosélective et alkylidénation

La premiere voie s’appuie sur la réduction régiestéle de I'anhydride maléiqu22 par
I'hydrure de lithium aluminium pour fournir un déé tétronique23 (Schéma 129. Le
tétronate de meéthyl23 est déprotoné avec M-cyclohexylN-isopropylamidure de lithium
(LICA) puis I'anion obtenu est mis a réagir avec denzoylformiate de méthyle, pour
conduire & I'alcool4®’. Une déshydratation d&4 réalisée avec du pentoxyde de phosphore

dans le benzéne fournit I'acide pulvinique permip.

MeO

MeO MeO MeO
o) 0
| LiAIH, % 1. LICA, THF, -70 °C P,05
THF > 0 MeO benzéne
MeO .70 °C 4 -30 °C MeO MeO,c 1 O MeO
0 2h Ph” “CO,Me ? 14 % MeO,C
2 2 étapes €0,
22 31 9% 23 -70°Cata,3h 24 (2 étapes)

25

Schéma 12

Cette méthode est intéressante pour obtenir degdéat’acides pulviniques dissymétriques
mais les rendements obtenus pour les étapes daddit de déshydratation sont relativement

faibles.

2.2. Reéaction de Reformatsky

En 1986, Pattenden a décrit une seconde approd®e [sar une réaction de Reformatsky
entre I'énolate zinciqu? et un anhydride maléiqus (Schéma 1352 L'alcool tertiaire28

est obtenu sous la forme d’'un seul diastéréoisomp&ree a un état de transition supposé de
type chaise ou les substituants encombrés adopiaet orientation équatoriale. La
déshydratation de I'alcod8 est effectuée par formation d’un mésylate puisiéation en
présence de 1,5-diazabicyclo[4.3.0]non-5-éne (DRNster 29 est obtenu sous forme d’un
mélange disoméreg et E. Il est intéressant de noter que le compds&’isomérise
guantitativement en quelques jours, sous l'effefadimiére, pour donner l'isomeie La
derniere étape consiste a déprotéger les éthersylmées par réaction avec liodure de

triméthylsilyle et permet I'obtention de I'acidemgphidique

€0 Knight D. W., Pattenden @. Chem. Soc., Perkin Trans1879 62-69.
®1 Knight D. W., Pattenden @. Chem. Soc., Perkin Trans1879 84-88.
2 Gedge D. R., Pattenden G., Smith AJGChem. Soc., Perkin Trans1986 2127-2131.
8 pattenden G. Pegg N. Smith A. Ttrahedron Lett1986 27, 403-406.
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OM OMe
MeO 0ZnCl  MeO
OMe O
MeO MeO
MeO Et,0, -60 °C, 6 h CO,Me
(e} "’H
26

27 %

MeO
1) CH3SO,CI, CH,Cl,
-10°Cata,2h
2) DBN,
THF,0°Ca

ta,2h OMe

COzMe

0,
acide gomphidique (E)29 18% MeO (2)29 57 %

.

Schéma 13

Comme l'approche précédente, cette voie de syntlesseégalement efficace, mais le

rendement global de 13 % reste modére.

2.3. Oléfination de Horner-Wadsworth-Emmons

Enfin, Pattenden a décrit la synthese d’acidesipigives par une réaction d’oléfination de
type Horner-Wadsworth-Emmotis L’anion du phosphite de méthyle est mis en réacti
avec I'anhydride maléiqu&0 pour former le phosphona8d. Ce dernier est placé dans des
conditions d’oléfination en ajoutant de I'hydrure dodium puis un cétoest82, pour

conduire a la préparation de I'esB&¥sous forme d’un mélange d’'isomestE.

0 0o
Ar Ar
jfé NaH, HP(O)(OMe), o NaH, Ar' Cone
0 0
benzene, 1 h, reflux e benzéne
Meo™ 21-41% H OI\P/I\OM 45-66 % MeOQC ap/  COMe
30 31 (E)-33 (2)-33

Schéma 14

64 pattenden G., Turvill M. W., Chorlton A. B.Chem. Soc., Perkin Trans1291, 2357-2361.
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Toutes les approches mettant en jeu un dérivé alehydride maléique, développées par
Pattenden, ont l'avantage d'étre assez concisedeemener a des acides pulviniques

dissymétriques, mais elles souffrent de rendenwaltmux faibles.

3. Cyclisation de Dieckmann

En 1979, WeinstoR a développé une nouvelle voie d'accés aux aciddsinmues
dissymétriques en se basant sur des travaux deesl@rStannetSconcernant la préparation
d’acides tétroniques. Dans ce cas, le motif pulpiei est obtenu par une cyclisation de
Dieckmann (Schéma 15). Dans un premier temps,l#eéyate de méthyld4 est condensé
sur I'oxalate de méthyle en présence de méthylatsadlium. L'énol35 obtenu est ensuite
acylé par un chlorure d’acid&6 en présence d'un équivalent de triéthylamine. &tsdle
méme pot, la cyclisation de Dieckmann est réalipde addition de deux équivalents
supplémentaires de triethylamine et par chauffag® aC. L'acide vulpinique38 est alors

obtenu mais avec un rendement faible.

0] o oM MeONa MeO. -0 0
A + e
r\)J\OMe Meo)i( benzéne Ar N OMe
34 39 % OH
35
MeO.__O MeO.__O
AF'A”/CI NEt; (1 éq.) i NEt; (2 €9.) P
, 3 (1 éq. éq.
36 O Ar N OMe ° Ar N N Ar
: 50°C, 18 h
acétone, t.a. O\n/\Ar' (0] S
O " 0,
37 5-25 % 38
Schéma 15

En faisant varier la nature de l'ester et cellectilorure d’'acide, Weinstock a préparé de
nombreux dérivés pulviniques originaux. |l a réuégalement a préparer des analogues
d’acide vulpinique dans lesquels le groupement Atéaremplacé par un groupement non-
aromatique. Cependant, dans tous les cas, lesmemie globaux obtenus restent faibles et ne

dépassent pas les 10 %.

8 Weinstock J., Blank J. E., Oh H.-J., Sutton B.JMOrg. Chem1979 44, 673-676.
® Haynes L. J., Stanners A. Bl.Chem. Sod 956 4103-4107.
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4. Utilisation d’'une dioxolanone

Une autre voie d'accés, décrite par Ramage en 198dse comme intermédiaire une
dioxolanon&’. Ramage a utilisé une réaction d'oléfination entrephosphorand0 et un
cétoesteB9 pour obtenir la dioxolanonl sous forme d’'un mélange d’'isome@st E, qui
sont séparés par chromatographie sur gel de ¢8iceéma 16). L'isomere est mis a réagir
avec I'énolate lithié42 pour conduire a un intermédiaire diénold8qui, lors du traitement
acide aqueux, cyclise pour donner 'acide vulpirigd. La régiosélectivité de la cyclisation

est controlée par la différenciation des deux fiomst esters.

Ar CO,Me

o 0. PPhs , |

)j\ . <:>< toluéne o o

Ar CO,Me o
2 0, 95°C,3h o

39 40 72-81 % 41

/Ii Ar CO,Me Ar
Ar'” > CO,t-Bu 42 oL HCI o
THF, -78 °C, 2 h puis 20 h a t.a. Lo~ Ho 1\
74-86 % t-BuO,C™ A £BUO,C Ar
43 44
Schéma 16

Cette séquence réactionnelle a permis la préparatiacides pulviniques avec de bons
rendements. Par exemple, lI'acide xérocomique aoBténu avec un rendement global de

60 % a partir du phosphora#sé.
5. Réaction de dérivés silylés

5.1. Cyclisation de Langer

Plus récemment, Langer a développé un nouvel @des acides 5-alkylidenetétroniques par
une réaction de condensation entre un diéne sdylée chlorure d'oxaly®. Dans cette
approche, le 1,3-bis(triméthylsilyloxy)-1,3-died& est obtenu par silylation du composé
1,3-dicarbonylét5 (Schéma 17). La cyclisation dé avec le chlorure d’oxalyle catalysée par
le triflate de triméthylsilyle, suivant le mécanismécrit dans le Schéma 17, permet d’obtenir
le buténolidebO.

7 Ramage R., Griffiths G. J., Sweeney J. NJAChem. Soc., Perkin Trans1984 1547-1553.

68 Langer P., Stoll MAngew. Chem. Int. EA999 38, 1803-1805; Langer P., Schneider T., StollGhem. Eur. J200Q 6,
3204-3214; Langer P., Eckardt $ynlett200Q 844-846; Langer P., Eckardt T., Schneider T., éb@h, Herbst-Irmer RJ.
Org. Chem2001, 66, 2222-2226.
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o)
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OMe 2. LDA, MesSiCl = OMe Me,SiOTF MeO
45 / OMe 46 50 CO,Me
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SiMe3 SiMe; +(|)\ Cl
O +0  OSiMe; Me;Si, O +O0 OH OH O
NN
© Z ™ 0Me ON S ome 0 OMe
Cl  OMe 47 Cl  OMe 48 Me;Si OMe 49
Schéma 17

Par la suite, Langer a appliqué cette méthodolagla synthése d’acides pulvinigtie®
Dans notre laboratoire, nous avons également @itdstte méthode dans le cadre de la
synthése totale de la norbadione A et pour obtiminouveaux acides pulviniqgdésDans ce
cas, la formation du cétoestBR est réalisée par une condensation de Claisen éntre
méthoxyacétate de meéthylél et un arylacétate de méthyl84 (Schéma 18).
L’alkylidenebuténolide54 est obtenu par deux étapes successives de sitylatiis une
cyclisation de Langer dans les conditions décneédemment. Ensuite le triflaf® est
préparé et des couplages de Suzuki-Miyaura avebatesate$6 ont permis la formation de
pulvinates de méthyl®-méthylés. Enfin les acides pulviniques sont obsguar déprotection

des groupements méthoxy par traitement avec ddurede triméthylsilyle.

0 o O MesSIO  OSiMes
LDA, THF i
HJ\OMe ) HJ\OMe MOMe 1. Me;SiCl, ELN, THF, 12 A Poie
OMe 4977%  Spie Ar 2.LDA, MesSiCl, THF, 78 °C, 3h &\ 1
51
52 53
o}
Cl
oy 0
Me3SiOTf \ Tf20 pyridine
CH,Cl, MeO™ 1\, T cHCh A PdCL(Phs), Ar
78°Cata, 12h oo -78°Cata,4h Me 02C Na,CO3 2 M Ve ozc
_Q0 O,
38.54 % 5 85-99 % o THF, reflux, 2 h o
67-99 %
Schéma 18

9 Ahmed Z., Langer Rl. Org. Chem2004 69, 3753-3757.

° Ahmed Z., Langer Pletrahedror2005 61, 2055-2063; Ahmed Z., Albrecht U., LangerBur. J. Org. Chen2005 3469-
3474,

n Desage-El Murr M., Nowaczyk S., Le Gall T., Mioskeki C., Amekraz B., Moulin CAngew. Chem. Int. EQ003 42,
1289-1293; Desage-El Murr M., Nowaczyk S., Le QallMioskowski C.Eur. J. Org. Chem2006 1489-1498; Bourdreux
Y., Nowaczyk S., Billaud C., Mallinger A., Willis CQesage-El Murr M., Toupet L., Lion C., Le Gall T.jddkowski C.J.
Org. Chem2008 73, 22-26.
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Cette stratégie est trés efficace et permet lagpadipn de nombreux acides pulviniques grace
notamment a la flexibilité apportée par le couplage palladium. Cependant, le nombre
d’étapes est relativement important et les interenggb silylés utilisés au cours de la synthése

sont instables et peu faciles a manipuler.

5.2. Condensation d’'un acétal de cétene silylé

Dans notre laboratoire, une méthode de préparatiacides pulviniques symétriques,
reposant également sur l'utilisation d’un acétalcgééne silylé, a été dévelopfe€ Le
dérivé silylé58 est obtenu a partir de l'arylacétate de métByleEnsuite, la condensation de
deux molécules de dériv&8 sur le chlorure d’oxalyle a fourni la dicétob® qui n’est pas
isolée. Le traitement avec deux équivalents de RBhermis de provoquer une cyclisation
intramoléculaire pour donner l'esté80 sous forme d'un seul stéréoisomére. L'acide

pulvinique61 est ensuite préparé par saponification.

o]
cl ol
o) OSiMe
1. LDA, THF, -78 °C 3
Ar\)kOM AF%OM o
€ 2. Me;SiCl, -78 °C a ta. ©  CH,Cl, -78°C, 5h
34 58
MeO,C  OH
Ar% Ar | 1.DBU, MeOH, 5 h NaOH 05N
OH CO,Me 2. HClI conc. reflux 1h
MeO,C HO,C
59 2 2
Schéma 19

Cette approche permet la préparation d’acides pigives symétriques de fagon tres concise
avec de bons rendements variant généralement de #%. Cette méthode n’a pas pour

I'instant été efficacement adaptée a la synthéseidis pulviniques dissymétriques.

6. Utilisation d’'un acide tétronique

70 77

Enfin, recemment, une nouvelle stratégie a étéi&uthns notre laboratoire. Elle fait appel a
la condensation d’anions dérivés d’acides tétrozsgsur des cétoesters. Deux approches,
comportant une méme étape clé d’alkylidénation ébddéveloppées successivement.

2Heurtaux B., Thése de Doctorat, Université de Péri©rsay, 2006.
®Heurtaux B., Lion C., Le Gall T., Mioskowski @.. Org. Chem2005 70, 1474-1477.
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6.1. Utilisation du tétronate de benzyle

Dans cette premiere approche, l'acide tétroniquetceg d’abord protégé sous forme d’'un
éther de benzyl&2 par réaction avec du carbonate de potassium éraaure de benzyle
(Schéma 20f. L'anion du tétronate de benzyle, formé par la rdégmation par le
n-butyllithium de62, est additionné sur un benzoylformate pour cordaifalcool63 sous
forme de deux diastéréoisomeres. La déshydratagian,'anhydride trifluoroacétique en
présence de DMAP et de triéthylamine, a permioieétion majoritaire de I'isomere de

64. La position 3 du motif tétronique est ensuiteéeden présence d’iode et de nitrate de
cérium ammoniacal (CAN). Enfin, le dérivé ioflB est engagé dans des réactions de Suzuki
avec différents arylboronate86. Plusieurs dérivés pulvinique$0 sont obtenus apres
hydrogénolyse en présence de palladium sur chatbsmgroupements benzyles protégeant la
fonction énol et les fonctions phénols sur les gesnents Ar et Ar’.

0 o) 0 (CF3C0),0 0
BnBr, K,CO;4 1. n-BuLi, THF, -78°C DMAP, Et;N
| ©° DbwmFta,12n || © 2 ACOCOR \ °  CHCho°Cata,4h | P
-78°Cata,12h Ar!
HO 75%  BnO Bn0 XA sedpaquant B0 Har
e tatrani 2% OH (2 étapes) RO,C
acide tétronique 62 63 2 64
R = Me, Bn
Jo
Ar?—B_ 66
o)
2 '
I, CAN ' o PdCly(PPhs), Ar o H, PdIC10% Ar o
CH4CN Na,CO; 2M DMF, HCI
ta,4h B0 M)A THF,80°C,2h  BnO M) pf HO N ar
65-78 % RO,C 60-93 % RO,C 68-82 % RO,C
65 67 10
Schéma 20

6.2. Utilisation d’'un acide 3-aryltétronique

Cette deuxiéme approche se base également suégnense d’alkylidénation entre un motif
tétronique et un cétoesfdr Mais cette fois-ci, le motif tétronique utilisésteun acide
3-aryltétronique qui peut étre synthétisé en undesétape a partir d'un arylacétate et d’'un
hydroxyestef®. Ainsi, I'acide tétroniqué&’0 est obtenu & partir du glycolate de métigfeet

du 4-méthoxyphénylacétate de méthgle en présence deert-butylate de potassium. La
formation de70 fait intervenir successivement une transestétifinaet une cyclisation de

Dieckmann. L'addition du dianion de lacide tétrgné 70 généré avec du

" Willis C., Bodio E., Bourdreux Y., Billaud C., Le Gadll., Mioskowski C.Tetrahedron Lett2007, 48, 6421-6424;
Bourdreux Y., Bodio E., Willis C., Billaud C., Le Gall, Mioskowski C Tetrahedror2008 64, 8930-8937.

S Mallinger A., Le Gall T., Mioskowski CJ. Org. Chem2009 74, 1124-1129.

"8 Mallinger A., Le Gall T., Mioskowski CSynlett2008 386-388.
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diisopropylamidure de lithium, sur un dérivé du bayiformiate de méthyle fournit I'alcool
71, sous forme d’'un mélange de deux diastéréoisoméeesiéshydratation de I'alcodll,
effectuée en présence d’anhydride trifluoroacétiguale pyridine, conduit a un mélange
d’'isomeéresZ et E du pulvinate de méthylé2. Une isomérisation par irradiation sous UV

permet d’obtenir uniguement I'isomére de configranaturelleE.

MeO
MeO t-BuOK o
+ HO._CO,Me
COMe THF, reflux | o
69 ou DMF, t.a. HO
68 85-90 % 70
MeO MeO.
P 1.(CFsCO)0, ?
1. LDA, THF, -78°C B pyridine, CH,Cl, %
2. ArCOCO,Me HO 2. hv, toluéne HO \
-78°Cata,12h Ar Ar
60-85 % MeOQC OH 71-95 % MGOQC
71 72
Schéma 21

lll. Propriétés biologiques

Les acides pulviniques possedent de nombreusegtéstbiologiques intéressantes. Ces
activités ont fait I'objet de nombreux travaux @ehierche depuis plusieurs dizaines d’années.
La premiere propriété découverte fut I'hnypervetitiia, provoquée par I'acide vulpinique, qui
engendrait des convulsions puis le déces chezitre@aimaux de laboratoire. Cette toxicité
était déja bien connue avant le®1€lécle, notamment des esquimaux qui utilisaierst de
extraits de lichens contenant de I'acide vulpinigaemme poison contre les loups. Et en 1952,
Soderberg a démontré que I'acide vulpinique étiaih & I'origine de I'hyperventilation par

des expériences menées sur des chats et des calinoes’.

1. Activités biologiques décrites dans la littérature
Dans cette partie, nous allons détailler les ppaleis études décrites dans la littérature
concernant les propriétés biologiques des acidesnues.
1.1. Propriétés anti-inflammatoires

En 1975, O’Mant et son équipe ont préparé de nombreux dérivésnigies, symétriques
et dissymétriques, en utilisant la méthode dégrteAkermark, afin d’évaluer leur potentiel

" Séderberg UActa Physiol. Scand.953 27, 97-98.
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anti-inflammatoire. L'activité de chagque composétéa déterminée grace a un test mis au
point par Newboul qui consiste & injecter des microbactéries a alss ce qui provoque les
syndromes de l'arthrite, notamment une inflammatanactéristique. Ainsi, ils ont mis en
évidence que des dérivés comportant un halogemm&tion méta d’'un noyau aromatique,

tels quer3 et 74, avaient de bonnes propriétés anti-inflammatoires.

Figure 23

Cependant, des études toxicologiques ont révél& gpeovoquait de I'hyperventilation chez
le rat et le chien, donc ce composé a été aband®amné&ontre74 ne présentait pas cet effet
secondaire, mais conduisait seulement a des preblgastriques, usuellement observés lors

de la prise d’agents anti-inflammatoires.

1.2. Propriétés antimicrobiennes

L’activité antimicrobienne des acides pulviniquesnéressé de nombreuses équipes de
recherche. Plus spécialement, des propriétés atéiiennes et antivirales ont été décrites
dans la littérature.

Ainsi, Brady® a observé une activité antibactérienne de I'avidpinique par des tests de
croissances bactériennesRigcillus subtilis de Staphylococcus aurelystaphylocoque dore),
de Mycobacterium smegmatet dEnterobacter aerogene€ependant, son activité (12 a 50
png/mL) reste modérée par rapport a la pénicillineada tétracycline (0,02 a 2 pg/mL). En
2003, des travaux de R83st son équipe, sur I'acide vulpinique, ont conéroette propriété
antibactérienne suBtaphylococcus aureudlais Ross a mesuré une activité de 2 pg/mL qui
est bien supérieure a celle donnée par Brady.

D’autres acides pulviniques ont également montré aetivités antibactériennes, comme

I'acide pinastrique ou le dérivés">%2.

8 Newbould B. BBrit. J. Pharmacol. Chemothet963 21, 127-136.

"9 Benedict R. G., Brady L. R. Pharm. Sci1972 61, 1820-1822.

8 Duncan C. J. G., Cuendet M., Fronczek F. R., Pezkuth, Mehta R. G., Hamann M. T., Ross SJANat. Prod.2003
66, 103-107.

81 yan der Sar S. A., Blunt J. W., Cole A. L. J., DirB., Munro M. H. G.J. Nat. Prod 2005 68, 1799-1801.

82 Dias D., White J. M., Urban $lat. Prod. Res2007, 21, 366-376.
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acide pinastrique

Figure 24

Des propriétés antivirales ont été également itiées sur le virus de I'herpes, le virus de la
polio®” et le virus de la gripp@ L’acide pinastrique posséde une forte activitétile virus
de I'herpés de type 1 (ATCC VR-733) et le virudagolio de type 1 (ATCC VR-192) a des
doses de 30 pg, sans montrer aucune cytotoxicitdntQa I'acide vulpinique, il permet de
lutter efficacement contre les virus de l'influerdmatype A (Philippine) et de type B (Paraha)
avec des valeurs d’Hg allant de 3,9 a 15,5 ug/mL en culture cellulaGependant, il ne

possede aucune activité contre le virus de l'infigede type C et le virus de I'herpés.

1.3. Propriétés antioxydantes

Les acides pulviniques se sont révélés étre égalede bons antioxydants. Tout d'abord,
Kasug&’ a étudié I'activité antioxydante de I'acide varégue par des tests de peroxydation
du linoléate de méthyle et de I'acide linoléiqu&adide variégatique montre une forte activité
antioxydante par comparaison avec le BHAdR-butyl-4-hydroxyanisole) et di-tocophérol
(constituant de la vitamine E). Cependant, a faiblecentration, il parait étre pro-oxydant.
Dans notre laboratoire, un criblage a haut délahtibxydants a été mis au point et nous a
permis ainsi d’identifier la famille des acides yinlques comme antioxydarits Dans le
chapitre suivant, les résultats obtenus au laboeapar différents tests antioxydants seront

résumes.

2. Etudes antioxydantes réalisées au laboratoire

Au laboratoire, deux tests principaux ont été sd#i jusque-la pour mesurer l'activité
antioxydante de nos composés. Le premier est undeegprotection de la thymidine et le
second est un test de protection d’ADN. Dans qadirie, nous allons résumer les résultats

obtenus, avant ce travail de these, par ces dealyations. Cependant, nous n’expliquerons

8 Rashan L. J., Ayoub M. T., Al-Omar L., Al-Khayatt ®. J. Microbiol. Biotechnol199Q 6, 155-158.

8 Kasuga A., Aoyagi Y., SugaharaJ.Food Sci1995 60, 1113-1115.

8 Meunier S., Desage-El Murr M., Nowaczyk S., Lel@a Pin S., Renault J.-P., Boquet D., Créminon CintSaman E.,
Valleix A., Taran F., Mioskowski CChemBioChen2004 5, 832-840; Meunier S., Hanédanian M., Desage-EIrNu;
Nowaczyk S., Le Gall T., Pin S., Renault J.-P., Bodue Créminon C., Mioskowski C., Taran, EnemBioChen2005 6,
1234-1241.
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qgue brievement le principe de chaque test ; de aiuples détails seront donnés dans le
chapitre 6.

Les résultats qui vont étre présentés ci-dessous iseus de travaux initiés par Stéphane
Meunief® puis poursuivis par Mickaél Hanédanian, Benoit Haux'?> et Damien
Habranf*®

2.1. Test de protection de la thymidin&®

Ce tesin-vitro a été mis au point au laboratoire par F. TaranPA[SEBM, Service de Chimie
Bioorganique et de Marquage) en collaboration deeéquipes de C. Créminon et D. Boquet
(CEA/SPI, Service de Pharmacologie et d'Immunoaglyet de S. Pin et J.-P. Renault
(CEA/SIS2M, Service Interdiciplinaire sur les Sys&s Moléculaires et les Matériaux). I
s'appuie sur I'étude de la dégradation d’'une childogique, la thymidine, nucléoside de
I’ADN, soumise a un stress oxydant : irradiatigrirradiation UV a 254 nm en présence de
peroxyde d’hydrogéne ou stress de type Fentofi/ff£,). La thymidine intacte est ensuite
quantifiee par un dosage immuno-enzymatique quiafgpel a un anticorps spécifique de la
thymidine (cf. chapitre 6).Ce test est réalisé daes plaques 96 puits et a permis dans un
premier temps de tester simultanément un grand r@mde composés comportant des
fonctions phénols ou thiols (Figure 25). Ce crikladp composés a mis en évidence les
propriétés antioxydantes remarquables de la nashadiA sous une irradiatiopn En effet,

c’est la seule molécule qui a donné plus de 80 %ratection de la thymidine.

phénols guinonesflavonoides autres

\ !
1 2 3 45 6 7 8 9 10
) AOCOOCOOOOOOO
ey B@OO0000@@@O
CO0O0O0OOOOOO
™ | P@OO0O0ePe0®
i | EOCOC0000000
® 60.80% FOOOOOOOOOO
® 501005 COOOOOOOOOO
H@OQOOOOOOOOO
At ——

norbadione A stilbénes et coumarines

benzophénones

Figure 25

8 Habrant D., Poigny S., Ségur-Derai M., Brunel Yeuraux B., Le Gall T., Strehle A., Saladin R., Meun§.,
Mioskowski C., Wagner Al. Med. Chen009 52, 2454-2464.
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L’activité antioxydante de la norbadione A a ét&wgte confirmée sous irradiation UV. Par
contre, dans le cas d'un stress oxydant de typéoRgeelle ne protége que faiblement la
thymidine. Ce résultat est peut étre di a un gffetoxydant de la norbadione A dans ces
conditions ou bien a son incapacité a capter lpéces oxydantes métalliques générées par ce
stress. Suite a ce résultat, il paraissait intardgsd’étudier des molécules analogues a la
norbadione A, notamment les acides pulviniques sDarmcas de la protection de la thymidine,
ils ont donné de bons résultats dans les conditdenadiolyse et UV mais également dans les
conditions de Fenton. Donc, les acides pulviniguesprésentent pas, priori, les mémes

effets pro-oxydants que la norbadione A.

Avant de démarrer un programme de synthése, umke @xéliminaire de relation structure-
activité avait été réalisée sur des dérivés d'acpidviniques afin de déterminer I'importance
du systéme conjugué dans lequel est incorporémbiién énol (Figure 26).

Dans cette série de tests de protection de la thgmisous irradiatio, la norbadione A a
donné le meilleur résultat de protection de la ticfme avec 82 %. L’'acide pulvinique et
I'acide vulpinique ont été un peu moins efficacesnduisant a des protections d’environ
60 %. Cependant, leur activité reste supérieuresdamtioxydants connus comme le trolox,

I'acide ascorbique et I'amifostine, qui conduisanties protections respectives de 38, 10 et
35 %.

100 ~

HO.

trolox

o TCoH 80
CH;
Q, 4
° 60
HO—\ - oH
HO  OH £ 404
acide ascorbique
HoN y Qb/OH
2NN on 20+
amifostine
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Figure 26

Protection thymidine (%)

Il est a noter que le passage de la fonction acaalboxylique a un ester méthylique a peu

d’incidence sur l'activité. Ensuite, le compo&& comportant deux groupements meéthyles, a
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donné la plus faible protection de la série, swdui composé77 comportant un seul
groupement méthyle lié la lactone. Quant au com@8s@ui comporte un seul groupement
aromatique lié a la lactone, il a conduit & undgmton de la thymidine plus faible que celle
induite par des acides pulvinigues, mais néanmsuipgrieure a celles due aux antioxydants
utilisés comme références. Ces résultats ont maditnortance de la présence d’'un
groupement aromatique, en position 3 de la lactpoar I'activité antioxydante des acides
pulviniques. De ce fait, la nature du pouvoir axyaant des acides pulviniques proviendrait
d’'un part de leur capacité a piéger des radicauXgoéonction énol, et d’autre part, de leur
aptitude a stabiliser le radical (Schéma 22). Heteflans le cas du dériv&, qui présente
une activité antioxydante faible, le radical forme& peut se délocaliser que dans la partie
lactone. Alors que pour l'acide pulvinique, dontdeuvoir antioxydant est supérieur, le
radical a la capacité de se délocaliser dans lrlacmais également dans le noyau

aromatique.

acide pulvinique

Schéma 22

Par la suite, plusieurs dérivés pulviniques symeéas 61 comportant des groupements
aromatiques ou hétéroaromatiques ont été prépamdsmbkiés par le test de protection de la
thymidine. lls ont conduit en général a une bommegtion de la thymidine, avec des valeurs
allant de 40 a 68 %. Les composés ont pu étreédatis plus actif au moins actif, en fonction

du groupement aromatique, de la maniere suivante :
Ar

HO MeO Br, Cl =
| o =
000 Q000
Al
HO,C

61

=

Figure 27
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2.2. Test de protection de plasmide

Ce test consiste a étudier la dégradation d’'umpties (ADN double brin superenroulé, non
chromosomique, extrait d'une bactérie) soumis attess oxydant en présence d’'un composé
potentiellement antioxydant. L'action du stressamyt peut conduire a des coupures simple
brin, générant un ADN circulaire, ou a des coupu@sble brin, générant un ADN linéaire.
Les différentes formes d’ADN obtenues sont sépapegs quantifiées afin de déterminer la

protection engendrée par le composé présent.

Dans le cas d'une irradiation la norbadione A est un excellent protecteur @esrpide. Par
contre, dans le cas d'un stress Fenton, aucunegiiart n'a été observée. De plus, de
multiples fragments d’ADN ont été obtenus ce qunfome l'effet pro-oxydant de la
norbadione A dans ces conditions.

En ce qui concerne les acides pulviniques, sousiuadiationy, certains d’entre eux ont
permis une protection supérieure a celle de laatdne A. Et en général, tous les dérivés
pulviniqgues évalués étaient plus efficaces queatertantioxydants connus comme l'acide
ascorbique ou I'amifostine. Mais pour les acidedsipigues aromatiques symétriqués,
I'influence des groupements sur l'indice de pratacetait un peu différente de celle observée
dans le cas du test & la thymidine. En effet, le8leurs résultats ont été obtenus, dans ce cas,
avec les dérivés comportant des groupements 4-lpioémyles et 2-thiényles. Ensuite, les
autres composés ont été classés, en fonction deindice de protection, de la maniere

suivante :

Ar

(0]
Br, HO MeQO K Cl
| O =
i O-R-0-0-0-R-0
Ho, ™

61

=

Figure 28

D’autres dérivés d’acides pulviniques ont égalendé@tpréparés et évalués a l'aide des deux
tests présentés précédemment. Il s’agit d'uneddamides de typeg9 et d’autre part de sels
d’amines de type80 (Figure 29). Ces produits ont été préparés dartsulede rendre les

dérivés pulviniques plus solubles en milieu aquélependant que ce soit les dérivés amides
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ou bien les sels d’amines, les indices de protedti® la thymidine ou de plasmide étaient

plus faibles que dans le cas des acides correspndauf cas exceptionnel.

Figure 29

2.3. Toxicité

Des études d’évaluation de la toxicitévitro etin vivo de la norbadione A et de certains
acides pulviniques ont été réalisées. Des prerngsts ont été effectués tout d’abord sur des
lignées cellulaires V79 (fibroblastes de poumorhdmster de Chine) par le Dr. F. Leteurtre
(CEA, SBIGeM). La norbadione A s’est révélée émeique pour la croissance des cellules
V79. En effet a une concentration de 40 uM, la adiiine A a engendré une inhibition de
50 % de la croissance cellulaire. Par contre, tedea pulviniques évalués ne se sont pas
révélés étre toxiques pour les cellules V79 dasidineites de solubilité des différents dérivés
(de 500 a 1000 puM).

Ces résultats ont été confirmés par une étudedlmgimjuein vivo réalisée par le Dr. Rima
(Université Paul Sabatier de Toulouse) chez laisoDans ce cas, la norbadione A a montré
une toxicité élevée, d’environ 59 mg/kg. Pour lel@s pulviniques évalués, aucune toxicité

n'a été observée a la limite de leur solubilitév{eam 200 mg/kg)
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I\VV. Conclusion et objectifs du travail

Les acides pulviniques sont des pigments de charopgyet de lichens. L’acide vulpinique,
ou pulvinate de méthyle, a été isolé pour la presnféeis en 1831 et la premiére synthese
décrite d’'un acide pulviniqgue date de 1894. Depdes,nombreux papiers concernant leur
synthése ou la description de leurs propriétéobiqlies ont été publiés.

Au laboratoire, grace a un criblage a haut délit,nbrbadione A et plusieurs acides
pulviniques ont été identifies comme étant d’exa@h antioxydants. Cependant, les acides
pulviniques, contrairement a la norbadione A, n'mantré aucune activité pro-oxydante dans
les conditions de Fenton mais également aucuneit®ii vitro etin vivo. La synthése de
dérivés d'acides pulviniques est donc particulie@amintéressante afin d’'accéder a de

nouvelles molécules potentiellement antioxydantes.

Ce travail de thése est réalisé dans le cadre piojet financé par la DGA (Direction
Générale pour 'Armement) intitulé PROPERGAL. Igagit d’un projet de recherche pour
I'élaboration d’agents de protection contre lesormements ionisants et d’agents de

décontamination. Pour notre part, nous nous inééress seulement a la partie protection.

La préparation et I'évaluation de nouveaux agemtsprbtection contre les rayonnements
ionisants dérivés d’acides pulviniques est donbjéotif de cette thése. A long terme, les
applications visées de tels composés sont, tobbdia la protection de personnes évoluant en
milieux contaminés. Leur utilisation peut égalemeetmettre la préservation des tissus sains
lors de traitements de cancers par radiothérapie.

Nous avons envisagé des modifications ciblées cidssapulviniques pour nous permettre de
progresser un peu plus dans I'étude structureitictile tels motifs (Figure 30). Tout d’abord,
nous envisageons de synthétiser des acides pulesiglissymétriques pour étudier,
séparément, l'influence des deux noyaux aromatiguésents sur la structure. D’autre part,
les groupements 'Ret R pourraient étre remplacés par d'autres fonctiossitirées, telles

gue des carbonyles, afin de connaitre leur capaatabiliser le radical formé sur la fonction
énol. Enfin, 'oxygéne intracycliqgue de la lactopeurrait étre remplacé par un atome de
soufre ou d’azote pour étudier l'influence de lauma de I'hétérocycle sur le pouvoir

antioxydant des dérivés d’acides pulviniques.
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P R' = aromatique, hétéroaromatique, carbonyle.
o X R? = aromatique, hétéroaromatique, carbonyle.
rd R R® = carbonyle, H.
81 X=0, S, NR.

Figure 30

Toutes les combinaisons des modifications envisagent difficilement accessibles par une
seule et méme voie de syntheése. Plusieurs voiesé&Badevront donc étre utilisées afin de
nous permettre la préparation des dérivés souhditass un premier temps, des acides
pulviniques dissymétriques seront synthétisés aftudier I'effet des substituants présents
sur chacun des deux aromatiques. Les travaux é8afisur la préparation de ces dérivés
pulviniques sont décrits dans le chapitre suivant.
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Chapitre 3 : Synthése d’analogues d’acides pulviniges

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédanersks voies de synthese d'acides
pulviniques ont été développées. Cependant, poynupart, elles ne permettent que des
modifications restreintes des substituants ou bregitent en jeu des produits de départ
difficiles d’acces. Nous avons donc envisagé dpame¥ un synthon commu8® (Schéma 23)
qui nous permettrait d’introduire une grande véride groupements'Ret R de maniére
concise et a partir de produits commerciaux oudaa’acces. Cette variété de compd3gs
envisagés permettra par la suite une étude déuéinte des différents groupements introduits

sur I'activité antioxydante.

o)
X R!
| © - . | ©
GpO \ —_— HO \ )
R
MeO,C HO,C
82 83
Schéma 23

Afin de réaliser la synthese du synth88, deux approches distinctes ont été étudiées

successivement.

|. Premiére approche : addition d'un acide tétronique

Pour cette premiere approche, nous nous sommeg@ppur des travaux précédemment
menés au laboratoire. Dans le rappel bibliographgur les acides pulvinigques, une synthése
réalisée au laboratoire, faisant appel & un déréréylé de I'acide tétronique, a été dééfite
Par cette méthode, divers groupements arylesnRpu étre introduits sur le motif pulvinique
via une séquence réactionnelle : alkylidénationpdenation puis couplage de Suzuki-
Miyaura.

Par notre nouvelle approche, nous envisagionsalseétout d’abord une alkylidénation puis
Iintroduction successive des groupement®RR par des couplages de Suzuki-Miyaura.

55



Chapitre 3 : Synthése d’analogues d’'acides pulviniques

1. Etude rétrosynthétique

Dans cette stratégie, I'acide pulviniq88 serait formé par un premier couplage de Suzuki-
Miyaura & partir du dérivé4 préalablement halogéné en position 3. Le grouper®én
pourrait étre introduit par un second couplage deufi-Miyaura sur le triflate dérivé de
I'intermédiaire 85. Enfin, ce dernier serait obtenu par addition ddérivé de l'acide
tétroniqueB6 sur un cétoestd7.

3% SIS S P

HO,C MeOZC MeOZC
Schéma 24

Cette stratégie de synthese permettrait un acpédera un grand nombre de dérivés a partir

d’'un synthon commun qui pourrait étre préparé ensegule étape.

2. Synthése du synthon commun 90

Afin de réaliser la synthése du syntHah(Schéma 25) par addition du tétronate de méthyle
sur un oxoacétate de meéthy®¥, nous avons envisagé deux meéthodes différentes. La
premiere fait appel a la formation d’'un énolatkiét89 qui est directement additionné sur le
dérivé carbonylé souhai®/ (méthode A). Quant a la seconde, elle passe plriaation
préalable d’'un dérivé silyl®1 qui est isolé puis utilisé pour réaliser les addi désirées
(méthode B). Pour ces réactions, le tétronate dbyies88 a été employé d’'une part parce
gu’il est commercial et d’autre part parce que éardtection du groupement méthoxy situe

sur la lactone de dérivés pulviniques est déjai@ét?®’

(0]
(0] OLi
O Méthode A o)
S\ 0 S/ :o + PR \
— MeOZC X MeO COzMe
MeO MeO 87 IS
88 89
o
OSiM63 %0
(0] Méthode B
ZNe) + \ 0
— MeO,C~ X MeG CO,Me
MeO 91 87 (e}

90

Schéma 25

87 Gill M., Kiefel M. J., Lally D. A., Ten AAust. J. Cheml99Q 43, 1497-1518.
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2.1. Passage par un énolate lithié (méthode A)

La formation d’'un énolate sur un motif tétroniquet bien décrite dans la littératfhé®2°

Généralement, elle fait appel a des bases fotteéds telles que Ie-BuLi ou la LDA et se
réalise a -78 °C.

Nous avons donc réalisé différents essais en namdifa base utilisée, I'électrophi&, le
nombre d’équivalents ou bien le temps de réactibmrécapitulatif des expériences réalisées

est donné ci-dessous (Tableau 1).

o o
0 Base
MeG 78°Cata. €0 g ©
% 87 X = OMe %
87¢ : X = N(OMe)Me
Schéma 26
entrée 87 é%.7de base ét?ésdee rézr;t{fn‘iﬁ) résultat
1 87a 1,1 n-BulLi 11 1 mélange complexe
2 87a 2 n-BuLi 11 1 mélange complexe
3 87a 2 n-BuLi 11 12 meélange complexe
4 87a 2 LDA 1,1 12 mélange complexe
5 87b 2 n-BuLi 1,1 12 pas de réaction
6 87¢ 1,1 LDA 1,1 12 pas de réaction
7 87c 1,1 LHMDS 1,1 12 pas de réaction
8 87c¢ 1,1 LDA 1,1 1 pas de réaction
9 87c 2 LDA 1,1 1 pas de réaction
10 87c 2 LDA 2 1 pas de réaction
11 87c 2 LDA 3 1 pas de réaction

Tableau 1

L'utilisation du chlorooxoacétate de méthy&a dans cette réaction conduit, dans tous les
cas, a un mélange de produits, quels que soidrgda, le nombre d’équivalents ou le temps
de réaction (entrées 1 & 4). En RMM de nombreux pics correspondants a des groupsment

méthyles dans la région 3,5 a 4 ppm, sont obsegsalles tentatives de purifications par

8 pelter A., Al-Bayati R. I. H., Ayoub M. T., Lewis WPardasani P., Hansel R.Chem. Soc., Perkin Trans1987, 717-
742.

8 Honda T., Satoh A., Yamada T., Hayakawa T., Kanal.KChem. Soc., Perkin Trans.1998 397-406; Paintner F. F.,
Bauschke G., Kestel M.etrahedron Lett200Q 41, 9977-9980.
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chromatographie sur gel de silice n’ont pas pediisbler et d’identifier les produits obtenus.
Nous en avons conclu que cet électrophile étgit itactif. Nous avons alors essayé d'utiliser
'oxalate de diméthyle87b, mais dans ce cas aucune réaction ne se passée(é&nt De
méme, l'utilisation de I'amide de WeinréYc (entrées 6 a 11), dans différentes conditions,
n’a conduit a aucune réaction.

Suite aux résultats décevants obtenus par formdgediénolate lithié du tétronate de méthyle

pour obtenir notre synthd0, nous nous sommes dirigés vers l'utilisation diénivé silyle.

2.2. Utilisation d’'un dérivé silylé (méthode B)

En 1987, Pelter a décrit la formation et l'utilisait du 4-méthoxy-2-(triméthylsiloxy)furane
91 en tant que nucléophile pour realiser des additisur différents substrats tels qu’un
orthoester, des acétals, un aldéhyde ou I'acBtoNeus avons donc voulu utiliser cet énol
silylé pour effectuer notre réaction d’addition sles cétoesters. Tout d’abord, nous avons

synthétise le dérive silyl@l en utilisant les conditions données par Pelter.

Q 1. n-BuLi (1 éq.), OSiMe;
THF, -78 °C
\ P 70
2. Me;SiCl (1,7 éq.) —
MeO 52-57 % MeO
88 91
Schéma 27

Puis nous avons utilis#l pour réaliser des réactions avec le chlorure d&@raou I'amide
de WeinrelB7cafin d’obtenir le composgo.

OSiMe3 Q
(0] acide de Lewis

Z 0 + \ 0

= MeOC™ X CH,Cl CO,Me

MeO 78°Cata. MeO J
91 87a: X =Cl
87¢ : X = N(OMe)Me 20
Schéma 28

Les réactions effectuées avec le dérivé sibdétaient, en général, plus propres que celles
employant I'énolate lithiéB9. En effet, aprés réaction, en RMI, le nombre de pics
correspondants aux groupements méthyles était nmojpertant. Cependant, la réaction avec
le chlorooxoacétate de méthyle, dans toutes ledittoms testées, ou la nature de l'acide de
Lewis, le nombre d’équivalents ou le temps de réaabnt été modifiés (entrées 1 a 8), n'a

jamais permis d’isoler le produit désiré. Et I'igdtion de I'amide de Weinreb dans cette
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réaction (entrée 9), n’a conduit, comme avec use hithiée, qu’'a I'isolement des produits de

départ.

entrée 87 éq.de87 acide de Lewis éq. d’acide de Lewistemps de réaction (h)

87a 1 / / 3
2 87a 3 Me;SIOTf 0,3 3
3 87a 3 MesSiOTf 0,3 12
4 87a 3 TiCly 0,3 12
5 87a 3 ZnBn, 0,3 12
6 87a 3 BR:.Et,O 1 12
7 87a 2 BR:.Et,O 1 12
8 87a 2 BR:.Et,O 2 12
9 87c 2 BR:.Et,O 1 12

Tableau 2

Malgré les nombreuses tentatives réalisées pouoreiole compos@&0, nous n'avons jamais
été en mesure d’isoler le produit souhaité. Noussrsmmmes donc dirigés vers une nouvelle

voie d'acces.

ll. Deuxieme approche : utilisation du tartrate de diméhyle

Cette nouvelle approche se base sur une strat@gfietfait différente de la précédente. En
effet, les étapes clés de cette voie sont unesagmin de Dieckmann, une déshydratation puis

deux couplages de Suzuki-Miyaura.

1. Etude rétrosynthétique

Par cette voie, I'acide pulviniqu83 serait obtenu par un couplage de Suzuki-Miyauitassio

la position 3 de la lactone a partir du dér84 ou bien sur la double liaison exocyclique a
partir de I'intermédiair®3 (Schéma 29).

Le groupement Rprésent suB4 pourrait &tre introduit & partir @5 par une séquence de
déshydratation suivie d’'une halogénation et d'uoptage de Suzuki-Miyaura d#2. Cette
approche n’est envisageable que si la réactionatjgaation réalisée s@2, en présence des
deux doubles liaisons, est sélective. Dans le gagaire, nous pourrions passer par le dérivé
93 qui serait obtenu, a partir d@4, par un couplage de Suzuki-Miyaura permettant

d’introduire le groupement R suivi d’'une déshydratation pour former la doubégson
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exocyclique. Dans ce cas, il n'y aurait plus debfgme de sélectivité lors de I'étape
d’halogénation. Enfin, I'hydroxyest&5 pourrait étre formé a partir d0-acétyltartrate de

diméthyle96 par une cyclisation de Dieckmann.

0 0
| O | ©
pO/i/\;RZ — Gpojig
84 92 % o

G
MeO,C MeO,C
% .

0
R! | o i /U\O
| o GpO MeOZC/KrCOZMe
OH
HO 1\ MeO,C OH
HO,C 95 96
0 0
2 N\ Vs
| © | o
GpO \ : GpO
OH
MeO,C MeO,C
93 94
Schéma 29

Cette approche permettrait, comme la précédentegcaas rapide a un grand nombre de
dérivés a partir d’'un synthon comm@8 qui serait préparé facilement a partir de produits

commerciaux.

2. Rappels sur la cyclisation de Dieckmann

En 1894, Dieckmarfl réalisa la condensation de Claisen intramoléaildi I'adipate de
diéthyle97 en présence de sodium et de traces d’éthanol if&cB8).

MOH NaOEt diwoa
EtO
o 0
97 98

Schéma 30

Cette réaction est maintenant connue sous le nooaydsation de Dieckmann et fait partie
des réactions les plus utilisées pour former dekesya cing ou six chainotis

La réaction de Dieckmann classique se déroule stiiwa processus équilibré (Schéma 31).
L’étape initiale est la formation, catalysée pabése, d’un énolate sur une fonction eSter

% Dieckmann WBer. Dtsch. Chem. Ge$894 27, 102-103.
1 Davis B. R., Garrett P. J. l@omprehensive Organic Synthe¥fsl. 2, Trost B. M., Fleming |. Eds. Pergamon: Qxffo
1991, 806-829; Schaefer J. P., Bloomfield JOdg. React1967 15, 1-203.
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Ensuite, la réaction de I'énolate sur la deuxiéomction ester se produit. Elle permet une
cyclisation n-exo-trig, suivant la terminologie de Baldwin, dieeest I'étape cinétiquement

limitante de la réaction. Puis, le départ de I'alate est immédiat et conduit a la formation du

[-cétoesteP8.
3 o)
O OEt @| OEt O\ okt OFt
OEt  OEt OEt - OEt E;; " OEt )
° X
97 99 98 100
Schéma 31

La formation d’'un acide tétronique par la cyclieatide Dieckmann a été décrite pour la
premiére fois par Lacé€yen 1954 (Schéma 32). Il réalisa alors la cyclisatle 'acétoacétate
101 pour conduire a la formation de I'acide tétroniq2 en présence d’éthylate de sodium

avec un trés bon rendement.

')
6 O >< NaOEt, éthanol
)J\/U\O CO,Me toluéne | o
92 % HO
101 102
Schéma 32

Mais Lacey indique que lorsque la réaction est meiéartir de 'homologue d&0l ne
possédant qu’un seul groupement méthyleede I'ester méthylique, le rendement chute a
environ 50 %. Cependant, de meilleurs rendements ébé obtenus ultérieurement en
changeant la base utilisée. Par exemple *Layobtenu 85 % de rendement en utilisant du
fluorure de tétrabutylammonium. Et Bloorfieren utilisant dutert-butylate de potassium
dans duert-butanol a reflux, a obtenu 95 % de rendement.

De nos jours, cette réaction est, de loin, la naghla plus employée pour synthétiser des

motifs acides tétroniques au cours de synthésales5t™*’

92 Lacey R. NJ. Chem. Sod 954 832-839.

% Booth P. M., Fox C. M. J., Ley S. VI. Chem. Soc., Perkin Trans987, 121-129.

% Bloomer J. L., Kappler F. B. Chem. Soc., Perkin Transd876 1485-1491.

% Bernier D., Moser F., Briickner. Bynthesi€007, 2240-2248.

% Bernier D., Briickner RSynthesi®007, 2249-2272.

97 a) Retipolide E, ornatipolide: Ingerl A., Justus, Kellwig V., Steglich W.Tetrahedron2007, 63, 6548-6557; b)
Abyssomicine C, atropabyssomicine C, and abyssomDBiniicolaou K. C., Harrison S. T. Am. Chem. So2007, 129,
429-440; c) (+)- Tetronolide: Boeckman R. K. Jr., &RFa, Wrobleski S. T., Boehmler D. J., HeintzelmarRG Barbosa A.
J.J. Am. Chem. So2006 128 10572-10588; d) Quartromicines: Trullinger T. R, J., Roush W. Rl. Org. Chem2006
71, 6915-6922; e) Inhibiteurs qiesecretase : Larbig G., SchmidtB.Comb. Chen006 8, 480-490.
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3. Cyclisation du O-acétyltartrate de diméthyle

Dans le but d'obtenir le dérive5 (Schéma 33), nous devons tout d’abord réaliser la

cyclisation du monoacéta®®, puis la protection de I'acide tétronique formée.

o) 0
)J\o | o
Meozc)\(COZMe — > GpO o

OH MeO,C
96 95
Schéma 33

En 1984, Brandand®a décrit la cyclisation d@-acétyltartrate de diméthyl203 par la
réaction de Dieckmann (Schéma 34). Pour celayilliaé de la bis(triméthylsilyl)amidure de
lithium dans du THF & -78 °C et il a obtenu l'actd&oniquel04 avec 78 % de rendement au

bout d’'une heure de réaction.

0
)J\Q LIHMDS (3,5 éq.)
Meozc/\( coMe THF, -78 °C
OH 78 %
103
Schéma 34

Nous avons donc préparé le mono-acéfdig afin d'utiliser les conditions d’'écrites par
Brandange. Pour cela, nous avons employé la méttedBagenkopf (Schéma 35)La

réaction est accomplie a partir daartrate de diméthyl@05 en présence d’orthoacétate de
triméthyle et d’'une quantité catalytique d’acip@ra-toluenesulfonique dans du THF. Cette

méthode nous a permis de préparer le produit st avec un rendement de 89 %.

o
OH
A _COMe MeC(OMe)s A 0
MeO,C” =
S TsOH.H,0, THF Me0,c~ > COMe
105 89 % OH

103
Schéma 35

Ensuite, le produil03 a été placé dans les conditions de cyclisatioDidgekmann décrites

par Brandange. Aprés traitement de la réactiorpréeluit brut obtenu contenait de fagcon

% Brandange S., Flodman L., NorbergJAOrg. Chem1984 49, 927-928.
% Wang J., Pagenkopf B. Qrg. Lett.2007, 9, 3703-3706.
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majoritaire le composé souhaité. Cependant, malgisteurs essais de recristallisation ou de
purification par chromatographie sur gel de siliteys n'avons jamais isolé de maniére pure
le composd.04.

Pour essayer de contourner ce probleme, nous aeotésde transformer le mono-acétid
sans l'isoler. Pour cela, nous avons réalisé difftas réactions, soit directement sur le produit
brut apres traitement de la réaction (Schéma 36hien dans le méme pot que la cyclisation
de Dieckmann (Schéma 37).

O
TFAA, pyridine ( e)
ou TFAA, NEt; DMAP
o CH,Cl, o N\
)j\ MeO,C
(0]

106

Meozc)\_/cozwle —_—

OH
103

M62804Y
Ko,CO3 acétone
ou
BnBr, K,CO; MeO,C
DMF 107a R = Me
107b R =Bn

Schéma 36

A la suite de la cyclisation de Dieckmann H@3 et apres traitement de la réaction, nous
avons tenté d'une part d’effectuer une réactionddshydratation pour former la double
liaison exocycligue conduisant a I'alceh@6 et d’autre part une protection de I'énol présent
sur la lactone sous forme d’éther de méthiyléaou d’éther de benzyl®07h Mais dans tous
les cas, nous n'avons obtenu que des mélange®deifgrnon identifiés.

Les tentatives de réactions en un seul pot, pargdnire un brome en position 3 de la lactone

ou pour benzyler la fonction énol, n'ont pas dodednmeilleurs résultats.

LiIHMDS, THF, -78 °C
puis NBS

o} /
)LQ
Moo, COMe

OH \\
103

LIHMDS, THF, -78 °C
puis BnBr

Schéma 37
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Suite a ces résultats, nous avons pensé utilisestan109 comportant un acétate substitué
par un groupement 'R(Figure 31). De ce fait, I'acide tétroniquelO formé lors de la
cyclisation de Dieckmann serait substitué en pwsitB ce qui permettrait, peut-étre, de

I'isoler plus facilement.

Schéma 38

4. Synthese de dérivés pulvinigues monosubstitués

Dans cette nouvelle approche envisagée, le groumteRieen position 3 de la lactone serait
introduit des le début de la séquence réactionnBbbec, cette voie rendrait la dérivatisation
des acides pulviniques moins évidente puisque tatoaction du motif ne passe plus par un
synthon commun. Cependant, elle permettrait unpgpation rapide de nouveaux dérivés
pulviniques tels que dag-hydroxyesterd 10 ou bien des acides pulviniques monosubstitués

sur la double liaison exocyclique par une foncesterl1l

110 111

Figure 31

Pour parvenir ensuite a I'obtention d’acides pulyies83, nous devrons mettre en ceuvre

une séquence d’halogénation et de couplage de BMiykura a partir delll afin

d'introduire des groupements Rariés.

Q 1
R R
L P - | o
MeO,C HOzc

83

Schéma 39
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4.1. Formation des mono-esters dérivés du tartrate de diéthyle

Afin d’obtenir les mono-esterl09 désirés, il fallait réaliser une réaction d’egiéation entre

le L-tartrate de diméthyle et différents acides acésqgsubstitués par des groupements R
variés. Des fonctions aromatiques et carbonyléds éb@ spécifiguement choisies afin
d’évaluer leur influence sur I'activité antioxydandes produits préparés. Cette réaction a été
effectuée en présence de dicyclohexylcarbodiimiRiEQ) et de 4-(diméthylamino)pyridine
(DMAP) dans du dichlorométhane.

Cette méthode était susceptible de conduire a uange d’'un produit mono-estérifié et d’'un
produit di-estérifie (Schéma 40). Une mise au pdmia réaction a donc été accomplie afin
de déterminer les conditions optimales pour ab@uté meilleure sélectivité en mono-acétate.
L’acide 4-méthoxyphénylacétique a été utilisé Idies cette mise au point. Les résultats

obtenus sont résumés dans le Tableau 3.

(@]

M0, CO2Me
OH MeO OH
A _COMe \Q\i oce, PP 100
MeO,C~
e 2 OH CH,Cl, MeO +

OH e o

105 112a \Q\)L
o
MeOZC/\;/COZMe

Schéma 40

entrée 112aet DCC (éqg.) température rdt (%) en109a

1 1,2 t.a. 48

2 1,2 0°C 57

3 1 0°C 60

4 1 -18 °C 65
Tableau 3

L'utilisation d’'un équivalent d’acidd12aet d’'un équivalent de DCC a une température de
-18 °C permet d'obtenir le meilleur rendement eodpiit de mono-estérificatioh09a (entrée
4). Ces conditions ont été ensuite utilisées péaliger la synthése des différents mono-esters

souhaités. Pour cela, nous avons mis en réactioardiacides acétiques substitués
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commerciaux avec le tartrate de diméthyle en atilisla méthode mise au point

précédemment (Schéma 41).

o

R1
/Qi/co Me R1Q?\ pec, BUAR \)kg
MeO,C~ 72 * OH ~_-CO,Me
2 éH CH,Cl, -18 °C a ta. MeO,C” Y 7
112 OH
105 109
Schéma 41

Les mono-esters préparés ont été obtenus aveceddsments satisfaisants allant de 38 a
67 % (Tableau 4). Les meilleurs résultats d’estétifon sont obtenus a partir des acides
comportant des groupements aromatiques (entrées 19).a Cependant, [I'acide
4-nitrophénylacétiquell2g (entrée 7) ne donne qu’'un rendement de 42 %, ceesju

comparable aux résultats obtenus avec les fonationgromatiques (entrées 10 a 13).

entrée R acide112 mono-estel09 rdt (%)
4-(MeO)GHs  112a 109a 65
2 Ph 112b 109b 67
3 4-MeGH, 112c 109c 57
4 4-BrGsHg 112d 109d 59
5 4-FGH4 112e 109e 52
6  4-(BnO)GH,  112f 109f 62
7 4(NO)CH. 1129 109g 42
8 4-(MeN)CgHs  112h 109h 64
9 2-thiényle 112i 109i 55
10 BnOCO 112] 109] 40
11 NC 112k 109k 38
12 (EtOYPO 112l 109 38

Tableau 4

Les composés di-estet§3formés lors de cette étape n’ont pas tous étéds@ependant, les
composeésl13g et 113j (Figure 32) ont été purifiés, pour étre utilisés pa suite afin de

réaliser une double réaction de cyclisation.
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o Bno)l\)ko

: 2_CO,Me
Meo,c~ > COMe MeO,C~ 2
e} o OBn
113 W
1139 lo) NO 17 % O O
22% 2 °
Figure 32

Enfin, I'ester109m a été préparé par traitement dtartrate de diméthyl@05 avec de la
2,2,6-triméthyl-1,3-dioxin-4-one au reflux grxyléne, avec un rendement de 55%Dans

cette méme réaction, le di-esidr3ma été obtenu avec 22 % de rendement.

(@] (o]
o 0 I A

para-xyléne H

Meo,c” > COMe ¢ |9 reflux :
OH o\ OH OW
114

105

Schéma 42

4.2. Réalisation de la cyclisation de Dieckmann

La formation desr-hydroxyesterd10a été réalisée grace a la cyclisation de Dieckmiaes
conditions de réaction utilisées ont été adaptédsmction du groupement'Présent sur le
réactif de départ. En effet, lorsque le substrait geu réactif, nous avons utilisé les
conditions décrites par Brandantgui emploie une base forte. Dans ce cas, la mraett
accomplie avec 3,5 équivalents de LIHMDS dans duU-TH-78 °C. La cyclisation a été
réalisée a l'aide d’une base moins forte, le fluerde tétrabutylammonium, dans le THF, a
partir des substrats dans lesquels le groupemémrdent rend les protons en alpha plus

acides. C'est le cas lorsqué &t une fonction carbonylée ou bien dans le 4piitényle.

o

1
R \)J\O condition Aou B
Meozc/\:/COZMe

OH
109

Schéma 43

100 Brogginia G., Garantib L., Moltenib G., ZecchiaTatrahedron: Asymmett999 10, 487-492.
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Les différentso-hydroxyesterd 10 préparés sont récapitulés dans le Tableau 5, giresies
rendements obtenus lors de I'étape de cyclisatidaut souligner que dans aucun cas nous
n'avons observé d’épimérisation de I'un des cergtésogenes. Les réactions de cyclisation
réalisées a partir des esters substitués par depanents aromatiques (entrées 1 a 9) ont
fourni les produits désirés avec des rendemenifaaants allant de 42 a 79 %, sauf dans le
cas de I'estet09h comportant un substituant 4-(diméthylamino)phértgtgrée 8). En ce qui
concerne des dérivés substitués par des groupemeamtaromatiques (entrées 10 a 13), les
hydroxyestersl10j et 110m comportant des fonctions carbonylées (entrées 1@)eont été
obtenus avec des rendements modérés de 58 et Bar%6ontre, les composés comportant

une fonction nitrile ou phosphonate (entrées 112¢n’ont pas pu étre isolés.

entrée R' esterl09 a-hydroxyested10 conditiorf rdt (%)
4-(MeO)GH,  109a 110a A 64

2 Ph 109b 110b A 59
3 4-MeGH, 109c 110c A 70
4 4-BrGH, 109d 110d A 79
5 4-FGH4 109e 110e A 55
6 4-(BnO)GH4 109f 110f A 42
7 4-(NG,)CeH4 109¢g 1109 B 60
8 4-(MeN)CgHs  109h 110h A /
9 2-thiényle 109i 110i A 54
10 BnOCO 109j 110j B 58
11 NC 109k 110k A /
12 (EtOYPO 109l 110l A /
13 CHCO 109m 110m B 50

@condition A : LIHMDS, THF, -78 °C a t.a.; conditi®: TBAF, THF, t.a.

Tableau 5

Tous les composés obtenus ont été caractérisésdliffignentes techniques d’analyse. On
notera par exemple, en RMIM du composé 103 les déplacements chimiques des protons
situés ena de l'ester et de la lactonedd= 4,79 et 5,27 ppm, respectivement. De plus, le
composéll0m est observé en RMN sous la forme de deux isontéresZ, la fonction

carbonyle de I'acétyle se présentant sous formeodi’'é
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Ainsi, en deux étapes, nous avons préparé unet&alidcides tétroniques substitués en
position 5 par un motif hydroxyester. lls possédard structure proche de I'acide ascorbique,
et seront également évalués en tant qu’agentsxgdaats. Nous détaillerons les résultats

obtenus dans le chapitre 6.

D’autres dérivés intéressants ont pu étre égalenmdrénus par une cyclisation de
Dieckmann. Il s’agit des composeés issus de la gtitin de certains di-estek$3formeés lors
de I'étape d’estérification dutartrate de diméthyle. Cependant ces diacidesni@mesl15
n'ont pu étre synthétisés que dans le cas ou lisajion était réalisable avec du fluorure de
tétrabutylammonium (Schéma 44). En effet, lors’di@isation du LIHMDS comme base, la

réaction d’élimination semble beaucoup plus rapjge celle de cyclisatioh

0
ri_IL o
o) R
T
Mo - oot Hom R oo 4%
113Jr’n, R1_= Cliaco 115c: R'= CH3ZCd, 58 °/oo
Schéma 44

Cette réaction de cyclisation des di-estEl8 aboutit a la formation de diacides tétroniques
symétriques caractérisés en RN par un singulety(= 4,59 a 5,01 ppm) correspondant au
proton situé au pied de I'oxygene de la lactone.

Enfin, nous avons procédé a la déprotection dugmment phénol de d-hydroxyesterl 10f
par une hydrogénolyse menée dans un mélange deamoétet de DMF en présence de
palladium sur charbon a 10 %, sous une atmosphByelrdgéne (Schéma 45). Le produit
débenzylél10na été isolé de maniére quantitative.

BnO

H, Pd/C 10 %

MeOH/DMF

Schéma 45
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4.3. Réaction de déshydratation

L’étape de déshydratation deshydroxyesterd 10 a été effectuée en utilisant les conditions
mises au point au laboratoifeLes produits mono-substitués sont ainsi obtenusatant les
alcools110 par 3 équivalents d’anhydride trifluoroacétique,pgésence de 6 équivalents de

triethylamine et d’'une quantité catalytique de DMAP

1 O 0
(CF4C0),0, NEt, R 0 R
\ + \ (@]
DMAP, CH,Cl, i’ N\ \
HO
MeOC CO,Me

110 isomeére E isomeére Z
116 117

Schéma 46

La déshydratation conduit a un mélange d’isomEretZ qui sont facilement séparés par une
simple colonne de chromatographie sur gel de sikae effet, IisoméreZ est bien plus
polaire que I'isomér& du fait de la présence d’une liaison hydrogeneedatfonction énol et
'ester méthyligue sur ce dernier. Dans toutes fdéactions effectuées, lisomere de
configurationZ est obtenu majoritairement (Tableau 6). La comfijan Z a été confirmée,
dans le cas d&l17a par diffraction des rayons X (réalisée par P.érguCEA de Saclay,
IRAMIS/SIS2M) (Figure 33). Les deux isomeres sogélément clairement différenciés en
RMN *H. Ainsi, dans I'acétonegd le proton éthylénique de I'isométe 116a posséde un
déplacement chimique de 6,15 ppm tandis que cellisbméreZ 117aa un déplacement de

5,91 ppm.

117a

Figure 33

En général, la réaction de déshydratation a foesiidérivés pulviniques monosubstitués de
configurationZ avec de bons rendements (supérieurs a 62 %). @&s r@sultats ont été
obtenus avec des groupements électro-donneurgésritret 3) ou électro-attracteurs (entrées

4, 5 et 7). Cependant les produits comportant @mghet un noyau thiényle (entrées 6 et 8)
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ont été isolés avec des rendements plus faiblspectivement de 44 et 37 %. Ces résultats
sont peut-étre dus a une instabilité des compagéges de silice, utilisé pour la purification.
Enfin, nous n’avons pas pu obtenir le produit deshgdratation désiré a partir

I" a-hydroxyested 10m (entrée 10).

entrée R a-hydroxyested 10 117 rapport ZE* rdt (%) en117

1 4-(MeO)GH4 110a 117a  86/14 83
2 Ph 110b 117b  84/16 62
3 4-MeGH4 110c 117¢c  82/18 83
4 4-BrGsH, 110d 117d  89/11 63
5 4-FGH4 110e 117e 85/15 74
6  4-(HO)GH, 110n 117f  75/25 4%
7 4-(NQ,)CeHg4 110g 117g  85/15 73
8 2-thiényle 110i 117h 84/16 37
9 BnOCO 110j 117i 100/0 83
10 CHCO 110m 117j / /

@ rapport déterminé a partir des intégrations en RMN
® ytilisation de 9 équivalents de triéthylamine & dquivalents d’anhydride trifluoroacétique.

Tableau 6

En conclusion, par des séquences répétées deréamsions (estérification, cyclisation et
déshydratation), nous avons synthétisé deux feasnille dérives apparentés aux acides
pulviniques. La voie de synthése utilisée a pewtiigroduire différents groupements' Rn
position 3 de la lactone. Ceci va nous permettétudier I'influence de ce groupement sur

I'activité antioxydante des composeés prepares.

5. Synthése des pulvinates de métifte

Pour aboutir a la synthese de pulvinates de méftiy8& partir des composés monosubstitués
117 préparés précédemment, nous devons tout d’abdodjéreer la double liaison. Nous
pourrons ensduite introduire des groupemenitpdR des couplages de Suzuki-Miyaura.

101 Nadal B., Thuéry P., Le Gall Tetrahedron Lett2009 50, 2430-2433.
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Q o)
R? R! 1
e = 2 —  “p
HO N R2 HO N\ CO,-M \
bivie HO
MeO,C CO,Me
118 119 "7
Schéma 47

La préparation de pulvinates de méthyl#8 a été réalisée a partir d’'un seul produit
mono-substitué. Nous avons choisi d'utiliser leid®&117a d’une part en raison de la facilité
de synthese de ce composé et d’autre part pouadess d’activité antioxydante potentielle.
En effet, les acides pulviniques comportant un stulast 4-méthoxyphényle en position 3 sur

la lactone faisaient partie des composés les filicaees lors des évaluations précédentes.

5.1. Réaction d’halogénation

Afin de parvenir a introduire un halogene sur lalae liaison exocycligue du compos#7g
nous avons testé un grand nombre de conditionslgdab7). Pour ce faire, nous nous

sommes essentiellement inspirés de la littérature.

MeO fe} MeO 0}
\ 0 halogénation \ (0)
(voir Tableau 7) HO A\
Ho' N\ CO,Me . COMe
117a 119

Schéma 48

Tout d’abord, nous avons testé une méthode miseoit au laboratoire pour ioder la
position 3 d’acides tétroniqués Cette réaction met en jeu de I'iode en présemc€AN
(nitrate de cérium ammoniacal) dans I'acétonitriais dans notre cas, aucune conversion
n'a été observée (entrée 1). D’autres conditiorsafd appel a de lI'iode ou du brome ont été
essayées mais n’ont pas donné de bons résultatsége a 49> Seule I'utilisation de brome
dans du dichlorométhane a permis d’obtenir unerégenversion du produit de départ.
Ensuite, nous avons employé dNtbromo- ou duN-iodosuccinimide dans différentes

conditions (entrées 5 a 11) et les meilleurs ramilont été obtenus en présence d'acide

102 Kowalski C. J., Weber A. E., Fields K. W. Org. Chem1982 47, 5088-5093; Sha C.-K., Shen C.-Y., Jean T.-S., Chiu
R.-T., Tseng W.-TTetrahedron Lett1993 34, 7641-7644.
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acétique (3 éq.) dans du THF & 50%CLa meilleure conversion a été observée dansde ca

du N-iodosuccinimide (entrée 11).

entrée agent d’halogénationsuppr)lééarﬁtelsfntaire solvant températurel'izi?‘g)lolrga
1 I CAN CH:CN  45°C 100/0
2 1, / CH,Cl, ta. 100/8
3 Br / CH,Cl, ta. 75/28
4 Br, / DMF t.a. 100/D
5 NBS NHOAc  CHCN t.a. 40/60
6 NBS AcOH CHCl, t.a. 80/26
7 NIS AcOH CHCI, t.a. 100/0
8 NIS AcOH CHC} ta. 90/16
9 NIS / AcOH t.a. 100/0
10 NBS AcOH THF 50 °C 35/65
11 NIS AcOH THF 50 °C 20/80

@ rapport déterminé a partir des intégrations en RMNans le produit brut de réaction.
® réaction traitée avec N reflux aprés 12 h de réaction a t.a.

Tableau 7

Cependant, l'utilisation de ces conditions (Tabl@aentrée 11) donnait des résultats variant
suivant le lot de produit de dépdrt7a utilisé. Finalement, le traitement dd7a avec un
équivalent de NaOH, préalablement au chauffage Esepce d’acide acétique et de
N-iodosuccinimide (NIS), nous a permis d’obtenirodloalcénel20 avec un rendement

reproductible de 50 %.

MeO o} MeO o

1. NaOH (1 éq.), acétone

| P \ P
2. NIS (2 €q.), AcOH (3 €q.)

Hoo N\ CO,Me THF, 50 °C HO Ny
M
117a 50 % °0:L
120
Schéma 49

103 Adinolfi M., Parrilli M., Barone G., Laonigro G., &hgoni L. Tetrahedron Lett1976 17, 3661-3662; lwaoka T.,
Murohashi T., Katagiri N., Sato M., Kaneko @. Chem. Soc., Perkin Trans. 1892 1393-1397; Hodgson D. M.,
Witherington, J., Moloney B. A., Richards I. C., BraykfL. Synlett1995 32-34; Das B., Venkateswarlu K., Majhi A.,
Siddaiah V., Reddy K. Rl. Mol. Cat. A: Chen007, 267, 30-33.
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Une hypothese peut étre émise quant au manqueadivit® de la fonction alcene présente
surll7a En effet, la double liaison est attachée a deoxmements électro-attracteurs, une
fonction ester et une fonction énol qui peut présean caractere de carbonyle (Schéma 50).
De ce fait la fonction alcéene ne serait pas asseaéophile pour réagir avec le
N-iodosuccinimide. Donc, la déprotonation de la fmrc énol par un équivalent de NaOH,
défavorise la forme limite cétone et de ce faitdr&a double liaison plus nucléophile.

MeO o MeO

HO CO,Me o CO,Me

117a

24\ o
e
=

Schéma 50

L’étude structurale, par diffraction des rayons &Xalistaux de I'iodoalcén&20 (réalisée par
P. Thuéry, CEA/IRAMIS/SIS2M), a permis d’'établir éanfigurationZ de la double liaison
exocyclique (Figure 34). L'iodation du composé meudustitué 117a s’effectue avec
inversion de configuration de la double liai8nLa formation de I'iodoalcén&20 possédant
une configuratiorZ est favorisée par le fait que I'atome d’iode, isg@gEment encombrant, est

placé du c6té le plus dégagé.

Figure 34

5.2. Couplages de Suzuki-Miyaura

Des couplages de Suzuki-Miyaura ont été ensuiecfés sur I'iodoalcén&20 en utilisant

différents boronates aromatiques ou hétéro-aromnegitR 1.

1041 a substitution d’un atome d’hydrogéne par un &atiode conduit & un changement d’ordre de péatiés substituants
de la double liaison lorsque I'on passe de I'alcEhgaa 'iodoalcenel 20.
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Au laboratoire, les conditions décrites par Ocaiifatavaient été utilisées précédemment
pour réaliser des couplages impliquant des compbs@stte méthode implique I'emploi de
PdCL(PPh), comme catalyseur et de X203 comme base, dans du THF a reflux.

MeO o MeO (0]
o PdCl,(PPhs), (0,05 éq.)
o . R :é Na,COs5 2M o
\
HO  \ | o THF, reflux HO N\ R2

MeO,C 2h MeO,C
121

120 122

Schéma 51

Ces conditions ont été appliquées dans le casatélcenel20 et ont permis I'obtention de
plusieurs pulvinates de méthyl@2 avec des rendements allant de 50 a 81 % (Tabledue 8
meilleur rendement est obtenu avec le boronatéhdeypel2la(entrée 1), qui a conduit a un
pigment de lichen connu, I'acide pinastriffué.es caractéristiques physiques et spectrales du
composé obtenu correspondent aux données trouvéaas th littérature. Ainsi, la
configurationE du composé synthétisé a pu étre clairement établie

Les produits comportant un groupement phényle gubspar Cl, Ck ou OH ont également
été obtenus avec de bons rendements (entrées .2Cefgndant, comme nous pouvions le
prévoir, la réaction avec le boronate substitué yrargroupement acétylg21f, électro-
attracteur, en position para, fut moins efficacatrge 6). Des composés possédant des
groupements hétérocycliques, 3-thiényle et 3-fugrmgnt également été obtenus (entrées 7 et
8).

entrée R? boronatel21 produit122 rdt (%)

Ph 121a 122a 81
2 3-(HO)GHa4 121b 122b 73
3 4-ClGH4 121c 122c¢ 60
4 3-(CR)CeH4 121d 122d 64
5 2-(CR)CgH4 121e 122e 80
6 4-(CHCO)GH4 121f 122f 50
7 3-thiényle 1219 1229 61
8 3-furanyle 121h 122h 61

Tableau 8

105 Occhiato E. G., Trabocchi A, GuarnaA Org. Chem2001, 66, 2459-2465.

75



Chapitre 3 : Synthése d’analogues d’'acides pulviniques

Un autre pulvinate de méthyle a été préparé matte €ois-ci, a partir d'un acide boronique.
Il s’agit du dérivél22i possédant un groupement 2-furanyle (Schéma 52js Pa cas, nous
avons utilisé Pd(PRhx comme catalysetff®, avec le KPO, comme base, dans un mélange

dioxane/eau chauffé a 90 °C.

MeO (0] MeO (0]
Pd(PPh3), (0,04 éq.)

OH :
| o . D‘Bi K3POy4 (3 éq.) \ 3

HO  \ | o} OH dioxane/H,0, 90 °C HO 74 |
MeO,C 123 35% MeO,C 0]
120 122i
Schéma 52

Il faut noter que toutes ces réactions de couptagecté réalisées a partir d’'un dérivé iodé
possédant une fonction énol non protégée. Le éaitalpas avoir a protéger cette fonction au
cours de la synthése des pulvinates de méthyleraipa’obtenir une approche rapide et

efficace de ces composés.

lll. Synthese d’un dérivé pulvinamide

Lors des évaluations antioxydantes précédentegquleinamide 124 avait présenté des
protections intéressantes de la thymidine et denglde lors d'une irradiatiory. Par
conséguent, ce dérivé a été sélectionné pour dessaemplémentaires sur cellules puis, si les

résultats étaient concluants, sur souris.

124

Figure 35

Dans le but de réaliser ces évaluations, une grajudatité de produit était nécessaire
(quelgues grammes). Donc, une resynthése du puiuiesl24 devait étre réalisée. Dans le
protocole initial (Schéma 53), le dérit@4 est obtenu par ouverture de la bislactd@b en

présence de 3 équivalents de pipérazine dans drotdime a reflux.

108 Kim H. H., Lee C. H., Song Y. S., Park N. K., Kim B, Heo J.-NBull. Korean Chem. So2006 27, 191-192.
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/N Q
HN NH
M
\f/ MeO O 4 o) OMe
(3¢€q) N
HO
CHCly reflux o) N/H
125 37-79 % 124 K/NH
Schéma 53

Cependant, dans cette procédure, un exces de zip&ist utilisé, qu’il faut ensuite éliminer.
Malheureusement, la pulvinamidi24 est une espece zwitterionique. Donc, des lavages
acides pour entrainer la pipérazine en exces nepdos envisageables, car le pulvinamide
serait également éliminé. De plus la purificati@m phromatographie sur gel de silice est trés
délicate pour cette famille de composés. En efiettains dérivés pulviniques sont instables
sur silice. Dans le cas du pulvinamiti24, la purification est réalisée par trituration dans
I'éther diéthylique. Cette méthode permet, en g@lnét’éliminer la pipérazine, mais les
rendements en pulvinamide ne sont pas reprodustdtldiminue jusqu’a 37 % a I'échelle du
gramme.

Donc, afin de réaliser des préparations du détik4 sur plusieurs grammes, une nouvelle
méthode a été mise au point (Schéma 54). Cett&égtarepose sur l'utilisation de la
pipérazine mono-protégée par un groupement BB6 pour réaliser I'ouverture de la
bislactonel25 Cette modification permet d'utiliser un seul a@lént de dérivé pipérazine
lors de la premiere étape. De ce fait, aucune ipatibn n’est nécessaire pour éliminer
I'excédant. Le groupement Boc est ensuite dépropégéle I'acide trifluoroacétique dans le
CHCI; et conduit au sedl28avec un rendement global sur deux étapes de 82 %.

MeO MeO
HN NBoc
126
(1 60) CF3COH
CH,CI
CHCly, reflux N OMe 2z
&3 82% <\ )
127 N (sur 2 étapes) ﬁ\H CF4CO,
OMe Boc H 128
Schéma 54
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I\VV. Conclusion et perspectives

Dans ce chapitre, nous avons détaillé les diffésentratégies élaborées afin de synthétiser un
grand nombre de dérives d’acides pulviniques airpdiin méme synthon. La premiere
approche faisait appel a une réaction d’additiamdétronate de méthyle sur un oxoacétate.
Mais malgré les deux méthodes testées, I'utilisattune base lithiée ou le passage par un
dérivé silylé, le produit d’addition correspondard jamais été isolé. Dans un second temps,
une stratégie partant dd+acétyltartrate de diméthyle a été utilisée, mies r@a pas permis
d’aboutir a la préparation du synthon souhaité.e@dpnt, grace a une modification de la
stratégie de départ, cette deuxieme approche naus@uit a la préparation de différents

dérivés pulviniques.

En effet, cette méthode nous a permis, par dese®tauccessives, d’obtenir des
a-hydroxyesters et des dérivés pulvinigues monoguBstpossédant difféerents groupements
en position 3 de la lactone. Puis par une séquéiidation et de couplage au palladium sur
la double liaison exocyclique, plusieurs pulvinadesméthyle ont été préparés.

Nous proposons d’adapter cette méthode de synti@salérivés monosubstituéd7 a la
préparation de pulvinones (Figure 36). Ces dersidomt partie d’'une autre famille de
pigments de champignons et il est intéressant tWiévale tels composés pour leur propriété

antioxydante.

MeO (0]

HO CO,Me

117a pulvinone

Figure 36

Les travaux de synthese réalisés pour la préparat pulvinones sont exposés dans le

chapitre suivant.
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Chapitre 4 : Syntheése de pulvinones

Les pulvinones, comme les acides pulviniques, foartie de la famille des 5-arylidene-

buténolides. Les pulvinones sont également préselates des champignons de la famille des

107

bolets Guillus greville)*®’ ou bien dans des moisissures tellef\gpergillus terreu$®.

pulvinone

Figure 37

I. Les pulvinones

1. Généralités
La structure des pulvinones est connue depuis 189te aux travaux de Volhdfdsur la
syntheése d’acides pulviniques. Le composé paranpulvinone, est I'acide 5-benzylidéne-
3-phényltétronique. Tous les dérivés naturels cotepb des fonctions oxygénées sur les
groupements aromatiques et possedent une confimurtatau niveau de la double liaison
exocyclique. Les pulvinones sont des pigments jguteit comme les acides pulviniques.
Elles possédent également des propriétés biologiiuiéressanté¥ ™' Apparentées aux
acides pulviniques, les pulvinones seraient fornggsune voie de biosynthese similaire
(Schéma 55). La terphénylquinori29 serait oxydée par une réaction enzymatique en

pulvinonel31l, en passant par une décarboxylation de l'intereiésil 30.

107 Edwards R. L., Gill M. JJ. Chem. Soc., Perkin Trans1273 1921-1929.

1% Ojima N., Takenaka S., SetoRhytochemistryl973 12, 2527-2529.

109 Rehse K., Lehmke Arch. Pharm1985 318 11-14.

10 Antane S., Caufield C. E., Hu W., Keeney D., LabtkaivP., Morris K., Naughton S. M., Petersen P.Rasmussen B.
A., Singh G., Yang YBioorg. Med. Chem. Let2006 16, 176-180.
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o o
HO Ar HOC._Ar HO,.C  OH o Ar
HOLC | —_— A 2 | ©o
~ Ar A SN r
Ar OH Ar OH HO™
o OH OH CO.H Ar
129 130 131

Schéma 55

Les structures de certaines pulvinones naturetiesreprésentées dans la Figure 38.

aspulvinone H aspulvinone A

Figure 38

2. Synthése de pulvinones dans la littérature

La premiére synthése de pulvinone date de 18948 décrite par Volhatll En effet, lors

de ses synthéses d’acides pulviniques, il a obtenproduit secondaire qui s’est révélé étre
une pulvinone. En 1895, Claiseha reporté la premiére voie de synthése de pulginen
tant que telle. Depuis, plusieurs stratégies dehege, trés proches de celles des acides
pulviniques, ont été utilisées pour accéder & desmones®. Nous allons présenter dans cette

partie les principales méthodes de synthese pdaresla littérature.

2.1. Reéarrangement thermique de Claisen

La premiére méthode de synthése de pulvinonesitelfar Claiset”, utilisait comme étape

clé le réarrangement thermique d’une diphénylcyahdgnetrionel33 (Schéma 56). La

1 Claisen L., Ewan TJustus Liebigs Ann. ChertB95 284, 245-299.
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1,3-diphénylpropan-2-onE32 a été tout d’abord convertie en diphénylcyclopeetiaonel33
par condensation avec I'oxalate de diéthyle. Epsuit traitement thermique de la trich@3
a conduit a un meélange équilibré de la pulvin@B& attendue et de la trione. La pulvinone a

pu étre ensuite séparée par simple recristallisatio

(0] (6]
(0] o Ar
(CO,Et) 230 °C
Ar\)J\/Ar #» AI’\QAI’ —_— | o)
HO
132 0 o] \ Ar
133 131
Schéma 56

Cette voie de synthése permet d'obtenir des puhgaale configuration naturelle mais elle

est limitée a la synthése de composés symétriques.

2.2. Utilisation d’'une a-hydroxycétone

En 1990, Gilf” a proposé une méthode originale pour préparepaleimones dissymétriques
a partir d’'unea-hydroxycétonel34 (Schéma 57). Tout d’abord34 est traité avec un exces
de LDA puis I'addition de carbonyldiimidazole a pgs la formation de I'acide tétronique
135 Ensuite, une séquence de méthylation et bromatiabouti a I'intermédiairé36. Un

traitement avec de la DBU a permis la formationlaldouble liaison exocyclique. Enfin la

déméthylation en présence de LiBr a fourni la pjudwiel3Y7.

O o}
1 i 1
ﬁ‘)onRz 1. LDA (2,3 éq.), THF, -78 °C R | 1. Me;SO4 KoCOj3 acetone R o
1 0]
R 2. carbonyldiimidazole (2,4 éq.) HO 2. NBS, hv, CCl, MeO
% R2 Br R2

50-56 % 50-70 %

134 135 136
1 O 1 O
DBU R LiBr R
- . | o - | o
benzéne MeO \ DMF, 150 C HO \
79-82 % R? 70-90 % R?
137
Schéma 57

Cette méthode a été utilisée pour la synthése tlenpnes naturelles avec d'assez bons
rendements. Malheureusement, le nombre d'étapemet@nt d’aboutir aux pulvinones

souhaitées est assez conséequent.

81



Chapitre 4 : Synthése de pulvinones

2.3. Utilisation d'un acide tétronique

Plusieurs stratégies, décrites dans la littératutibsent comme intermédiaire clé un dérivé

tétronique. Différentes méthodes ont été miseswmraevariant en fonction des équipes.

2.3.a. Oléfination de Wittig

Tout d’abord, Campbéft? a décrit une méthode passant par un sel de phoisphctable
141 (Schéma 58). Ce sel est obtenu en trois étapastia ge I'acide 3-phényltétroniquEs8s

par une séquence de meéthylation, bromation et eptfimsphorylation avec un rendement
global de 60 %. Le sel de phosphonid#dil est ensuite engagé dans une réaction de Wittig
avec le benzaldéhyde en présence d'éthylate dermodin mélange des pulvinon&42 Z et

E (Z/E = 60/40) est ainsi obtenu avec un rendement .93

(0] (0]
M92804’ K2003 NBS
P P AIBN
acétone
HO MeO (CHZ)ZCIZ MeO

0
| o
Br

138 88 % 139 85 % 140

o) O
PPhs PhCHO
—_— | o + O
benzene -0 NaOEt, EtOH HO
0 *PPh
80 % 141 ¥ 93 %

Schéma 58

Plusieurs pulvinones dissymétriques ont été syistted par cette méthode avec de bons
rendements. Cependant, un meélange d’'isoméres tstwh chaque fois en derniere étape.
Leur séparation nécessite une recristallisatiors puie chromatographie sur gel de silice.
Mais apres séparation, les rendements chutent énoent.

2.3.b. Réduction d’'un anhydride maléique

Comme pour la synthése d'acides pulviniques, Paglt a utilisé une méthodologie de
réduction sélective d'un dérivé de l'anhydride nguié pour la synthese de pulvinones
(Schéma 59). Ainsi, 'anhydride maléig@g est sélectivement réduit en tétronate de méthyle

23. L’anion lithié du dérivé tétroniqu3 est mis a réagir avec [gara-anisaldéhyde pour

112 Campbell A. C., Maidment M. S., Pick J. H., StevenBo F. M.J. Chem. Soc., Perkin Trans1985 1567-1576.
13 Knight D. W., Pattenden @. Chem. Soc., Chem. Commi@75 876-877.
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former I'alcool 143 La pulvinonel44 est obtenue par une déshydratatiordi4fg@en présence

d’acideparatoluénesulfonique dans du benzeéne a reflux.

MeO
MeO MeO
o 0
] _LiAH, ~, 1:LICA THF, 70°C
THF T
MeO ol -70°C a-30 °C MeO 2. para an|Sa|dehyde
2h
22 31 % 23

TsOH

benzéne

70 %
(2 étapes)

Schéma 59

Pattenden a utilisé cette méthode pour synthdtisereurs pulvinones naturelles ou non avec

des rendements satisfaisdfits

2.3.c. Utilisation du tétronate de méthyle

En 2005, une équipe du laboratoire pharmaceutiqyetiWa développé une stratégie de
synthése pour préparer un grand nombre de pulvingSehéma 63)° Ils souhaitaient
trouver de nouveaux inhibiteurs de la biosynthese phrois cellulaires de bactéries. Leur
stratégie est basée sur I'utilisation du tétromktenéthyleB8, qui est tout d’abord bromé en
position 3. Ensuite I'anion du dérivé brorh45 est additionné sur un aldéhyde pour conduire
a l'alcool 146, qui est déshydraté pour former le précursedif. Enfin, un couplage de

Suzuki, suivi d'une déprotection de I'énol, perrd@btenir la pulvinonel 49

1 0
o o LICA, R'CHO Br . o)
J:[é NBS Br THF, -78 °C o MsCI, NEt; I
o)
| o | ©
CCl, reflux i 1 MeO CH,Cl, 0°C
MeO 4, MeO ou LiOH, R'CHO Rl 2Cl, MeO \ )
CH4CN, t.a. R
HO
88 145 147
146
2 O 2 O
Pd(PPhy), R?B(OH), R LiBr R
| © | o
K3PO, dioxane MeO \ DMF HO \
1 1
148 ¢ 129
Schéma 60

14 Knight D. W., Pattenden G. Chem. Soc., Perkin Trans1379 70-76.
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Pres d’'une trentaine de pulvinones dissymétriqueste obtenues par cette stratégie en cing

étapes a partir d'un composé commercial.

2.4. Utilisation d'une dioxolanone

Une voie de synthese de pulvinones a partir deotbmones a été élaborée par Ramage en
1984 (Schéma 6%y. Pour cela, il a utilisé la méme stratégie querpaisynthése d’acides
pulviniques (cf. chapitre 2). Le phosphoratest mis a réagir avec I'aldéhydb0 dans une
réaction de Wittig pour former la dioxolanof®&l L’addition de I'énolate lithié de I'ester
méthyliquel52 sur la dioxolanon&51 aboutit & la formation de la pulvinod&4, en passant
par I'intermédiairel53 La pulvinonel55 est obtenue par hydrogénolyse des groupements
benzyles dé.54.

OBn BnO 152 BnO
n
OBn BnO \©\/ \©‘4—L CO,Me
CO,M
BnO toluéne 2vie \ i
+ O O o l
70°C, 4 h O LDA, THF,-78°C

g Pph 151 Q H o8
CHO s 80% 9 78 %
150 40 B 153 OBn |

Hy, Pd/C 10 %

oBh — =

HCI conc., DMF
96 %

OBn

Schéma 61

Pattenden a ainsi synthétisé la pulvind®®, extraite du champigno8uillus grevillej avec

un rendement global de 60 % a partir du phosphacténe

Plus récemment, Briickré? a amélioré la méthode décrite par Ramage en @népane
dioxolanone analogue ¥61 a partir d'un phosphonate. En effet, le produdoselaire formé
lors de l'oléfination de Horner-Wadsworth-Emmong es anion phosphate, soluble dans
I'eau, et donc facilement éliminé. Ce n’est pasds du produit secondaire de la réaction de

Wittig, I'oxyde de triphénylphosphine, qui doit €tséparé par chromatographie sur gel de

115 Ramage R., Griffiths G. J., Shutt F.E Chem. Soc., Perkin Trans1384 1539-1545.
118 Kaczybura N., Briickner FSynthesi€007, 118-130.
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silice ou encore par précipitation. De plus, lanfation de la dioxolanone décrite par
Brickner comporte une étape de moins que la méthidete par Ramage.

Le phosphonatd57 est préparé en deux étapes a partir de I'acidexglgue hydratél56
(Schéma 62). Par une réaction de Horner-Wadswartiméns avec un aldéhyde, la
dioxolanonel58 est obtenue sous forme d’'un mélange d’isoméretE (ratio E/Z variant de
87/13 a 95/5). Le mélange est ensuite mis a réagic un énolate d'ester méthylique pour

former la pulvinonedl 59, isolée sous la forme d’un seul isomgére

o) 1. phosphite de dibutyle O Ar';gﬁ g (? ?qé'z ) Art 0O
50°C, 5 h BUO)P 1éq. “
Ho I, (BuO), ﬁ)ko °
OH 2. acétone, BF4.Et,0 o} THF/DMPU (4/1) o}
Et,0O, t.a., 12 h -78°C,12h
156 157 158
76 % 79-88 %
o
Ar2_CO,Me Ar2
| o
LDATHF, -78 °C a ta.
ata HOO  \
Ar'
75-91 %

159

Schéma 62

Par cette méthode, Brickner a préparé plusieursinmues avec de bons rendements

globaux.

2.5. Cyclisation de Dieckmann

En 2007, Briicknér'*®a proposé une autre voie de synthése de pulvirmase, cette fois-ci,
sur une cyclisation de Dieckmann pour la derniéape (Schéma 63). La synthése débute par
un couplage de Heck entre le 2-acétoxyacrylate, d@-Zifluoroéthylel60 et le dérivé iodé
161 Le cinnamatel62 est ainsi obtenu, sous la forme d’'un seul isonZer&nsuite, une
transestérification est réalisée en deux étapes phwoutir a lintermédiairel63 de
configuration Z. Enfin, un traitement avec dtert-butylate de potassium provoque une
cyclisation de Dieckmann, ce qui permet d'accédém aulvinonel64. L'utilisation d'un
ester trifluoroéthylique permet d’avoir de meillewendements lors de I'étape de cyclisation.
En effet, avec des groupements méthyle, éthyleedtbutyle, I'ester est moins électrophile,
donc moins réactif. Dans le cas du trifluoroéthyliee, condensation de Dieckmann est

favorisée, ce qui permet d’éviter une dégradatemréactifs.
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0o OMe o
OMe
PN o Pd(OAC), NaHCO, o
.
FsCHzCOTA Bu,PBr, DMF FaCHCOS N
i ! 80°C, 60 h 5
160 161 78 % 162

i o)
1. CF3CH,OLi, THF
T G S
2. FSCHzCOY@ DMF, 0 °C, 90 min
CO,H

o 82 %

DCC, DMAP, CH,Cl, 163
ta.,5h

92 %

Schéma 63

Bruckner a développé, par cette méthode, un aepiger a des pulvinones. La méthodologie
a été exemplifiée par la synthése de diversesmpuies naturelles dont les aspulvinones A, E,
G et H.

Il. Application de notre stratégie a la synthése de puhones

Les travaux présentés dans cette partie ont étésésaavec le concours d’Hélene Besnard,
étudiante en 3année a 'TENSCM.

Dans le chapitre 3, des dérivés d’acide pulvinigmesmosubstitué417 ont été obtenus par
une séquence de trois réactions a partin-tartrate de diméthyld05 (Schéma 64). Les
deérivés117 synthétisés possedent une structure générale aieatogelle des pulvinones. En
effet, ces deux familles de composés sont des éetigtronigues comportant une double

liaison exocyclique monosubstituée de configurafion

OH R
Meo,c~ - COMe | MeOZC;V002Me -
OH 6H

105

Schéma 64

Nous avons donc envisagé d’appliquer la méthode anspoint pour la synthese des dérivés

117 a la préparation de différentes pulvinones.
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1. Etude rétrosynthétique

En reprenant la méme stratégie de synthése dgréteddemment pour les dérives?, la
pulvinone 137 pourrait étre obtenue a partir de I'alcd@5 (Schéma 65). Dans le cas de la
synthese de pulvinones, il était envisageable latiun intermédiaire, analogue atartrate

de diméthyle, possédant une fonction diol. Cependaaus avons pensé que I'étape
d’estérification d’'un diol de ce type ne serait pakective pour la fonction alcool située &n

de l'ester méthylique. L'utilisation dd465 possédant un groupement protecteur sur la
fonction alcool enz du groupement R pourrait permettre d’obtenir la sélectivité sditda

lors de la réaction d’estérification. Cependant étape supplémentaire de déprotection sera
alors nécessaire. Le proddid5 pourrait étre formeé par une ouverture sélectivéamoxyde

166 avec un alcool judicieusement choisi. Enfie6 serait obtenu a I'aide d’'une réaction de

Darzens a partir du chloroacétate de méthgleet d'un aldéhydé&68.

0
R! oH , cl ,
2
Y — Meozc)\(R —> meoc >R — oy (R
\ O MeO,C |
HO R2 o}

OGp

166 167
Z137 165 168

Gp = groupement protecteur

Schéma 65

Une variété de pulvinones pourrait étre synthétisaéie cette stratégie. En effet, différents
groupements Ret R peuvent étre introduits en faisant varier d’'ung paldéhyde lors de la
réaction de Darzens et d’autre part I'acide carbqug lors de I'étape d’estérification.
Une seconde stratégie alternative a également mtésagée pour permettre un acces
beaucoup plus rapide a la pulvinoh87 (Schéma 66). Dans cette nouvelle méthode, le
groupement protecteur de I'alcobb5 est remplacé par un groupement partant. Ainsesapr
avoir réalisé la réaction d’estérification, la pgobne 137 pourrait étre formée par un
processus tandem impliquant une cyclisation de Kbiemn et unds-élimination a partir du
dérivél70

o R1\)?\01;2 R1vch)\o LHMDS R 1

2
oy o 8
€0,
169 oz 0oz Ho R®
170
Z = groupement partant

137

Schéma 66
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2. Préparation d’époxyde par la réaction de Darzens

La réaction de Darzehd est une réaction de condensation entre une cétnaldéhyde)
171 et una-haloesterl72 (Schéma 67). Cette réaction est effectuée enmrésBune base et
conduit a la formation d’umr,-époxyester (ou ester glycidiqug}s. La réaction est initiée
par la base et conduit & la formation de I'énotiéster173 par déprotonation de la position
a de l'esterl72 Ensuite, une attaque nucléophile de I'énolat8 sur la cétond 71 génére
I'anion 174. Enfin, une substitution intramoléculaire, via &, de I'atome d’halogéne par

I'alcoolate conduit a I'époxyd&75.

0 base 0]
1 . R%%J\O, R* R/ \COR*

R'” "R? H R2 R®
171 {

X
Base‘ ‘
O:) o_\
N\ R R3 R R’ 4
o\ o W OOR
(x

174

Schéma 67

Afin de mettre au point la séguence réactionnedlerite précédemment, un seul époxyde a
été préparé dans un premier temps. Il s'agit dunylg§/cidate de méthylé66a synthétisé a
I'aide de la réaction de Darzens. L'époxyibaest obtenu avec 60 % de rendement a partir
du benzaldéhydd68a et du chloroacétate de méthylé7, en présence de méthylate de
sodium dans du THF (Schéma 68).

O
Cl |
) .\ Na, MeOH
MeO,C MeO,C

THF o
167 168a 60 % 166a
Schéma 68

Dans ces conditions, le phénylglycidate de métliyéa est obtenu sous la fornteans
uniquement. En effet, par RMM, la constante de couplage mesurée entre lesngrtits a
I'époxyde est de 1,8 Hz, ce qui est caractéristitjure géométri¢rans

17 Darzens GCompt. Rendl904 139 1214-1217; Darzens @ompt. Rendl905 141, 766-768; Darzens Gompt. Rend.
1906 142 214-215.
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3. Ouverture de I'époxyde

Afin de poursuivre la méthode de synthese, le plgfyoidate de méthyld66a est ensuite
ouvert a l'aide de différents alcools (Schéma 89he des méthodes d’ouverture des
époxydes par un alcool fait appel a l'utilisatiolrdacide de Lewis, le BFEL,O, comme
catalyseur® Dans le cas du glycidate, ces conditions néesgsitutilisation de I'alcool

comme solvant.

MeO,C™, MeO,C

ROH
OR

176

166a

Schéma 69

Dans le but d’étudier les deux stratégies envisadés alcools utilisés doivent soit comporter
un groupement pouvant étre clivé, soit pouvoir isete groupement partant. Ainsi, I'alcool
allylique et le 2-(triméthylsilyl)éthanol serontligés en tant que groupements protecteurs. Le

méthanol et le 2,2,2-trifluoroéthanol seront intribsl pour servir de groupements partants.

Le phénylglycidate de méthylE66aa donc été traité avec les différents alcoolsctélenés

en présence d'une guantité catalytique (0,2 éq.BEeELO. La réaction d’ouverture est
totalement régiosélective, avec attaque exclusevd’alcool ena du phényle. Le meilleur
rendement a été obtenu avec l'alcool allylique (@ab 9, entrée 1). Le méthanol et le
trifluoroéthanol ont permis également d’obtenirpeduit attendu avec de bons résultats
(entrées 3 et 4). Mais la réaction avec le 2-(ttiryl&ilyl)éthanol n’a pas conduit a I'alcool
176cdésiré (entrée 2). Le produit s’est révelé ingtalr silice et s’est dégradé au cours de la

purification.

rapport des

entrée R alcooll76 diastéréo .__rdt (%)
lastéreoisomeres

1 allyle 176a 3/1 84
2 Me&SiCH,CH, 176b / 0
3 Me 176c¢c 5/1 70
4 CRCH> 176d 2/1 76

2 diastéréoisomeéres séparés : isonsgrel 76d, (51 %), isomeranti 176d, (25 %)

Tableau 9

18 Kraus G. A., Landgrebe Kletrahedronl985 41, 4039-4046.
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Il est & noter que tous les alcodlg6 ont été obtenus sous forme d'un mélange de
diastéréoisomeéres. Il est probable que I'époxydgisSe initialement avec I'acide de Lewis
pour conduire a un carbocation intermédialré8 (Schéma 70). Selon que l'alcotlf6
s’additionne ensuite sur I'une ou l'autre face @wbocationl78, il se forme I'un ou l'autre

des diastéréoisomeres.

/]>/© Bra L0 /]>/©
MeO,C MeO,C

© 4
166a BFs
_ BRs ROH
MeOzC MeOQC ® J
OR 178
176

Schéma 70

Les mélanges d’isomérds6a et 176b n'ont pas pu étre séparés. Par contre, les is@amére
obtenus par la réaction du 2,2,2-trifluoroéthaml &é aisément séparés par chromatographie
sur gel de silice. L'isomergyn176d;,, moins polaire, et I'isomeranti 176d, plus polaire, ont
éte isolés respectivement avec des rendements det 515 %. L’établissement des

configurations de ces isomeres sera discuté pins lo

4. Réaction d’estérification

A ce stade de la synthese, la réaction d’estétificgpermet I'introduction d’'une variété de
groupements R Dans le cas des pulvinones, seuls des noyauxasiopmas différemment
substitués ont été choisis. Comme pour la syntlesierivés pulviniques, cette réaction a été
effectuée avec des acides arylacétiqlieaen présence de dicyclohexylcarbodiimide (DCC)
et de 4-(diméthylamino)pyridine (DMAP) dans du dicbméthane. Mais contrairement au
L-tartrate de diméthyle, I'estérification ne peuwtféctuer que sur une seule fonction alcool,

donc la réaction est effectuée a t.a. avec un eXeeile carboxylique.

o

R \)J\ DCC, DMAP
MeO,C * OH MeO,C
CH.Cl,, t.a 2
OR (1,2 €q.) ¥z = OR
176 112 179
Schéma 71
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Les conditions décrites ci-dessus ont permis ditbtes estersl79a-h avec de trés bons
rendements allant de 47 a 95 % (Tableau 10). laesiter que les composgg9a-c(entrées

1 a 3) ont été préparés a partir de mélange deslaldiastéréoisomeres correspondants, alors
gue les esters79d-h (entrées 4 a 7) ont été préparés chacun a pamirdibstéréoisomere de
I'alcool 176d Il n’était pas certain que l'utilisation ou notud mélange de diastéréoisomeres

soit importante puisque ces différentes configarai vont disparaitre lors des étapes

suivantes.

owee RS g e S congumion
1 allyle 176a 4-(MeO)GH4 112a 179a syn+ anti 77
2 Me 176¢c  4-(MeO)GHg4 112a 179b syn+ anti 70
3 CRCH, 176d 4-(MeO)GH, 112a 179c syn+ anti 61
4 CRCH, 176d Ph 112b 179d anti 95
5 CRCH, 176d; 3-(MeO)GH, 112m 179%e syn 73
6 CRCH, 1764, 4-BrCsH, 112d 179f syn 47
7 CRCH, 176d 4-FCeH4 112e 1799 syn 90
8 CRCH, 176d 4-FCeH4 112e 179h anti 77

Tableau 10

Une analyse de diffraction des rayons X a été eféeca partir du compod€9h (réalisée par
P. Thuéry, CEA/IRAMIS/SIS2M) et a permis d’étabdia configuratioranti. Il en découle
gue l'alcool1764d, est de configuratioaynet que l'alcooll76d, est de configuratioanti.

Fm
o_L_co,Me

CF4CH,0 H
H

L3
MeO,C

OCH,CF;

179h

Figure 39
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5. Déprotection de I'éther allylique

Cette étape de déprotection va permettre de libg@rmnction alcool. Dans le cas des mono-
esters du tartrate de diméthyle, nous avions obsayuv’il était nécessaire que le OH soit libre
de maniére & éviter urélimination au cours de I'étape de cyclisationDdeckmanr®. En
effet, dans les conditions basiques de la réactialtool est sous forme d'un anion qui
empéche la déprotonation enet ainsi la-élimination. Donc, dans un premier temps, la

déprotection du groupement allyle permet de secepldans les mémes conditions.

De nombreuses méthodes de déprotection des éthiglisuas sont décrites dans la
littératuré™®. Une de ces méthodes fait appel a I'utilisatiorPd€} en présence de méthanol
dans du dichlorométhatf8 Ces conditions sont notamment utilisées sur dgsaccharides
comportant des groupements aceétyles et benzoyléthel allyliquel79aa donc été placé

dans ces conditions pour réaliser le clivage duggment allyle.

o PdCl, MeOH o
MeOZC CHQC|2, t.a. Meozc

H
1798 O 180 ©

Schéma 72

Mais, malheureusement, les résultats obtenus mastété satisfaisants. A la suite de cette
réaction, le groupement allyle a bien été clivép&wlant, apres chromatographie sur gel de
silice, un mélange de plusieurs composés a étéabBsaprés la RMNH, les deux alcools
isoméres attendugd80 semblent présents. En effet, deux doublets carsiiggies sont
obtenus a 5,06 et 5,25 ppm pour l'isomere majoetat a 5,35 et 4,75 pour I'isomere

minoritaire. On observe également deux autres cegg@ui sont probablement les deux

OH
M602C
T L
181 O OMe

Figure 40

isomeres de I'alcodl81

119 Greene T. W., Wuts P. G. NProtective Groups In Organic Synthesisd ed., John Wiley & Sons: New York, 1991, pp
67-72.
1201 j A., Kong F.Bioorg. Med. Chen2005 13, 839-853.
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En effet, chacun de ces isomeéres est caractérisdapprésence de deux doublets, et
notamment, un doublet correspondant au proton kigoey situé ena du groupement
4-méthoxyphénylacétoxy a 6,06 ppth= 2,9 Hz) et a 6,04 ppml (= 4,0 Hz). Cela suggére
qu’il y ait eu une migration intramoléculaire duogpement 4-méthoxyphénylacétyle vers

I'alcool benzylique.

La déprotection du groupement allyle ne nous appasis d’isoler, de maniere pure, I'alcool
180. La seconde stratégie a donc éteé testée pourezsbaptenir les pulvinones en une seule

étape a partir des éthergo

6. Synthése des pulvinones par un processus tandem

Rappelons que le processus tandem consiste en yalisatton de Dieckmann et une
B-élimination. Cette stratégie doit permettre ungppration de pulvinones en une seule étape
a partir des dérivé$79 (Schéma 73). Cette réaction est effectuée paemnant des éthers
179 avec du LIHMDS a -78 °C, suivi d’'un retour a tjplus ou moins rapide. La mise au
point du processus a été realisée avec les elfv@is et 179c comportant un groupement
4-méthoxyphényle (Schéma 73). Nous avons alorsviaier le nombre d’équivalents de

LIHMDS et les conditions de retour a t.a. afin ditir le meilleur rendement possible.

MeO
\I:::l\v/ﬁl MeO (0]

0 .
@ LIHVMDS o
MeO,C
LT < )
179 137a
Schéma 73

Les premiers essais ont éte realisés a partiretlee¥ méthylique79b (Tableau 11, entrées 1

a b). Mais, les différentes variations de tempéestet de temps de réaction n'ont eu aucune
d’influence sur le rendement obtenu. En effet, gjugile soient le temps de réaction a -78 °C
et a t.a. et la vitesse de retour a t.a., avecagassu non a -40 °C, les rendements restent
faibles (14 a 19 %). De plus, 'augmentation du baend’équivalents de base (entrée 3) n'a
pas modifié ce résultat. Par contre, lorsque lztida a été effectuée a partir de I'éther
trifluoroéthylique 179c (entrées 6 a 8) avec un retour a t.a. rapide desiti7 et 8), le

rendement en pulvinonek37a a été nettement amélioré. Le meilleur résultatéaobtenu
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avec I'étherl79cen présence de 3,5 équivalents de LIHMDS dansHti, @gité 1 h a -78 °C
puis a t.a. pendant la nuit (entrée 8).

. ether eq. . rapporf o
entrée R 179 LiIHMDS conditions ZIE rdt (%)
1 Me 179b 3,5 1ha-78°Cpuislhat.a. 10/3 16
2 Me  179b 3,5 4ha-r8°Cpuisata. 4., 14
une nuit
3 Me 179b 5 4ha-78°C puis a t.a. 11/5 14
une nuit
4  Me  179b 35  1ha-/8°C,3ha-40°C .. 17
puis t.a. une nuit
5 Me  179b 35 -78°C puis remontee a 4 19
t.a. lentement la nuit
-78 °C puis remontée a
6 CRCH, 179c 3.5 ta lentement la nuit 1070 10
7 CRCH, 179c 3,5 1ha-78°Cpuislhat.a. 10/1 61
1ha-78°C puis at.a.
8 CRCH, 179c 3,5 une nuit 10/3 78

&rendement du mélange des isomeresE.
® rapport déterminé & partir des intégrations en RMN

Tableau 11

Dans tous les cas, la pulvinoh@7aa été isolée sous la forme d’'un mélange d’isomérets

E. Les caractéristiques spectrales de la pulvinbB&a obtenue sont en accord avec les
données de la littératife Notamment, en RMN'H dans I'acétonel le déplacement
chimique du proton éthylénique est de 6,57 ppm pPmamereZ et 6,80 ppm pour l'isomére
E.

Une explication de la différence de rendement drimones137aa partir des deux éthers
179b et 179c peut étre apportée par I'étude du mécanisme déadetion (Schéma 74). Le
processus fait appel a deux réactions successives,cyclisation de Dieckmann et une
réaction d’élimination. Suivant I'ordre d’enchainemh de ces réactions, les produits formés

sont complétement différents.
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Si I'ester179 subit dans un premier temps une réactiof-@ééimination, il se forme un ester
d’énol 184. La déprotonation de l'estel84 conduite a I'énolatel85 qui peut cycliser en
pulvinone137. Cependant, Briickn®ra observé que le traitement d’esters d’énols aire#

a 184, dont il a effectué les synthéses, par du LIHMD&,conduit pas a la formation des
pulvinones correspondantes. Il a proposé que l&adB5 subissait lui-méme une réaction de
B-élimination, conduisant a I'énolai86 et au céten&87.

Au contraire, si la réaction de cyclisation se pibéhitialement, I'acide tétroniqu&83 est
formé. Ensuite, seule une réaction d’éliminationutpese produire, ce qui conduit
exclusivement a la pulvinong37. D'aprés les rendements obtenus, la présenceétieet’
trifluoroéthylique semblerait donc favoriser cettie, alors que la réaction @eélimination

se produit dans un premier temps a partir de liétiéthyliquel79h.

O
1 base
base MeO\H)QH(Ph ¢élimination
o (or
(6_ Li* 179 1\)?\
R&/ko R 0
} H MeO.__-xy~Ph
Meom)ﬁrPh
‘/O or O 184
182
cyclisation ‘ base
o] (o v+
1 1
R 1 0 ,/~base R’ﬂ/}k?)\'
o' Mjgm)\ﬁph
Ph
/RS 183 o 188
| cyclisation |
élimination
de I'énolate
0 _
R oL*
\ 6] Meoj“)\'ﬁph + [RRW.//O}
HO \ Ph (0]
186 187
137
Schéma 74

Les conditions mises au point précédemment posymghése de la pulvinore87aont été
ensuite utilisées pour la préparation des pulvisord87b-e a partir des éthers
trifluoroéthyliquesl79d-g(Schéma 75).
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0 0
R? 1
\)J\O LIHMDS (3,5 &q.) R o
MeO,C THF, -78 °C (1 h) Ho N\
OCH,CF; puis t.a. la nuit
179d, anti : Ar = CgHs 137b : Ar = CgHs, 35 %
179e, syn: Ar = 3-(MeO)CgH4 137c¢ : Ar = 3-(MeO)CgHg, 36 %
179f, syn : Ar = 4-BrCgH, 137d : Ar = 4-BrCgHy, 39 %
1799, syn : Ar=4-FCgH, 137e : Ar = 4-FCgHy, 50 %
179h, anti : Ar = 4-FCgH,4 137e : Ar=4-FCgHy, 77 %
Schéma 75

Les pulvinonesl37b-eont été obtenues avec de bons rendements allaBb @e77 %. Les
meilleurs rendements de formation des pulvinonassaette série, ont été obtenus avec le
groupement 4-fluorophényle. De plus, quelle quélaatonfiguration relativesynou anti, de

I'ester179de départ, un mélange de pulvinodest E est obtenu.
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lll. Conclusion et perspectives

La stratégie exposée dans ce chapitre permet dearneré une pulvinone a partir du
chloroacétate de méthyle, d’'un acide arylacétigu#um aldéhyde en quatre étapes (Schéma
76). Cette stratégie repose, en fait, sur une noadibn de la méthode employée pour la
préparation de dérivés pulvinigues monosubstitdéstite dans le chapitre 3 de ce mémoire.
Mais, dans le cas de la synthese de pulvinonesjdes derniéres réactions, cyclisation de
Dieckmann et élimination, ont pu étre effectuéesura seule étape. Cette méthode nous a

permis de préparer plusieurs pulvinones de maoameise et efficace.

o}
]
R, 0
R1
12 | O
Cl O HO \ R2
J o+ L
MeO,C R2 137
167 168

Schéma 76

La flexibilité de cette stratégie, par modificatide I'aldéhyde puis de l'acide arylacétique
engageés, permet d'envisager la synthése de nondsrqudvinones de maniére concise.
Cependant, par cette méthode, un mélange de paksnde configuratioZ et E est obtenu
dans tous les cas. Nous envisageons par la sugendertir les pulvinonek en pulvinone&
par une séquence d'acétylation et d’hydrolyse, idéqrar Campbelt?. Il sera ensuite
intéressant d'évaluer de tels composés comme ya@os et comme agents de protection

contre les rayonnements ionisants.
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Chapitre 5 : Synthése d’acides 3-aryltétramiques

Dans le cadre de I'étude de la relation structetesée de dérivés pulvinigues, le changement
de la fonction lactone par un lactame permettmit@hnaitre I'influence de cette fonction sur
I'activité antioxydante. Dans le chapitre 2, nousres décrit une méthode de synthese
d’acides pulviniques, réalisée au laboratoire,fgitiappel a la condensation d’anions dérivés
d’'acides 3-aryltétroniques sur des cétoesters. dPalogie, l'utilisation d’'une méthode
similaire employant comme substrats de départ detes 3-aryltétramique$88 pourrait

permettre un acces facile et rapide a des dériaégdds pulviniques azotd90.

o 0]

)
Aﬂj/f i "

| N-Gp * > - = NH
MeO,C HO™ Y|

HO
188
189 MeO,C Ar

acide 3-aryltétramique
190

Schéma 77

Dans ce chapitre, nous décrivons la mise au pdimednéthode de préparation en une étape
d’acides 3-aryltétramiques, qui pourront ensuite émployés pour I'accés a des dérivés de

type aza-pulviniques.

|. Les acides tétramiques

1. Présentation

Les acides tétramiques sont des analogues des @étdeniques ou I'oxygene intracyclique a
été remplacé par un atome d’'azote. L'acide tétramaxiste sous les deux formes tautomeres
(Figure 41), 4-hydroxy-2(3)-pyrrolone 191 et 2,4-pyrrolidinedionel92'?%. Il posséde un
caractére acide plus faible que son analogue ox¥ygarec un pKa de 6,4 contre 3,76 pour

I'acide tétronique.

121 Royles B. J. LChem. Rev1995 95, 1981-2001.
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o) o)
3 —_—
| NH D NH
HO™ o
191 192
Figure 41

Le motif acide tétramique est présent dans la wtreale nombreux composés naturels issus
de plusieurs especes marines et terrestres consnépdages, les cyanobactéries, les bactéries
et les champignoh¥. Ces composés possédent un large éventail d@stiwiiologiques.
Notamment, ils présentent des propriétés antihiesg antivirales, cytotoxiques,

mycotoxiques, antitumorales et antifongig&s?

La majorité des dérives d’acides tétramiques nktypessédent un groupement acyle en
position 3. C’est le cas par exemple de I'acideuéonique isolé a partir du champignon
Alternaria tenui$® et I'acide a-cyclopiazonique isolé & partir du champigr@enicillium

cyclopiunt®.

acide ténuazonique acide a-cyclopiazonique

Figure 42

D'autres classes d’acides tétramiques existengtatinaturéf>*?> Par contre, aucun dérivé
naturel d’acide 3-aryltétramique n’a été isolé gorg. Cependant, des composés de ce type
ont été décrits dans la littérature pour leurs pév@s herbicidé$® acaricide¥®
insecticidey’’*?® et pesticide’s®. Ainsi, le spirotétramaté’ (Moventd®) est commercialisé

par la société Bayer CropScience comme insecticide.

122 5chobert R., Schlenk Aioorg. Med. ChenR008 16, 4203-4221.

128 Rosset T., Sankhala R. H., Stickings C. E., TayloEMU., Thomas RBiochem J1957, 67, 390-400.

124 Holzapfel C. WTetrahedrorl968 24, 2101-2119.

125 Kato M., Yamada Y., Sato A., Takahashi A. In JRHIV2661, 2001.

126 Fischer R., Brueck E., Waetermeulen X. A. V. In DI2006022821, 2007.

127 1to M., Okui H., Nakagawa H., Mio S., Kinoshita,Obayashi T., Miura T., Nagai J., Yokoi S., IchéecR., Tanaka K.,
Kodama S., Iwasaki T., Miyake T., Takashio M., lwabi J.Biosci. Biotechnol. Biocher2002 66, 2406-2414.

128 1to M., Okui H., Nakagawa H., Mio S., Kinoshita,Abayashi T., Miura T., Nagai J., Yokoi S., IchéedR., Tanaka K.,
Kodama S., Iwasaki T., Miyake T., Takashio M., lwabi J.Bioorg. Med. Chen2003 11, 761-768.
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£
OMe
spirotétramate

Figure 43

2. Synthéses d’acides tétramiques dans la littérature

En 1914, Gabriéf® publia la premiére synthése d’'un dérivé d’acideatdique. Depuis, de
nombreuses synthéses d’acides tétramiques ontegidrtées dans la littératdfé Les
stratégies déployées pour la majorité des synthdse®es peuvent étre regroupées suivant
deux méthodes (Schéma #8) Les stratégies différent seulement par I'ordendhainement
des réactions. La méthode A débute par la formateta fonction amide et se poursuit par
une réaction de cyclisation. Dans la méthode Béguence débute par une condensation de
type Claisen puis le lactame est formé par ungadtaucléophile intramoléculaire de I'amine

sur la fonction carbonylée.

R1Q?\x 193

+

H
Z._ _N.
méthode A X R? méthode B
3 p4
R o R® R AN o
194 R’ .
N-R? | H
Z% 4 Y N, 2
R3 R $\a R
~ - R® R
195 RS 196
| N-R?
Y 4 =
R® R X=0RouCl
Z=CO,R ouCN
197 Y = OH ou NH,
Schéma 78

129 Fischer R., Krebs A., Marhold A., Santel H. J.,i8ith R. R., Luerssen K., Hagemann H., Becker B., $ehkl, Stendel

W. In EP 355599, 1990.

130 Andersch W., Fischer R., Hungenberg H., Marczok Fbntzen R., Reckmann U., Van Waetermeulen X. A. M.,
Kuehnhold J., Bell J., Krueger S., Hinz J. In WO 0107388, 2008.

13! Gabriel SBer. Dtsch. Chem. Ge$914 47, 3033-3039.

132 Hening H.-G., Gelbin AAdv. Heterocycl. Chem 993 57, 139-185.
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En ce qui concerne plus spécifiquement les aciemyl8tramiques, une premiére approche a
été publiée en 1950 par King et McMilldh Leur stratégie de synthése reposait sur le
principe de la méthode A décrite précédemment ([Bahér9). Tout d'abord le
2-(benzylamino)acétate d’éthyf200 a été obtenu a partir de la benzylamit#8 et du
chloroacétate d’éthyl@99 au reflux du benzéne. Ensuite, la réaction deitiarB00 avec le
chlorure d’acide201 en présence d'une solution aqueuse d€Qx a permis de fournir
I'amide 202 Et enfin, une cyclisation de Dieckmann en présatiéthylate de sodium et de
formiate d’éthyle dans du benzéene, a conduit aid&adétramique203 obtenu avec un

rendement global variant de 50 a 59 %.

benzéne PN
©/\NH2 * C|/\C02Et N CO.Et
(2 eq) reflux

199
198 69 % 200
P

Cl o} NaOEt 0]

201 HCO,Et
Jl/\© —_— | N

K>,CO3 aq. benzéne

2 EtO,C HO _@
03

93 % 202 79-92 % 2

Schéma 79

King et McMillan ont également essayé de réaliaesyinthese de I'acide tétramigRe3 en
une seule étape a partir du 2-(benzylamino)acétatbyle 200 et du phénylacétate d’éthyle
204 (Schéma 80). Pour cela, ils ont réalisé la réad@ns une solution d’éthylate de sodium

mais cependant le rendement obtenu est tres {&8lg.

o)
N~ CO,Et CO,Et NaOEt
H + — > | N
200 204 EtOH HO
5% 203

Schéma 80

En 2007, Pelkéy* a décrit la synthése de I'acide 3-aryltétramigQ® en trois étapes & partir
de la veératrylamine05 (Schéma 81). Une réaction dealkylation avec le bromacétate
d’éthyle 206, en présence de triéthylamine, a conduit a I'ansimeondair@07. En présence
du chlorure d’acide0l, I'amine 207 a étéN-acylée. Puis, le traitement de I'amigé8 avec

1B3King J. A., McMillan F. HJ. Am. Chem. So95Q 72, 1236-1240.
134 Dorward M., Guthrie N. J., Pelkey E. Synthesi€007, 2317-2322.
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du tert-butylate de sodium a fourni, par une réaction éeckimann, I'acide tétramiqu209
avec un rendement de 28 % sur les trois étapes.

HoN
7 . Br CO,Et Et3 } EtO\H) /\Q\
5 OMe 206

20
OMe

o o}
o Ph
t-BuONa
——  EtO — _—_ - HO

Eth, CH2C|2 OMe THF

O ,0 OMe 08 % 209

(3 étapes) MeO  OMe

Schéma 81

Récemment, Tanngr a réalisé la synthése de motifs 3-aryltétramiquagsintroduction du
groupement aromatique a I'aide d’'un couplage caépar du palladium (Schéma 82). Tout
d’abord, la préparation de I'aciddBoc tétramique212 a été réalisée en deux étapes a partir
de I'acideN-Boc aminé210 et de l'acide de Meldrur@ll Ensuite, le couplage de différents
chlorures d’aryles a été effectué en présence titcéle palladium et du ligarzil4 et a
permis la formation d’acides tétramiqugkh. De nombreuses fonctions sont tolérées au cours
de cette réaction de couplage. Par exemple, dagylgisésubstitués par des fonctions nitro,
acide carboxylique, amine, acyle, ester, nitrilé pn étre introduits. Cependant, d’autres
noyaux aromatiques, comme des thiophenes ou deingg non protégeées, n'ont pas permis

de former les acides tétramiques correspondants.

0
1. EDC, DMAP
W CH,Cl, 0°C 4 ta. | NBoc
HO
BocHN C°2H 2. EtOAG, reflux 212
211 96 %
T Y 213
P(t-Bu),
214 = O iPr

R _
Cl
135 Storgaard M., Dérwald F. Z., Peschke B., Tannel.[rg. Chem2009 74, 5032-5040.

Pd(OAc), (0,02 éq.)
214 (0,04 éq.)

K,CO; (2,3 éq.), THF
80 °C, 1h

60-79 %

Schéma 82
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ll. Synthese d’acides 3-aryltétramiques par un processuandem

Récemment, au laboratoife une synthése en une étape d’acides 3-aryltétresi2l7, &

partir d’arylacétates de méthyB# et d’hydroxyester216, a été développée (Schéma 83).
Cette stratégie fait appel a un processus tandepfiguant une réaction de transestérification
et une cyclisation de Dieckmann. Les acides téfues synthétisés par cette voie peuvent
étre substitués par différents groupements aronedign position 3 et substitués ou non en

position 5.
0
MeO,C, OH t-BuOK (2,2 & Ar
Ar<__CO,Me N -BuOK (2.2¢q) | o
* R" R THF, refluxou DMF, ta. .
16 h Rz R

34 216 .
59-98 % 217

Schéma 83

Il paraissait donc envisageable d’obtenir des acRlaryltétramique18 par une méthode
analogue, en une étape qui mettrait en jeu deaaigtes de méthyB et desa-aminoesters
219 (Figure 44). Le processus tandem impliqueraitlacformation d’'un amide puis une

réaction de Dieckmann.

Ar 1
jiN—W — A _COMe + RO MR

R2 R®
2 R 34
R 219

Figure 44
Le mécanisme engagé dans la formation d’'un actdeméyue218 est décrit dans le Schéma

84. Dans un premier temps, I'amid20 est formé a partir de I'est@¢ et de I'a-aminoester

219 Celui-ci est ensuite converti en acide tétramigfl@&par une cyclisation de Dieckmann.

R2 R3 (o) R2 R3
Ar_CO,Me + R'HN” “CO,R Ar
- MeOH N COR
34 219 220 R
“ t-BuOK
6] 6]
Ar Ar OKR2 R3
H+
j@(N—R‘] - | N_R‘l Ar\/\NXCO R
-ROH ! 2
HO 3 KO 3 R1
R2 R R2 R
218 222 221
Schéma 84
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1. Travaux préliminaires>®

Les travaux présentés dans cette partie ont étésésapar Aurélie Mallinger et Nicolas

Chopin, étudiant en Master 1éere année.

Initialement, la faisabilité de la réaction a é&stée avec le 4-méthoxyphénylacétate de
méthyle 34a et le chlorhydrate de I'ester méthylique de lacigig 223a (Schéma 85). La
forme chlorhydrate a été directement employée tharéaction, ce qui a impliqué l'utilisation
d’'un équivalent supplémentaire de base afin deraksdr la fonction acide. Malgré les
différents essais réalisés, avec des quantitéablas de base, I'acide tétramicqg@tb n’a pas

été obtenu. Seule I'utilisation de I'estert-butylique de la glycin®23b, en présence de 2,5
équivalents de base, a permis la formation ded&eittendi224b, mais avec un rendement

de 20 % seulement.

MeO
0]
'V'eo\@\/ t-BuOK
+
COzMe RO2C_NH,.HCI THF, reflux | NH
(1,5 é€q.) HO
34a 223a: R=Me 224b:0 %

223b: R =t-Bu 224b : 20 %

Schéma 85

Ce rendement est principalement di a une faiblgarsion de I'ester de départ, 38 % d’apres
les spectres RMNH. Mais ce résultat n’a pas pu étre amélioré emmngant le nombre
d’équivalents de base et le temps de réactionfdibkes rendements obtenus pourraient étre
dus a une polymérisation dedaminoester dans les conditions de la réactioncédfait, il a

éte envisagé d'utiliser desaminoesters comportant une fonction amine secondai

Des essais ont été ensuite réalisés a partir duhgtrate du sarcosinate de méth3/as et de
divers arylacétates de méthyd, en présence dert-butylate de potassium, dans du THF a
reflux (Schéma 86). L’acide tétramiq26a a été tout d’abord obtenu a partir de 'ester

correspondar34aavec un rendement de 62 % apres une nuit desgacti

138 Mallinger A., Thése de Doctorat, Université dei®xil, Orsay, 2008.
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Chapitre 5 : Synthése d’acides 3-aryltétramiques

Me t-BUOK (2,5 & ?
. -BuOK (2,5 éq.) Ar
Ar.__CO,Me + MeO,C.__NH.HCI
T i THF, reflux | N-Me
1,5 éq. HO
(15¢a) 1 nuit
34a: Ar = 4-(MeO)CgH, 225 226a : Ar = 4-(MeO)CgHy, 62 %
34b : Ar = 3-(MeO)CgH,4 226b : Ar = 3-(MeO)CgHy, 50 %
34c : Ar = 3,4-(MeO),CqHs 226¢ : Ar = 3,4-(MeO),CgH3, 26 %
34d : Ar = 4-BrCgH, 226d : Ar =4-BrCgHy4, 32 %
34e : Ar = 4-CICgH, 226e : Ar = 4-CICgHy, 48 %
34f : Ar = 4-FCgH, 226f : Ar = 4-FCgHy, 21 %
349 : Ar =2-thiényle 2269 : Ar =2-thiényle, 28 %
Schéma 86

Plusieurs acides tétramiqudsméthylés ont été préparés dans ces conditionsrta gdas
arylacétates de méthyf@la-g correspondants. Il est a noter cependant que, guelsoit
I'ester de départ, les rendements obtenus resteyems, voire faibles. Ceci pourrait étre di a
I'utilisation d’'un chlorhydrate d’amine et a la m&ssité de réaliser une opération de séchage
préalable.

Des expériences ont donc été réalisées avec lg/lbarinoacéetate de méthyR27 (Schéma
87). Différents acides tétramiqué&benzylés ont été préparés a partir d’arylacétdees
variés, en présence de 1,2 équivalentaiebutylate de potassium, au reflux du THF. Les
rendements, variant de 52 a 67 % ont été effectwe@mmeliorés par I'utilisation d’'une amine

secondaire libre.

o]

Ar<__CO,R +  EO,C. NHBn [ PuOK(.2éa) Arji/fNB
r n
o2 2 THF, reflux n

(1,2€q.) HO
34a: Ar = 4-(MeO)CgH,4 227 228a: Ar = 4-(MeO)CgH,, 67 %
34h : Ar= CeHs 228b : Ar = CGH5, 54 %
34b : Ar = 3-(MeO)CgH,4 228¢ : Ar = 3-(MeO)CgH,, 62 %
34c: Ar= 3,4-(MeO)ZCGH3 228d : Ar = 3,4-(Me0)206H3, 52 %
34d : Ar= 4-BTCGH4 228e : Ar = 4-B|’CeH4, 64 %
34e : Ar = 4-CICgH, 228f : Ar = 4-CICgHy, 62 %
34f 1 Ar= 4-FCgH, 2289 : Ar = 4-FCgH,, 54 %

Schéma 87

Apres avoir réalisé la synthése des acides tétranald-benzylés, des essais de déprotection
de la fonction amide ont été réalisés. Il est cogue I'hydrogénolyse de benzylamides est
particulierement difficile, aussi d’autres méthodest été testées. Tout d’abord, des

conditions faisant appel & ditbromosuccinimide (NBS) et de I'’AIBN ont été empieg>".

BT Baker S. R., Parsons A. F., Wilson TWetrahedron Lett1998 39, 331-332.
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Chapitre 5 : Synthése d’acides 3-aryltétramiques

Mais, dans notre cas, cette méthode n’a pas coadlatide tétramique déprotégé mais a un
mélange complexe de composés. Une autre méthode duuce, avec du NBS et le

N-méthylacétamide (NMA) dans du chlorofortife a également été employée mais toujours
sans succes. Suite a ces résultats, il a été gévdm changer le groupement protecteur de

'amide.

2. Préparation d’acides tétramiques N-2,4-diméthoxylglés

En 1985, Schlessingg? a utilisé un groupement 2,4-diméthoxybenzyle poratéger des
acides 3-cétotétramiques. Il réalisa leur déprmtegiar traitement a I'acide trifluoroacétique
a t.a. en 30 min. Et réccemment, Pefkég montré que, sur des acides 3,4-diaryltétramjques
la fonction amide, protégée, cette fois-ci, pargnoupement 3,4-diméthoxybenzyle, pouvait
étre libérée également en utilisant de I'acidduinifoacétique. Nous avons donc essayé de
synthétiser des acides tétramiqe2,4-diméthoxybenzylés en utilisant la méthode it&cr

précédemment.

Dans un premier temps, la synthese de I'anZBt a été réalisée. Pour cela, les conditions
décrites par Pelkéy’ avec I'utilisation de triéthylamine dans du THint été employées
(Schéma 88). Cette méthode a permis la prépardgoiamine231 avec un rendement de
76 % a partir de la de la 2,4-diméthoxybenzylan@2@et du bromoacétate d’éthy280.

MeO MeO
NEt; (2,5 éq.) H
NH, ~+ Br-_ CO,Et T N._ COEt

OMe 220 230 76 % OMe 231

Schéma 88

Ensuite, 'amine231 obtenue a été employée dans le processus tandéomuaion d’acides
tétramiques. Pour cela31a été mis en réaction avec des arylacétates dg/im84 variés en
présence de 1,2 equivalent et-butylate de potassium dans du THF a reflux pendast
nuit (Schéma 89).

138 Kuang L., Zhou J., Chen S., Ding Bynthesi®007, 3129-3134.
139 gchlessinger R. H., Bebernitz G.ROrg. Chem1985 50, 1344-1346.
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(0]
Ar
MeO t-BuOK (1,2 éq.)

Ar CO,Me + N T OTHF, reflux N o

~ > N\/002Et THF, reflux HO

OMe ) 53-71 %
34 (1,2 €q.) 22
2ot OMe
Schéma 89

La réaction a tout d’abord été effectuée avec kenplacétate de méthyl®4i (Tableau 12,
entrée 1). L'acide tétramiqug82aa été obtenu avec 63 % de rendement et a étdérsac
l'aide de différentes techniques d’analyse. Il prée notamment, en RMM dans I'acétone-

ds, des déplacements chimiques de 4,53 ppm pourrtgens benzyliques et de 3,93 ppm
pour les protons en position 5 du lactame. Deseactétramique®32 comportant divers
groupements aromatiques en position 3, ont étéitengpuéparés en utilisant la méme
méthode. Le meilleur rendement (71 %) a été obtavec le 4-fluorophénylacétate de
méthyle 34f (entrée 5). Des acides tétramiques possédantaup@ment phényle substitué
par un méthoxy ou un brome ont également été pgépavec des rendements variant de 53 a
59 % (entrées 2 a 4). De plus, un dérivé compomiangroupement 2-thiényle a pu étre

obtenu avec un assez bon rendement (54 %, entrée 6)

entrée Ar ester34 acide tétramiqu232  rdt (%)

Ph 34i 232a 63
2 4-(MeO)GH,4 34a 232b 59
3 3-(MeO)GH4 34b 232c 53
4 4-BrGHa 34d 232d 55
5 4-FGH4 34f 232e 71
6 2-thiényle 349 232f 54

Tableau 12

3. Déprotection des acides tétramiques

Apres avoir réalisé la préparation de difféerentsles tétramiquedl-2,4-diméthoxybenzylés,
nous avons essaye de réaliser la déprotectionfdadtion amide. Les conditions décrites par

Pelkey>* ont été alors employées pour réaliser cette @acti

108



Chapitre 5 : Synthése d’acides 3-aryltétramiques

Les différents acides tétramiqués2,4-diméthoxybenzylé®32 ont été quantitativement
convertis en acides tétramiqua®4 par agitation dans I'acide trifluoroacétique a pandant

1 h (Schéma 90). Cependant, dans le cas du cong&%g¢ comportant un groupement
thiényle, I'acide tétramique désiré n’a pas pu &oté. A la place, un mélange complexe de
produits a été obtenu.

O

Ar Ar 0o
CF;CO5H
| N OMe 3COy jﬁfNH
HO quantitatif

HO

232 224

OMe

232a, 224a : Ar = Ph

232b, 224b : Ar = 4-(MeO)CgH,
232c, 224¢ : Ar = 3-(MeO)CgH,
232d, 224d : Ar = 4-BrCqH,
232e, 224e : Ar = 4-FCgH,

Schéma 90

Maintenant que la préparation d’acides 3-aryltéigaies a été mise au point, nous pouvons

envisager de les utiliser pour préparer des déazéges d’acides pulviniques.

4. Synthése d’un acide tétramique bicyclique

D’autre part, nous avons synthétisé I'acide tétoumibicyclique234 a partir du pipécolinate
de méthyle233 et du 4-méthoxyphénylacétattda (Schéma 91). En présence de 1,2
équivalent deert-butylate de potassium, dans le THF a reflux, daciétramique34 a été
obtenu avec un rendement non optimisé de 37 %.

MeO
MeO H o}
MeOC. N £-BUOK (1,2 &q.)
CO.Me + - Y
THF, reflux
379 HO
34a 233 %
234
Schéma 91
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[1l. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons montré que la syntiiasgle 3-aryltétramique pouvait étre
réalisée a l'aide d’'un processus tandem similaireeli qui avait mis au point pour la
syntheése d’acides tétroniques. En effet, la syeth@s une étape a partir d’'arylacétates de
méthyle variés et du 2-(2,4-diméthoxybenzylaminélaie d'éthyle a permis d’obtenir les
acides tétramiquesN-2,4-diméthoxybenzylés correspondants. Ensuite, cliwage du

groupement protecteur a été effectué avec de Eacitiloroacétique de maniére quantitative.

Ces acides tétramiques ont été préparés dans leleostynthétiser des dérivés d’acides
pulviniques azotés. Cependant, par manque de téapegparation de ces dérivés n’a pas pu
étre réalisée. Celle-ci sera effectuée prochainepemnune condensation d’anions des dérivés

d’acides 3-aryltétraniques sur des cétoesters (Eidb).

0O

Ar1ji</ Ar’l o
N M

o | OMe - | NH
HO \
232 oMe MeO,C

190

Figure 45
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Chapitre 6 : Evaluation des propriétés antioxydante et

radioprotectrices

Les syntheses présentées dans les chapitres pnécédeus ont permis d’obtenir de
nombreux dérivés d’acides pulviniques. Les compaddenus sont de différentes natures ;
dérivés tétroniques comportant un moti@i-hydroxyester, analogues pulviniques
monosubstitués, pulvinates de méthyle et pulvino@ette diversité de structures nous a
permis de réaliser une étude complémentaire desllion structure-activité des dérivés
pulviniques en tant qu’antioxydants, grace aux @at&ns que nous allons présenter dans ce
chapitre. Par manque de temps, les pulvinones rpast pu étre testées jusqu’a présent.
Cependant, des composés tels que des acides qéeenet des acides tétramiques, issus

d’autres travaux de rechercfie ont été intégrés a cette étude.

Dans une premiere partie, différents testsitro, frequemment utilisés pour I'évaluation des
propriétés antioxydantes, seront brievement présemans cette premiere partie, seuls des
tests non utilisés au cours de nos travaux SeNpUses.

Dans un second temps, I'évaluation de I'activiticxydante de nos composés a l'aide de
différentes méthodes (tests au DPPH et a 'ABT8detde la peroxydation lipidique et
protection de la thymidine et de 'ADN) sera déé&al Ces tests mettent en jeu des espéces
radicalaires ainsi que des mécanismes variés. Joues études antioxydantes sont
complémentaires et nous ont permis d’effectueradéhection des meilleurs composeés.

Enfin, dans une derniére partie, nous exposerandrévaux sur I'étude des capacités de
radioprotection des produits sélectionnés.

Dans ce chapitre, les résultats obtenus pour ch@agtiseront présentés séparément pour des

raisons de clarté.
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|. Tests d’activité antioxydantein vitro

De nombreuses méthodes permettant d’évaluer le giroantioxydant d’aliments ou de
molécules isolées ont été développ&edans cette partie, les méthodes les plus empoyée

seront présentées.

1. TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant Parameter)

La méthode TRAP a été développée par Wayhen 1985 et est basée sur la mesure
d’'oxygéne consommé lors d'une réaction de peroxydatipidique. Cette réaction
d’oxydation est induite par la décomposition thene de I'AAPH (dichlorhydrate de
2,2’-azobis-2-méthyl-propanimidamide) qui permeigéaérer un radical peroxy®35in situ
(Schéma 92). Les résultats sont exprimés en pndeleadicaux peroxyles captés par litre de

milieu étudié.

.
NH,CI~
HN N=N  NH, 2x + N
. 20, - 00 NH,
Cl™ H,N 235

radical peroxyle
AAPH

Schéma 92

Wayner suivait la consommation de l'oxygéne a Baid'une électrode thermostatée a
oxygene. Cependant, une électrode a oxygéne nasstsiable durant toute la période de
mesure (environ 2 h par échantillon). Plus tarané&hode TRAP a été modifiée pour utiliser
I'accroissement de chimioluminescence induite paghction des radicaux peroxyles avec du
Luminol**? Cette modification a permis d’augmenter la piédigle la méthode et a rendu

possible 'automatisation des mesures.

2. ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

La méthode ORAC mesure la capacité d’'un composdiéta préserver une sonde de
fluorescence de l'oxydation par un radical peroxymmme pour la méthode TRAP, le
radical peroxyle est formé a partir de 'AAPH. Léaction de ce radical avec la sonde de

fluorescence s’accompagne d'une perte de la flgere. L'effet protecteur d’un

140 Antolovich M., Prenzler P. D., Patsalides E., MoRll S., Robards KAnalyst2002 127, 183-198; Prior R. L., Wu X.,
Schaich K.J. Agric. Food Chem2005 53, 4290-4302; Magalhdes L. M., Segundo M. A., RejsLBna J. L. F. CAnal.
Chim. Acta2008 613, 1-19.

¥\wayner D. D. M., Burton G. W., Ingold K. U., Loc FEBS Lett1985 187, 33-37.

42| uukkainen R., Aejmelaeus R., Alho H., Metsa-KefBlalkonen S. R., Salo M. Keree Rad. Re<.999 30, 189-197.
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antioxydant contre les radicaux peroxyles est alggtrminé par comparaison de la variation
de fluorescence en présence ou non d’'un composéttement antioxydant.

Durant les premiers travaux, la B-phycoérythrinePB) était utilisée comme sonde de
fluorescenc¥® Cependant, elle possédait trop de désavarfdgetsa été remplacée avec

succes par la fluorescéiffeet la dichlorofluorescéiné

fluorescéine

Figure 46

3. TOSC (Total Oxyradical Scavenging Capacity)

Cette méthode, développée par Winstgnutilise la réaction d'oxydation de I'acide
2-céto4-méthiobutyrique (KMBA) en éthylene par un radipatoxyle. Ce radical est formé a
partir de 'AAPH, et la formation d’éthylene est soeée par chromatographie gazeuse. Le

pouvoir antioxydant d’'un composé est évalué parcapacité a inhiber la formation

d’éthylene.
(6]
Wyt Roo- —
S COzH HQC:CHz
KMBA éthyléne
Schéma 93

4. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

L’évaluation FRAP est basée sur la réduction dmlfierrique (F&) en ion ferreux (F&) par
un composé antioxyddfit. Pour cette méthode, lion ferrique est complexélaa
2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,2,5-triazine (TPTZ) et a kuite de la réduction du fer, le complexe

143Cao G. H., Alessio H. M., Cutler R. Gree Radical Biol. Med1993 14, 303-311.

144 Cao G., Prior R. LMethods Enzymol999 299, 50-62.

145 oy B., Hampsch-Woodill M., Prior R. L. Agric. Food Chen2001, 49, 4619-4626.

148 yvalkonen M., Kuusi TJ. Lipid Res1997, 38, 823-833.

17 \winston G. W., Regoli F., Dugas A. J. Jr., Fong.J.Blanchard K. AFree Radical Biol. Med1998 24, 480-493.
148 Benzie I. F. F., Strain J. Anal. Biochem1996 239, 70-76.
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devient coloré (Schéma 94). Le pouvoir antioxydssttdéterminé par une simple mesure de

'absorbance a 595 nm.

Z =
~ l N N I
| X N -z I N

/N\Fem/N\ N antioxydant \ e||/ NS
NS | NP |
N AL LN N
TN T |
= = P
236 237
2+
[Fe(tPTZ),] > [Fe(TPTZ),|

(Amax = 595 nm)

Schéma 94

Une variante de la méthode FRAP, utilisant le auiarla place du fer, a été récemment

développée et est appelée CUPREC

5. Folin-Ciocalteu TPC (Total phenolic content)

Cette méthode, développée en 1927 par Folin et a@&t®, utilisait une réaction
d’'oxydation de phénols par un réactif au molybdeheau tungsténe qui conduisait a la
formation d’'un produit coloréMgax = 745-750 nm). Cette méthode est simple, sengble
précise. Cependant, la réaction est lente en nalo@le et dans ce cas la réaction de réduction
est peu spécifique pour les fonctions phénols. I8iag™! a ensuite amélioré la méthode en
utilisant un hétéropolyacide molybdophosphotungti(BHO-P,0s-13W0;-5M00;-10H,0)

qui réduit plus spécifiquement les phénols.

6. Test a I'acide thiobarbiturique (TBA)

Ce test est une des méthodes les plus utilisées mesurer la peroxydation lipidigtré
L’acide thiobarbiturique (TBA) réagit avec le mattéhyde (MDA), sous-produit de la
peroxydation lipidique, pour former un compd&@3 coloré (Schéma 95). Le proddB8
formé absorbe autour de 532-535 nm. La mesureatisdrbance permet donc de déterminer

I'importance de la dégradation de lipides par @elcaux libres.

149 Apak R., Glgli K. G., Ozyirek M., Karademir S.JJEAgric. Food Chen004 52, 7970-7981.
150 Folin 0., Ciocalteu VJ. Biol. Chem1927, 73, 627-650.

Blgingleton V. L., Rossi J. AAm. J. Enol. Vitic1965 16, 144-158.

12py 7., Bramlage W. J.. Agric. Food. Chenl992 40, 1566-1570.
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HS. _N. _OH N. _OHHO._ _N_ _SH
i o 0 N SY Sy OO \”/s
N~ * NN N s AN * 2H,0
OH MDA OH OH

238
Amax = 532-535 nm

TBA

Schéma 95

C’est une méthode simple et rapide, mais elle megtela mesure que d’un seul des produits
issus de la dégradation des lipides. De plus, ddymtion d’autres produits colorés, dans les

conditions du test, peut interférer sur la meseréabsorbance.

7. Spectrométrie RPE (résonance paramagnétique éledtyoe)

La spectrométrie de résonance paramagnétique aepie (RPE) est la seule technique
d’analyse qui permet de détecter spécifiguementdégaux libres. Cependant, la RPE n’est
pas assez sensible pour détecter les radicaurétresfs, a durée de vie trés courte, comme le
radical hydroxyle (18s). Pour contourner le probléme, des piégeurs e gp réagissent
avec les radicaux libres pour former des radicadxr&e de vie plus longue, sont ajoutés et
permettent une détection sans probléme par RPEpiégsurs de spin sont généralement des
radicaux nitroxydes ou des nitrones qui sont hahbément utilisés dans des systémes
biologiques. La RPE mesure donc la capacité d'unposé antioxydant a capter les radicaux

par rapport a la molécule utilisée en tant queguiégle spin.

8. Test 30°

Le test 3D (Damaged DNA Detection) permet la déaates dégradations de I’ADN soumis
a un stress oxydant. L'ADN de plasmide, absorbéususupport, est dégradé a l'aide d'un
stress oxydant (Figure 47). L'ADN endommageé estsalacubé avec des extraits cellulaires
contenant des protéines induisant les réparationADN, notamment la DIG-11dUTP. Ces

protéines se lient spécifiguement a des sites dgradation. Un anticorps anti-DIG

comportant une phosphatase alcaline, est enswigéaget reconnait spécifiquement les
protéines DIG-11dUTP liées a 'ADN. La quantificati du nombre d’anticorps liés est
effectuée par ajout de Lumi-Phos 530. Ce réacttf d&phosphorylé par action des

phosphatases alcalines, ce qui provoque la formatimn produit bleu qui émet a 530 nm.

%% salles B., Provost C., Calsou P., Hennebelle I., &dssFournié GJ. Anal. Biochem1995 232, 37-42; Saint-Cricq de
Gaulejac N., Provost C., Vivas M. Agric. Food Chenml999 47, 425-431.
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protéines de
A~ oxydationI oo réparations m
1) ADN adsorbé 2) apparition de 3) association des
dans un puits sites de dégradation DIG-11dUTP d/

000

o

i

anticorps anti iii incubation avec le
DIG-lldUTPI # LumiPhos 53{:

4) association des anticorps 5) déphosphorylation,
conjugués a la phosphatase émission de lumiere
alcaline

Figure 47

Cette technique permet donc de mesurer les dommemeses sur 'ADN par un stress
oxydant en présence ou non d'un antioxydant. Cegpgndous les sites de dégradation ne
sont pas reconnus par la protéine DIG-11-dUTP,est me prend donc pas en compte

I'ensemble des dommages subis par ’ADN.

9. Test Comete

Ce test permet également de détecter la dégraddgid DN, mais cette fois-ci directement
dans une cellule. Des lymphocytes humains, préatadat incubés avec un antioxydant, sont
soumis a un stress oxydant puis déposés sur uml'gghrose. Les cellules sont ensuite
soumises a une lyse alcaline pour éliminer lesépres cellulaires, puis une migration est
effectuée par électrophorése. Les fragments d’Ab8benmagé migrent plus rapidement que
I’ADN superenroulé. Apres la migration, une analgse microscopie a fluorescence révele
des taches d’ADN ressemblant a des cometes (F&f)eElles possedent une téte brillante
correspondant a I’ADN intact et une queue dontolagueur et I'intensité sont directement
liées au taux de dégradation de ’ADN. Suivantdasactéristiques des queues des cometes,
une valeur de 0 (non dégradée) a 4 (dommage maximstnattribuée a chacune d’entre elles,
puis la somme des valeurs attribuées a chaque eqgmeétnet de définir le niveau global de

protection.
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--

A : classe 0 (non dégradé); B : classe 1; C : el@s® : classe 3 ; E : classe 4 (dommage maximum)
Figure 48

Ce test est simple, sensible, rapide et économigeelus, il est particulierement intéressant

puisqu’il permet d’étudier une cible essentiellaDN, dans un milieu biologique complexe.

10. Test de protection de 'ADN

Pour ce test, les expériences sont menées surasmiple bactérien (ADN double brin)
superenroulé. Ce plasmide est soumis a un stregkaoty dans notre cas une irradiatypn
(source™®'Cs), en présence d'un composé potentiellementxamtimt. La dégradation de cet
ADN conduit généralement a deux formes: un ADNcudaire provenant d’une rupture

simple brin et un ADN linéaire provenant d’'une unetdouble brin (Figure 49).

—N
Irradiation y SN /\
@ N //\
ADN superenroulé
ADN circulaire : ADN linéaire :
rupture simple brin rupture double brin
Figure 49

Ces différentes formes de 'ADN peuvent étre emssiéparées par électrophorese sur gel
d’agarose (Figure 50). En effet, le plasmide superdé intact migre le plus vite a travers le

gel d’'agarose, car il est plus compact que lesaidtrmes. L’ADN circulaire se trouve sous
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la configuration la plus volumineuse, il migre ddecenoins vite. Enfin, ’ADN linéaire migre
entre les deux espéces précédentes.

marqueur de poids

moléculaire
ADN circulaire
o sens de
ADN linéaire —_— la migration

moN —

superenroulé

Figure 50

La protection de ’ADN par un composé est détermip@&r mesure et comparaison de

I'intensité lumineuse de la bande d’ADN superengaec un témoin.

Une mise au point de ce test est en cours au l&@rale plasmide que nous utilisons dans
notre étude est le pUC18 qui comporte 2686 paieebates. Ce plasmide a été préparé et
purifié a partir de bactérieEscherichia colipar le Dr Didier Boquet (CEA/SPI). Cette

évaluation sera appliguée prochainement aux corsmysdhétisés.
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Il. Evaluations antioxydantes réalisées

La plupart des tests antioxydants consistent aiertud disparition ou la formation d'un
produit spécifique dans un milieu soumis a un steg/dant. Cependant, chaque test permet
d’étudier I'inhibition d’'une seule espéce oxydaatebien la protection d’'une seule cible a la
fois. Ainsi, I'évaluation de l'activité antioxydamtpar une technique donnée ne fournit que
des informations partielles sur l'activité des casgs. Il est donc nécessaire de réaliser
différents tests antioxydants afin de percevoicdpacité réelle de protection d’'un composé
dans un milieu biologique complexe.

Pour les composés synthétisés, nous avons donsér@alatre tests differents avec des cibles
et des especes oxydantes variées. Pour chague deéthitisée, le principe du test sera

indiqué avant de détailler et de discuter des ta@subbtenus.

Remarque : dans cette partie, les dérivés tétresigubstitués par un motif hydroxyest&o
seront appelés &-hydroxyesters » et les dérivd4d7 seront appelés « dérivés pulviniques

monosubstitués » pour des raisons de commodité.

1. Test par capture du radical DPPH*

1.1. Principe
Le 2,2-diphényl-1-picrylnydrazyle (DPPH) est un icall azoté stable disponible
commercialement sous la forme d’'un solide. Lordagest mis en solution dans I'éthanol, le
radical DPPH est caractérisé par son spectre U¥ amenaximum d’absorbance a 515 nm.
Le DPPH réagit avec un antioxydant par arracherdemt hydrogene, il se forme alors la
2,2-diphénylhydrazine DPRHSchéma 96). Ce produit de la réaction ne pospéde de
bande d’absorption autour de 515 nm. Ce test denslsnc a suivre la variation de

I'absorbance a 515 nm, caractéristique du radié#® B, en présence du composé étudié.

RH R
o, () o ()
. H
O.N N-N O:N N-N
o O o, )
DPPH DPPH,
Amax = 515 nm

Schéma 96

154 Brand-Williams W., Cuvelier M. E., Berset Cebensm.-Wiss. u.-Technd®95 28, 25-30.
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Ce test est simple et rapide a mettre en ceuvrewdtgire adapté a des évaluations a haut
débit. Pour chaque composé, une gamme de condensrat €té préparée dans I'éthanol
(concentration C1 a C10), puis une solution de DP&4# ajoutée. La variation de
I'absorbance a 515 nm est alors mesurée immédiatempeis toutes les 5 min durant une
heure. L'ensemble des mesures permet de tracergb@ague concentration une courbe du
suivi cinétique de la réaction (Figure 51, A). Artpade ce graphique, le pourcentage de
DPPH restant est relevé pour chague concentrairsqu’un plateau est atteint. Cela signifie
gue la mesure du pourvoir antioxydant n'est possdie pour des cinétiques de réaction
permettant d’atteindre un plateau avant une héw®yvaleurs obtenues sont ensuite reportées
sur un autre graphique représentant le pourcerttagePPH restant en fonction du rapport
des concentrations finales [antioxyd@ff]PPH} (Figure 51, B). Cela permet de déterminer
I'ECso de I'antioxydant, qui est la concentration d’aryidant nécessaire pour diminuer de
50 % la concentration de DPPH.

Concentration
——C1
—=—C2
——C3

4
—*-C5
——C6
—=—C7

8
% DPPH restart

@@ @ @ .

ECso/[DPPH];

(o] 1 ‘2 i’i 4 5
Tenps (min) [AO1¢/ [DPPH];
A : suivi cinétique B : calcul de I'ECsq
Figure 51

Cependant, nous avons preféré remplacershE@r le rapport EE/[DPPH} ce qui permet
de s’affranchir de la concentration de DPPH uis®lais pour des raisons de clarté, nous
utiliserons le pourvoir antiradicalaire (ARP) quit éinverse du rapport précédent. Dans ce

cas, plus la valeur de 'ARP est grande et plulaposé testé est un bon antioxydant.
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1.2. Résultats

Le test par capture du radical DPPH a été réajisteimatiquement au moins deux fois pour
chaque composé. L'ensemble des résultats obterus agermis de déterminer quelques

indications sur la relation structure-activité aes romposés pour ce test.

Dans un premier temps, I'évaluation de composésxamtants connus a été réalisée (Figure
52). L’acide gallique a donné le meilleur résullatcette série avec un ARP de 12,39. Cette
valeur est en accord avec les données trouvéeslaldittératuré>. Ensuite, la quercétine a
montré également une bonne activité antioxydanter ainn ARP de 7,72. Enfin, 'acide
ascorbique, le trolox, la (+)-rutine et la curcumiont donné des valeurs d’ARP comparables,

autour de 4.
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o)
Q HO
HO—_~ oM
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Figure 52
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Les premiers composés synthétisés évalués a ldudéest au radical DPPH ont été les
a-hydroxyesterd 10a-net les dérivés pulvinigues monosubstitaé3a-i Dans la Figure 53
sont indiqués les résultats obtenus pour les coéspade ces deux familles. Les
a-hydroxyesters comportant un groupement aromatigaeposition 3 ont des activités
généralement supérieures ou égales a celles dedaatogues déshydratés. Pour les dérivés
possédant un 4-méthoxyphényle, un phényle ou uyddekyphényle, la différence d’activité
entre les deux analogues est peu marquée. Parcaette différence est beaucoup plus
évidente dans le cas des dérivés comportant unpgnoent 4-tolyle, 4-bromophényle,
4-fluorophényle et 2-thiényle. Il est a noter que-tiydroxyester110e comportant un
4-fluorophényle est le plus actif de cette séniescaun ARP comparable a celui de I'acide
ascorbique. De plus, les dériveés0j et 117i comportant un ester en position 3 n’ont donné
gue de faibles activités, tout comme le dérivé nsabstitué 4-bromophénylel 7d Enfin, les
composés comportant le groupement 4-nitrophényle, g sont pas présentés sur le

diagramme, n’ont pas du tout été actif dans leslitioms du test.

0
R’ R
HO OH Ho N\ CO,Me

MeO,C i
45 110a-n 117a-i

ARP

110a 117a,,110b 117b , 110c 117c , 110d 117d ,110e 117e , 110f 110n 117f 6  110i 117h, 110] 117 ,
T HO o

Figure 53

Les pulvinates de méthylE22a-i ont été ensuite évalués par ce test de captumadical
DPPH. Dans cette série, nous avons inclus le déme@osubstituéll7a possédant le

groupement 4-méthoxyphényle en position 3 et égahénhe dérivé iodél20. On peut
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remarquer que tous les composés de cette sériedurgsdes activités comparables, avec un
ARP variant entre 3 et 4. Il semble donc que lammeatdu groupement Rinfluence peu
l'activité des dérivés pulviniques. Seul le dérii®@2d comportant un groupement
3-(trifluorométhyl)phényle sur la double liaisonogyclique a montré une activité légérement

supérieure aux autres dérivés de cette série,lendiférence reste minime.

MeO. o MeO. e}
P \ P
HO Ny o N _ge

MeO,C MeO,C
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Figure 54

Enfin, la derniére série de dérivés évaluée étmmposée d’acides tétroniques et d’acides
tétramiques (Figure 55). Dans ce test, I'acide -Bagéthoxyphényl)tétroniqu@l7aa donné
une activité légerement inférieure a celles obterawec les analogueshydroxyesterl10a

et dérivé monosubstituEl7g qui comportent également un substituant 4-méthlog&gyle.
Quant aux acides tétramiqu2g4b (non substitué sur l'azotel26a (N-méthylé) et228a
(N-benzylé), ils ont montré un ARP plus faible queeide tétronique correspond&it7a Par
contre, d’autres acides tétroniques possédantaupgment aromatique en position 3 tels que
le phényle, le 4-hydroxyphényle et le 2-thiénylé conduit a des activités antioxydantes tres
intéressantes, comparables a celle de I'acide bisce.
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Figure 55

1.3. Conclusion

Les résultats obtenus dans I'étude de la captunedioal DPPH ont montré des différences
d’activité entre les composés. Les dérivés les gimples, tels que leg-hydroxyesters et les
acides tétroniques, ont donné dans certains cagglbonnes activités, comparables a celle de
I'acide ascorbique. Cette observation est toutitifitgéressante puisque si ces résultats se
confirmaient par d’autres tests, ces dérivés panta&tre de trés bons candidats en tant que
radioprotecteurs car ils sont beaucoup plus fadilasces que les acides pulviniques.

On peut également noter que dans la série desnptie de méthyle, le groupemeritiRa

pas d’influence, dans ce test, sur I'activité antaante. Enfin, la substitution en position 3
par une fonction carbonylée fait diminuer le pouemtioxydant des dérivés. Il semblerait
donc qu’une fonction carbonylée (acétyle ou estieiliserait moins bien le radical formé au
niveau de I'énol. Ce résultat reste tout de mémandirmer par d’autres évaluations.
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2. Test de protection de la thymidine

Ces expériences ont été menées avec la collabordioStéphane Meunier et Antoine Le
Roux (Université de Strasbourg), de Marie-Clairevéls (CEA/SPI) et de Serge Pin et Jean-
Philippe Renault (CEA/SIS2M).

2.1. Principe®

Ce test s'appuie sur I'étude de la protection d’'gif#e biologique, la thymidine, un des
quatre nucléotides de I'ADN, soumise & un stresgdamt : irradiationy (source™*'Cs),
irradiation UV a 254 nm en présence de peroxydgditgene et stress de type Fenton
(FE/H,0,).

(0]
irradiation y
\ HN |
OJ\N
uv HO 0} - > Produits de dégradation
H,0, b
OH
( thymidine
Fenton
Fe/H202

Figure 56

Une cible biologigue soumise a un stress oxydantlgib a un mélange tres complexe de
composes. Il est donc indispensable de suivre emguat la variation de la quantité de la
cible biologique intacte ce qui permet de s’afffancde la multitude de produits de
dégradation présents. Les techniques d'immunoamalgat tout a fait adaptées pour réaliser
la quantification d’'un seul produit dans un milieamplexe. Ce test repose donc sur un
dosage immunoenzymatique par compétition. Il edts€ dans des plagues 96 puits et permet

I'évaluation simultanée de nombreux composeés.

Le dosage par compétition a pour but de déternitneoncentration en antigene (Ag), ici la
thymidine, dans un milieu complexe, grace a I'séition d’un anticorps (Ac) et d’'un antigene
traceur (Ag*) dont on peut mesurer la concentratias anticorps sont des acteurs essentiels

du systeme immunitaire, ils permettent la détectiensubstances étrangeres ayant pénétré
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dans l'organisme, premiére étape dans le processukiisant a leur élimination. Pour ce test,
un anticorps monoclonal capable de reconnaitrdyenidine a été produit en utilisant le

systéme immunitaire de la souris.

Pour comprendre le principe du dosage par compétiprenons un mélange Ag/Ag*/Ac. Si
la concentration en anticorps Ac est inférieur@ &dncentration totale en antigene (Ag et
Ag*), il y aura alors compétition pour les sites lilE@son de l'anticorps, avec formation
simultanée des complexes anticorps-antigene (AceAg@nticorps-antigene traceur (Ac-Ag*)

selon les deux réactions équilibrées suivantes :

Kd
Kd*
AC + Ag* —_— AC_Ag*
Schéma 97

Les concentrations initiales en anticorps (Ac) et amtigéne traceur (Ag*) sont fixées.
L’augmentation de la concentration en antigene (Aglraine donc l'augmentation de la
concentration en complexe (Ac-Ag), au détrimentatumplexe (Ac-Ag*). De ce fait, la

concentration [Ac-Ag*] est inversement proportiol@ea la concentration [Ag] dans le

milieu.

La concentration [Ac-Ag*] est déterminée par unactidn enzymatique. L’'antigene traceur
Ag* est un analogue de la thymidine comportant eneyme, l'acétylcholinestérase ou
AChE. Cette enzyme fixée est détectée par la métlotbrimétrigue d’Ellman (Schéma
98)™°, utilisant un mélange d’acétylthiocholine et déeb,5'-dithiobis(2-nitrobenzoique), ou
DTNB. L’hydrolyse de I'acétylthiocholin@39, catalysée par 'AChE, conduit a la thiocholine
240 qui réagit avec le DTNB pour former un thiol amtique 241 Ce dernier est un
chromophore qui absorbe dans le visitga( = 414 nm,gw = 13600 crit.M™), produisant
une couleur jaune. La concentration [Ac-Ag*] petreé&ensuite déterminée par une mesure de

I'absorbance.

%% Ellman G. L., Courtney K. D., Andres V., Feathengtd?. M.Biochem. Pharmacol 961, 7, 88-95.
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Le test est réalisé en deux étapes successivestgfes dans deux plaques différentes (Figure
57). Dans un premier temps, une solution de thymidiAg) et une solution de l'agent
protecteur a étudier sont introduites dans lesspud la plaque I. Ensuite, le mélange est
soumis a un stress oxydant. Au cours de cette éaggdation, la thymidine va étre plus ou

moins dégradée suivant la capacité de protecticsochposé introduit.

Stress {L} _ thymidine dégradée _ antigéne traceur

oxydant
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HN |
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Figure 57
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Ensuite, une quantité bien définie de solution bagae puits de la plaque | est transférée
dans la plaque Il. Cette plaque a été recouverf@gealable d’anticorps de chévre capables de
reconnaitre les immunoglobulines de souris. Dasspleits de la plaque Il sont ajoutés
I'anticorps (Ac) et I'antigene traceur (Ag*). L'anbrps de souris (Ac) va alors se fixer sur la
phase solide et la compétition vis-a-vis des sitesliaison de Ac s’établit entre Ag (la
thymidine intacte) et Ag*. Au bout de deux heuretedmpérature ambiante, I'équilibre est
atteint et une phase de lavage permet d’élimingtetoles espéces non fixées sur la phase
solide. Enfin, le réactif d’Ellman est ajouté paéaliser la réaction enzymatique et permettre
de mesurer la concentration [Ac-Ag*] et ainsi déterer la quantité de thymidine intacte.

Les résultats sont exprimés en pourcentage dectimniede la thymidine et ils sont calculés

selon la formule suivante :

% de protection = [T[:zia]““ox__[_r[:;;i/]"x x100
ni oxX

Avec : [Thy],; = concentration initiale en thymidine

ini

[Thy|,, = concentration en thymidine mesurée en I'absefagent de protection

[Thy]...ox = CONcentration de thymidine mesurée en présentagémnt de protection

En comparant, les valeurs de protection obtenues gftaque composé testé dans les mémes
conditions expérimentales, il est donc possibleataparer les composés suivant leur pouvoir

de protection de la thymidine.
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2.2. Résultats

Le test de protection de la thymidine a été toatbdid réalisé avec un stress oxydant par
irradiationy (source de césium 137). En pratique, une sold@thymidine (concentration :
15 uM) et d’antioxydant (concentration : 50 uM) gatu tampon phosphate a 25 mM (pH
7,4) est irradiée. Cependant, toutes les manipulatn’ont pas pu étre réalisées avec le méme
irradiateur ; la plupart des irradiations ont éféauées en utilisant I'lBL-637 (Institut Curie
d’'Orsay) avec une dose de 340 Gy, certaines ontéglésées avec un nouvel appareil le
GammacCell 3000 Elan (CEA/SIS2M) avec une dose de G8. Les pourcentages de
protection de la thymidine dans les deux typesrathateurs ne sont pas comparables
directement. Seuls les tests réalisés dans les snéonéitions seront comparés entre eux.

Les résultats obtenus avec des antioxydants cosonisreprésentés sur la Figure 58. La
norbadione A a donné la meilleure protection déhjenidine, ce qui est en accord avec les
résultats antérieurs. La quercétine, la rutineaeturcumine ont conduit a des protections
comparables mais un peu moins importantes que faadmne A. Par contre, le trolox et

I'acide gallique ont fourni des résultats plus Fesbet I'acide ascorbique n’a quasiment pas

protégé la thymidine. Mais cette observation agtéja été faite lors de tests précédents.
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Figure 58
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Dans la Figure 59, nous retrouvons les résultatsnois avec les composés de la famille des
a-hydroxyesterd 10a-net des dérivés pulvinigues monosubstitu&ga-i Tout comme pour

le test de capture du radical DPPH, les dérigésydroxyesters donnent en général de
meilleurs résultats que leurs analogues déshydsatéfsdans le cas des composés comportant
un phényle et un 2-thiényle en position 3. Les i@eies protections ont été obtenues avec les
dérivés 110a et 117a possédant un groupement 4-meéthoxyphényle et cadtats sont
d’ailleurs comparables a celui obtenu avec la raidiee A. En régle générale, les autres
composés aromatiqgues ont fourni des protections pen plus faibles. Le dérivé
a-hydroxyester110j comportant un ester benzylique possede dans teunes efficacité
comparable aux composés aromatigues alors quensdogae monosubstituEL7i a montré

une faible activité, tout comme le dérivé acétyl®m

[o}
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R1= g g \/‘\ (Sj\ Bnok PN
Figure 59

Les pulvinates de méthyl?2a-iont également été évalués a I'aide du test deqion de la

thymidine. Les résultats présentés ont été obtewwsle nouvel irradiateur, et dans ces
conditions les pourcentages de protection étaiénéglement plus faibles. Par exemple, la
norbadione A a conduit a une protection de la tkiymei de 50 %. Nous pouvons remarquer,
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dans la Figure 60, que pour tous les groupemeatepts sur la double liaison exocylique des
dérivés, la protection de la thymidine reste qigesntique. Cela signifie que, comme pour le
test au DPPH, le groupement Brésent a peu d'influence sur I'activité antioxytta des

dérivés pulviniques.
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Figure 60

Dans une derniere série, présentée dans la Figurescomposés évalués sont les diacides
tétroniquesll5a-c et des dérivés tétroniques. Le diacide tétronifji&a comportant deux
groupements 4-nitrophényles a donné la meilleurgteption de la thymidine, qui est
identique a celle de la norbadione A. Le diacld®b substitué par des esters benzyliques a
montré une activité un peu plus faible, comparableelle obtenue pour les dérives
tétroniques de cette série. Et le dernier diacideédylé115cs’est révélé peu efficace en tant
gu'agent de protection de la thymidine. En ce qomoerne les dérivés tétroniques, les
protections obtenues sont légerement plus faibl&ngrésence de la norbadione A. De plus,
peu de différences d’activité sont observableseetds différents acides testés, et méme

I'acide tétramiqu&24ba donné une activité comparable.
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Par la suite, les tests de protection de la thymeidint été réalisés sous d’autres stress
oxydant. Tout d’abord, les conditions de Fenton &tBtemployées. Elles mettent en jeu un
mélange de sulfate de fer, d’acide éthylenediarétredcétique (EDTA) et d’eau oxygénée.
Les composés ont également été évalués sous adaion UV a 254 nm en présence de
H,0,. Ces deux conditions de stress vont induire ungw® homolytique de la liaison
oxygene-oxygene de I'eau oxygénée pour former dadicaux hydroxyles. Ces EAO créées

dans le milieu vont pouvoir ensuite dégrader larticyne.

Les trois stress oxydants employés pour ce testdestactions différentes sur les cibles

biologiques. De ce fait, les effets de protectienla thymidine par nos composés peuvent
fluctuer en fonction du stress oxydant employé.rBeurendre compte des effets de la nature
du stress utilisé sur la protection de la thymidiaesérie des pulvinates de méthyRa-ia

été prise comme témoin (Figure 62). Tout d’aboethsdle cas d’une irradiatiofn nous avons

vu précédemment que pour cette série la protegtoe tres peu en fonction du groupement

R? présent. Cette tendance est rappelée ici paruebedleue. En regardant la Figure 62, on
peut remarquer que les conditions d’irradiation bhnent semblablement la méme variation

que dans le cas d’'une irradiatignPar contre, les conditions de Fenton conduisetésa

pourcentages de protection de la thymidine towitadifférents en fonction du groupement
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R?. Par exemple, le dérivé iod®0 et le dérivé phénoliqué22b ont montré des protections
de la thymidine bien supérieures que dans le casdeeix autres stress oxydants. Au
contraire, les pulvinates de méth{l22e 122h et 122i ont été beaucoup moins efficaces dans

les conditions Fenton.

MeO. [} MeO. o
W P [ ©°
—o—radiol
Ho \ . o \ r2 radiolyse
MeO,C MeO,C ——stress Fenton
120 122a-i uv
100 1
90
80
70
[}
S 60
£
>
S 501
c
S
g 40 4
g
- 30
20
10 4
0 T T T T T T T T T
120 122a 122b 122¢ 122d 122e 122f 122g 122h 122i
OH CFs FaC
o)
2= — /N = ~
- O O OO0 D L G ¢
Figure 62

Cette difféerence d’'aptitude de protection des d&ipulviniques en fonction du stress
oxydant est également observable pour les autreessde composés. Mais nous ne
détaillerons pas dans ce mémoire la comparaisotralestress oxydants employés pour tous
les composés testés. Cependant, en regle génareddjation y et l'irradiation UV donnent
des protections de la thymidine comparables, ajaesles conditions de Fenton donnent des
résultats tout a fait différents.

2.3. Conclusion
Grace a ces tests de protection de la thymidines rwons pu tirer plusieurs conclusions.
Tout d'abord, dans le cas d'une irradiatigrie groupement Rprésent sur la double liaison
exocyclique a peu d’influence sur l'activité antyoante. Lesa-hydroxyestersl10 et les
dérivés monosubstitué$17 ont montré des propriétés de protection de la ithym®
intéressantes. De plus, les dérivés carbonylésesoragle générale moins efficaces que leurs
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analogues aromatiques. Ces différentes observatmmfirment les résultats obtenus avec le
test au DPPH.

Il est & noter que parmi les différentes sérieprdeluits étudiées, deux composés semblent
particulierement efficaces. Il s’agit deathydroxyesterl10a comportant un groupement
4-méthoxyphényle et du diacide tétroniqugl5g comportant des groupements
4-nitrophényles. Tout deux ont conduit a des ptaias de la thymidine identiques a celle
induite par la norbadione A.

Enfin, nous avons remarqué également que la ndtusgress oxydant pouvait influencer les
effets de protection des composés. En effet, amecimadiationy ou UV, les résultats sont

comparables alors qu’'un stress de type Fenton itquarfois des effets totalement différents.

3. Testal’ABTS

Les tests a 'ABTS ont été effectués au Laboratdildétérochimie Fondamentale et
Appliquée, a I'Université Paul Sabatier Toulous@&; Ghassoub Rima et Damien Cressier.

3.1. Principe
Le radical cation de l'acide 2,2’-azinobis(3-éttslzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) est

stable sous sa forme libre. Ce radical est facitgnfimmeé a partir de I'acide correspondant
par oxydation en présence de persulfate de potasfiiautres oxydants peuvent étre utilisés,
tels que le dioxyde de manganese (MnO

o+

803 S SOgH
HO,S N_< :@ K23208 HO,S s, N= jij
Ly~ JDRSR
N Et

antloxydant
Et Et
ABTS ABTS™

Figure 63

Ce radical est utilisé pour évaluer le pouvoir @aqagdant de fluides biologiques, de mélanges
complexes ou de composés purs. Il est capableadgr @vec des antioxydants classiques de
type phénols et thiols, mais aussi avec tout coéptmsneur d’hydrogéne ou d'électtdh

Ce radical est caractérisé par un spectre UV agsarhximums d’absorbance a 416, 650 et

158 Rice-Evans C., Miller N. Methods Enzymol994 234, 279-293; Rice-Evans C., Miller N. J., Bowell P. Bramley P.
M., Pridham J. BFree Radical Resl995 22, 375-383.
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734 nm. La concentration de ce radical peut étteragnée en mesurant I'absorbance a ces
longueurs d’onde. L'addition d’'un antioxydant a wswution de ce radical cation entraine sa
réduction et une diminution de I'absorbance a 784 Gette diminution dépend de l'activité
antioxydante du composé testé mais souvent aussijs et de la concentratidh

En pratique, & une solution d’ABTS & 7 mM dansuU’eat ajoutée une solution de persulfate
de potassium & 140 mM pour obtenir une concentrdiiale de 3,5 mMP® Le mélange est
agité une nuit dans le noir a t.a. pour formeradiaal cation ABTS. Avant utilisation, la
solution est diluée pour obtenir un absorbance,d@ @-/- 0,02) a 740 nm et a 30 °C, pour un
volume final de 300 pL. La solution obtenue esbistdorsqu’elle est conservée a I'abri de la
lumiére et a température ambiante. La solutionégilde radical ABTS est ajoutée a des
solutions du composé a tester a des concentratianables. Pour chaque concentration,
I'absorbance est mesurée, jusqu’a obtention d'atepl. Le pourcentage de réduction du

radical ABTS" est calculé selon la formule ci-dessous :

Q =100 (A - Ac)Ag

Avec : A = absorbance initiale en absence de composéea test

Ac = absorbance mesurée au temps t.

Une courbe représentant la variation de la valeuQden fonction de la concentration du
composeé testé est alors tracée. Cela permet demiléee I'ECso, concentration pour laquelle
I'absorbance a 740 nm a diminué de 50 %. Pour guslarté, Les résultats seront indiqués
sur les graphiques par l'inverse de I'@plus cette valeur est élevée, plus le composé est

actif).

157 Re R., Pellegrini N., Proteggente A., Pannala Angrll., Rice-Evans Grree Rad. Biol. Medl999 26, 1231-1237.
%8 Henriquez C., Aliaga C., Lissi nt. J. Chem. Kinetic8002, 34, 659-665.
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3.2. Résultats

Pour I'ensemble des tests a 'ABTS réalisés, loxra été utilisé comme référence. Dans la
série desa-hydroxyestersl10a-n et des dérivés pulvinigues monosubstiti&ga-i (Figure
64), seuls les dérivés comportant un groupemenéthanyphényle ou 4-hydroxyphényle ont
montré une bonne activité dans ce test. Cepengant,les dérivés possédant un groupement
4-méthoxyphényle, b-hydroxyester110a est bien plus actif que le dérivé pulvinique
monosubstitué 117a En ce qui concerne les dérivés comportant un pgoent
4-hydroxyphényle, les deux composés ont montré boene activite, mais le dérivé
pulvinigue monosubstitugl7f est Iégerement plus efficace. Ce dernier a mahiiéeurs la

meilleure activité de cette série, vis-a-vis du &BABTS.
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Dans la Figure 65, les résultats obtenus avecuksnates de méthyle sont représentés. Dans
cette série, le dérivé pulvinigue monosubstitud7a possédant un groupement
4-méthoxyphényle et le dérivé iode0 ont été inclus. On peut remarquer que les pulegat
de méthyle sont moins efficaces que leur analogoaosubsitutél1l7a Seuls les acides
vulpiniques 122h et 122i comportant un noyau furane sur la double liaisgocgclique
possedent une activité un peu supérieure aux apuBsnates de méthyle. Mais cette

efficacité reste tout de méme inférieure a celkebe avec le trolox.
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Figure 65

Dans ce test a I'ABTS, les diacides tétroniq@é%a-cse sont montrés totalement inactifs
(Figure 66). Ce résultat est tout a fait différdatcelui obtenu par I'étude de la protection de
la thymidine. Par contre, les acides tétroniquedu®s ont donné des activités intéressantes.
Tout d’'abord, l'acide tétroniqu&l7a comportant un groupement 4-méthoxyphényle est le
moins actif des trois dérivés tétroniques étudiés montré une activité moyenne, similaire a
celle observée pour son analoguydroxyesterl17a L'acide tétroniquel7epossédant un

groupement 4-hydroxyphényle a présenté un comperiersimilaire au trolox. Enfin, le
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dérivé tétronique 2-thiényl217f est de loin le composé ayant la meilleure actidééous les

produits évalués.
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3.3. Conclusion

Le test d’évaluation antioxydante réalisé a I'aildel’ ABTS a été beaucoup plus discriminant

gue les autres tests décrits précédemment. Pausiiede composés évalués, les pulvinates de

méthyle et les diacides tétroniques ont été, ele r@énérale, peu actifs dans ces conditions.

En ce qui concerne leg-hydroxyesters et les dérivés pulviniques monosuigst, les

groupements 4-méthoxyphényle et 4-hydroxyphényieoéent avoir une tres bonne influence

sur l'activité antioxydante. Cependant, le meillmomposé évalué fut I'acide tétronique

possédant un groupement 2-thiényle alors que sdegqares substitués par des groupements

4-méthoxyphényle et 4-hydroxyphényle ont été meificaces. Ce dernier résultat est trés

encourageant et il sera trés intéressant d’évélladnydroxyesterl10i et le dérivé pulvinique

monosubstituél17h qui possédent également un groupement 2-thiéiGas. expériences

seront réalisées prochainement.
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4. Etude de la peroxydation lipidique

Les études de la peroxydation lipidique ont étéctfites au Laboratoire d’Hétérochimie
Fondamentale et Appliquée, a I'Université Paul Savaloulouse 3, par Ghassoub Rima et

Damien Cressier.

4.1. Principe

Cette évaluation de I'activité antioxydante estégasur I'oxydation couplée ditcarotene et
de l'acide linoléiqu&®. L'acide linoléique est un acide gras polyinsatorééga 6, et le
[-caroténe est un pigment possédant un maximum atlalisce a 470 nm. Cette technique
consiste a mesurer la disparition ftcarotene résultant de son oxydation par un radical

peroxyle LOQ, produit de dégradation issu de la peroxydatiohagéde linoléique.

B-caroténe

LOO -

j
ZXW

Figure 67

Dans les conditions du test, [Bcaroténe est présent a l'intérieur de micellescida
linoléique formées par une émulsion dans I'eawa@éd du tensioactif Tween 20 (Figure 68).
La peroxydation de I'acide linoléique est réaligge I'intermédiaire d’'une solution d’eau
pure saturée en oxygene. Le lipide oxydé, une fimimée, va réagir avec |@-carotene,
induisant ainsi une décoloration. Par mesure des@iebance a 470 nm, le pourcentage de

protection de la membrane lipidique peut étre gtiént

19 privat C., Telo J. P., Bernardes-Genisson V., ViairsSouchard J.-P., Nepveu F.Agric. Food. Chen2002 50, 1213-
1217.
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[B-caroténe

acide linoléique

Figure 68

Plus le produit étudié protege la membrane lipidjgemoins la décoloration dB-carotene
sera importante. Cependant, si une molécule gsthiydrophile, elle ne pourra pas pénétrer
dans la membrane et bloquer la peroxydation lipieliq

Le pourcentage de protection de la membrane lipal@gt calculé par la formule suivante :

. Ay — A
% de protection = (1-—2>——')x100
Co — AC
Avec : A, = absorbance initiale de I'échantillon

A; = absorbance de I'échantillon apres 4 h
Ac, = absorbance initiale en I'absence d’agent deeptimn

Ac, = absorbance aprés 4 h en I'absence d’agent dection
Par cette méthode de calcul, une protection avesigme négatif indique une oxydation

supérieure dup-carotene en présence de la molécule étudiée pgoomaau contrble.

L’évaluation des composés a éte réalisée a deweotnations différentes (24 et 116 uM).
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4.2. Résultats

Cette étude de l'oxydation dp-caroténe en milieu micellaire a permis de coneal&
capacité de nos composes a traverser les membripitkgues et a inhiber la peroxydation
des lipides. Cependant, cette étude n'a pas pueffizetuée sur I'ensemble des composés
synthétisés mais les résultats obtenus ont toatéee révélé de nombreuses disparités.
Tout d’abord, dans la série deshydroxyesters et des dérivés pulvinigues monogubst
(Figure 69), les composés comportant des groupemdnmnéthoxyphényle, phényle,
4-bromophényle et 4-hydroxyphényle montrent lesllegies protections. Cependant, le
dérivé monosubstitué par un phénglerb n’est pas efficace dans les conditions de ceetest
son analogué17d possédant un groupement 4-bromophényle est méorexydant a faible
concentration. Les composés comportant un groupefaeitrophényle ou une fonction ester
ou acétyle ne protégent pas du toutBlearotene de la peroxydation lipidique. De plus,
certains dérivés augmentent méme les effets dussstoxydant, comme le composé

monosubstitud 17i, comportant un ester benzylique.
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Figure 69

Dans la famille des pulvinates de méthyle (Figuf®, 1es composés comportant des
groupements phényle, 4-chlorophényle, et furanigeagendrent aucune protection lipidique,
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tandis que les compos#&g2eet 122f possédant un groupement 2-(trifluorométhyl)phéyie
4-acétylphényle ont donné les meilleurs résultateka, aux deux concentrations étudiées.

En ce qui concerne les diacides tétroniques, ®tnéu aucune efficacité dans ce test, et le
dérivé115ba méme montré un caractere pro-oxydant a conciemrgievee.

Enfin, les deux acides tétroniqu&kr7eet217f se sont révélés étre d’assez bons protecteurs de
la peroxydation lipidique mais ils restent toutrdéme moins efficaces que les pulvinates de
méthylel22eet 122f.
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4.3. Conclusion

Par cette étude de la peroxydation lipidique, recxens pu observer tout d’abord que certains
a-hydroxyesters et dérivés pulviniques monosubstitsit de bons protecteursfghgarotene

et ont de bonnes propriétés lipophiles. CependasmtdErivés comportant un groupement
4-nitrophényle ou des fonctions carbonylées n'orintré aucune efficacité dans ces
conditions, tout comme les diacides tétroniques.cBatre, les acides tétroniques ont donné
des protections équivalentes aux meilleunshydroxyesters et dérivés pulviniques
monosubstitués. Cette efficacité des acides té&umsi confirme bien les résultats obtenus

avec ces dérivés dans les autres évaluations.
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Enfin, la nature du groupement Rrésent sur les pulvinates de méthyle a beauctus p
d’'importance que dans les évaluations faisant appel capture du radical DPPH ou a la
protection de la thymidine. Et les meilleurs réstsltont été obtenus avec les compds&¥e
et 122f comportant respectivement un groupement 2-(tnfoeethyl)phényle et

4-acétylphényle.

5. Conclusion : bilan des évaluations antioxydantes
L’ensemble des évaluations antioxydantes réalisémss ont permis de tirer quelques
conclusions sur la relation structure-activité @nant ces composés apparentés aux acides
pulvinigues. Un résumé de ces conclusions estsepté dans la Figure 71.

fonction alkyle ou carbonylée : activité faible
groupement aromatique indispensable,

meilleurs groupements : \

peu important
pour l'activité

peut étre remplacé par :
S*H TH
OH ou H

MeOZC

Figure 71

Tout d’abord, en ce qui concerne les pulvinatesndghyle, la nature du groupement
aromatique R semble avoir une influence limitée sur I'activiiétioxydante. De plus, la

présence de ce groupement aromatique sur la dbatsen exocyclique n’apparait pas étre
indispensable pour l'efficacité des dérivés pulyuds. Ces résultats confortent I'hypothése
selon laquelle la nature du pouvoir antioxydant desles pulviniques provient de leur

capacité a délocaliser le radical au niveau du m@amatique présent sur la position 3 de la
lactone. Cependant, a la vue des résultats d@cdtedemment, la stabilisation du radical ne
parait pas étre suffisante lorsque ce groupememhaique est remplacé par une fonction

carbonylée.
Les analogues d’acides pulviniques constitués d'stmacture plus simple, tels que les

a-hydroxyesters ou les acides tétroniques ont d@meéeénéral des activités antioxydantes

légérement inférieures. Cependant, certains cormspdeéces deux familles se sont révélés
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aussi efficaces que les acides vulpiniques. Leslyi® les plus actifs comportaient des
groupements 4-méthoxyphényle, 4-hydroxyphényle dhiéhyle. Ces dérivés peuvent se
révéler trés intéressants en tant que radiopratects les activités obtenues jusqu’a présent
sont confirmées par des études sur cellules. Egt,efe sont des molécules facilement
accessibles, en peu d'étapes. De plus, leur psiitesture pourrait trés certainement leur
conférer une meilleure solubilité et une meillegapacité de pénétration dans les tissus

vivants par rapport aux acides pulviniques.

Enfin, des diacides tétroniques ont également réades efficacités remarquables. Ce résultat
est tout a fait logiqgue puisque ces structures eotapt deux fonctions énols, ce qui
augmente leur capacité a capter les radicaux libres

Tous les résultats des tests antioxydants noupesniis de sélectionner neuf composés qu'il
nous paraissait intéressant d'étudier en tant qdeprotecteurs par des tests de protection
sur cellules. Les composés choisis comprennenimiedleurs dérivés de chaque famille
étudiés jusqu’a présent, c’est-a-dire les prodig@ssplus efficaces parmi les pulvinates de
méthyle, lesa-hydroxyesters, les dérivés monosubstitués etdigles et diacides tétroniques.
Cette sélection a été effectuée dans le but deétuds effets sur la radioprotection des
différentes structures préparées. La Figure 72eptésles dérivés sélectionnés qui ont fait

I'objet de tests sur cellules.

Figure 72
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lll. Evaluation de I'activité radioprotectrice

La mesure de l'activité¢ antioxydante d’'un composésinque la premieére étape dans
I'évaluation de l'activité radioprotectrice. En efff la plupart des tests antioxydants réalisés
précédemment ne mettent en jeu qu’'une seule cilpit@ger ou bien qu’un seul type de
radical et sont réalisés dans un milieu relativensémple par rapport au milieu biologique.
Dans un organisme, un composé radioprotecteur vairdprotéger un grand nombre de
cibles biologiques (ADN, protéines, lipides, sucrgsface a I'ensemble des EAO produits
par les rayonnements ionisants.

Par conséquent, I'évaluation radioprotectrice ddamposé doit rendre compte de sa capacité
de protection d’'un organisme vivant contre les raygnents ionisants. Pour cela, des études
préliminaires de notre sélection de composeés @éntéalisées sur un modele cellulaire (TK6).
Les résultats obtenus lors de ces évaluations éoatdétaillés dans cette partie. Des travaux

réalisés sur la protection de souris seront déenissiite.

1. Etude sur des cellules TK6

Les études de la radioprotection des cellules TKbété effectuées au Centre Régional de
Lutte contre le Cancer Paul Strauss, a Strasbopag,Pierre Bischoff et Antoine Le Roux.

1.1. Principe

Ces études ont été meneées sur des TK6, une lignéelldiles lymphoblastoides humaines
tres radiosensibles, ayant un caryotype stableld@mosomes) et dotée d’'une protéine p53
fonctionnelle. Cette protéine agit en tant quedacide transcription et est indispensable au
maintien de I'intégrité de la cellule et de ses posants. Lorsque la cellule est soumise a un
stress, la protéine p53 est activée et elle vaquuer la transcription de nombreux génes.
Cette activation conduit soit a I'arrét du cycldlaire, de maniére a permettre par exemple

la réparation de ’'ADN endommagé, soit directengehapoptose.

Ce test est réalisé dans des flacons de 25 mL déengeant 7,5 mL de milieu de culture

contenant 2 millions de cellules TK6 (quantité éeal par un compteur Coulter) et 2,5 mL

d’une solution d’antioxydant a 1 mg/mL dans du RBSosphate Buffered Saline). Avant de
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mélanger cette solution d’antioxydant avec lesutedl, elle est préalablement stérilisée par
une filtration sur filtre millipore de 0,22 um. lddoxydant est mis en contact avec les

cellules une heure avant l'irradiation.

Ensuite, le mélange est soumis a une dose d’itradiage 8 Gy a l'aide d’'un accélérateur
linéaire a rayons X. Au bout de 40 h aprés I'eximsiaux rayons X, le milieu de culture est
remplacé. Pour cela, la solution contenant lesilesllest centrifugée a 20000 tr/min, puis le

surnageant est retiré et remplaceé par 10 mL deunde culture.

ajout

changement de milieu
Alamarblue

et répartition sur plaque

irradiation 8 Gy /_\
(accélérateur linéaire)
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=

Figure 73

Ensuite, la croissance des cellules est suivieg@nuusieurs jours et est comparée a celle de
cellules irradiées en l'absence d’agent antioxydd&dur cela, 200 pL de la solution
précédente sont introduits dans cinq puits d'ursgyt 96 puits pour permettre d’effectuer
plusieurs mesures. Cette opération est réaliséelassunéme plaque pour chacun des
antioxydants évalués. Pour chaque point de suiMadaoissance ces cellules (a des jours
différents), une nouvelle plague doit étre utilisBéusieurs plaques sont donc préparées en
paralléle en utilisant la méme méthode de répamtities solutions.

Le suivi du nombre de cellules vivantes au courdeinps est réalisé a l'aide d’un test a
I'’Alamarblue®®. Ce test utilise le pouvoir réducteur inhérent cilfules vivantes comme un
indicateur de l'activité métabolique. Ce réactihsiste en la réduction de la résazurine, un

colorant bleu non fluorescent, en résofurine, gsti @n colorant rouge tres fluorescent

180 5'Brien J., Wilson 1., Orton T., Pognan Eur. J. Biochem200Q 267, 5421-5426.
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(Schéma 99). L'intensité de la fluorescence estctiiment proportionnelle aux nombre de

cellules vivantes présentes dans le puits.

"0 (o) o) métabolisme e} 0 0
T S OO0
+ 2 —
N N
O_

résofurine

résazurine (Mex = 560 NM; Aoy = 590 Nm)

Schéma 99

Dans le cadre du test sur les cellules TK6, 20 lacharblue® sont introduits dans chaque
puits d’'une plague 96 puits préparée préecédemretie-ci est ensuite incubée pendant 4 h a
37 °C puis une lecture de fluorescence est réais3 nm en excitant a 560 nm. La quantité
de cellules étant proportionnelle a [lintensité @aorescence, l'unité arbitraire de
fluorescence (UAF) indiquée par le fluorimetre elisée comme unité de comparaison de

I'efficacité des différents antioxydants.

1.2. Résultats
Les composés sélectionnés ont été évalués en tentraglioprotecteurs a l'aide du test
cellulaire décrit précédemment en deux séries SSoGEs.
Dans la premiére série, nous retrouvomsHydroxyesterl10aet I'acide tétroniqu17f. Au

cours de cette évaluation, le trolox a égalementeité et a servi de référence.

MeO

110a Me02C 217f

Figure 74

Dans un premier temps, la toxicité des composét eestimée en mettant en contact les
différentes molécules avec les cellules, sansiat@at. Un suivi de la prolifération cellulaire

est alors effectué sur plusieurs jours par la nighéablie précédemment. Le graphique de la
Figure 75 représente I'évolution du nombre de tedlau cours du temps. Dans cette série,
aucun composé ne semble toxique pour les cell&spLiisque la croissance des cellules en
présence des antioxydants est comparable a cdlecalkiles placées dans un milieu de

culture en I'absence d’agent de protection (coajrdl
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Figure 75

Ensuite, I'évaluation radioprotectrice a été ré&aien irradiant les cellules TK6 par des
rayons X a 8 Gy en présence des antioxydants. ikedrila croissance cellulaire, représenté
dans la Figure 76, montre que suite a l'irradigties cellules irradiées en présenceliifa

ou 217f proliferent beaucoup mieux que celles de I'écliantide contrdle ou méme que
celles irradiées en présence de trolox. En effettilisation de 217f ou 110a permet une
prolifération deux fois plus importante que le c¢oke aprés le Bjour. Ces résultats montrent

bien que les dérivésl0aet217font un effet radioprotecteur sur les cellules TK6.

1600
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200 ~—
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Figure 76

La deuxieme série de composés (Figure 77) a étéévan suivant le méme déroulement des
opérations que la série précédente, a savoir dlaboe étude de toxicité préliminaire, puis

I'étude de radioprotection proprement dite.
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\Qﬁ/ 117 HO 002 COzMe
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Figure 77

La Figure 78 montre le suivi de la proliférationlgiire de I'étude de toxicité des dérivés de
la deuxiéme série. Nous pouvons voir que les coBgpb®a2h, 122d et 115a montrent une
certaine toxicité sur les cellules TK6. En effetur courbe de croissance est totalement
différente de celle du contrble. Cependant, dditd et 1153 la courbe redevient normale au
bout de 7 jours, tandis que dans le casl@2b aucune croissance cellulaire n’est visible

pendant toute la durée de I'expérience.
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Figure 78

Les cellules ont été ensuite irradiées a 8 Gy pamccélérateur linéaire en présence des
différents antioxydants. L’histogramme de la Figdfreprésente le pourcentage relatif du
nombre de cellules par rapport au contrble au lhutquatrieme jour de suivi de la

prolifération cellulaire.
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Tout d’abord, pour les dérivd22b et 1153 nous observons que la prolifération cellulaire es
fortement diminuée par rapport au contrdle. Cecdésa leur toxicité, révélée précédemment.
En ce qui concerne les composés/a 110n et 117f, aucune protection n’est observable,
puisque le nombre de cellules présentes au boujudee jours est comparable a celui du
contrdle. Par contre, les dérivé22d et 217e montrent une bonne capacité a protéger les
cellules TK6 des rayonnements ionisants. En dHgtrolifération cellulaire est augmentée de

plus de 50 % par rapport au contréle en présencha@in de ces deux dérivés.
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Figure 79

1.3. Conclusion

Ces études de radioprotection sur des cellules Bii6,montré, tout d’abord, que certains
dérivés pulviniqgues pouvaient étre toxiqué23b, 122d et 1159. En effet, la croissance
cellulaire est altérée en présence de ces compGsgendant, seul le dérid@2b entraine
une perte totale de la croissance cellulaire.

Dans la sélection des produits étudiés, quatre oség ont montré des activités
radioprotectrices intéressantes. Il s’agit delydroxyesterl10g de I'acide vulpiniqud.22d,

et des deux acides tétroniqugkreet 2171 Ces résultats doivent néanmoins étre confirmeés

en répétant plusieurs fois la méme expérience.
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2. Etude de radioprotection sur souris

Des études de protection de souris contre les reyoants ionisants ont été effectuées par

Pierre Bischoff au Centre Régional de Lutte colgr€ancer Paul Strauss de Strasbourg.

Ces expériences consistent a irradier (rayons X&) une population de souris qui ont été
préalablement traitées par le produit a étudierchmparaison du nombre de souris vivantes
au bout de 30 jours dans un lot de souris tragéemns un lot de souris non traitées, permet
de se rendre compte de I'activité radioprotectdied’antioxydant en question.

Les études menées, jusqu’a présent, se sont Isnit@ecomposd28 (Figure 80), dont la
synthese a été décrite dans le chapitre 3. Ce &éait montré de bonnes activités

antioxydantes lors de travaux précédénts

Figure 80

Ces expériences ont été conduites sur des lot®uwles snales de type Swiss, obtenues de
Charles River Laboratories. Tout d’abord, le condgpasété injecté a des lots de souris a
différentes concentrations sans étre irradiés déndéterminer la Dy du composél28

Cependant, a la concentration maximale du compgsétée qui correspond a 400 mg/kg,

aucune toxicité n’a pu étre observée.

Pour les expériences de radioprotection, 400 mgé&gproduit sont injectés en suspension
dans du PBS, par voie intrapéritonéale, a un losaris. Les souris témoins se voient
injecter du PBS seul pour subir le stress de kinga tout comme les autres animaux. Toutes
les souris sont irradiées corps entier 2 h apmgdtion par des rayons X a 8,3 Gy. Suite a
l'irradiation, les souris sont contr6lées quotidiement. Aprés trente jours, les souris

survivantes dans les lots de souris traitées &trdeins sont comptées.
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— / —
injection de 400 mg/kg irradiation par rayons X comptage des souris
du composé dans du PBS a 8,3 Gy vivantes apres 30 jours
Figure 81

Trois expériences indépendantes ont été réaliségs’a présent avec le dériv28 Au total,
quarante souris ont été utilisées en tant que t&radiquarante-huit souris ont été traitées par
128 En prenant en compte I'ensemble des expériereedout de trente jours, le taux de
survie des témoins est de 27,5 % alors que pousdesis préalablement traitées par le
composé€l28 le taux de survie atteint 77,5 %. Dans ces candif le nombre de survivant a

éte presque triplé grace a une injection du d&r& 2 h avant une exposition aux radiations.

Ces expériences nous montrent que le compa8éeut protéger des souris exposées a des
rayonnements ionisants. Cependant, il est encaressaire de compléter ces études par de
nouvelles expériences. Par la suite, d’autres ceggpalentifies comme radioprotecteurs sur

cellules pourront également étre testés.
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V. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons présenté les résdéatdifféerents tests réalisés afin d’évaluer
I'activité antioxydante puis l'activité radioproteice des composés synthétisés. Dans un
premier temps, cing tests antioxydants complémergtadbnt été utilisés afin d’étudier la

relation structure-activité des dérivés.

Nous avons constaté notamment que le groupementatipue R présent sur la double
liaison exocyclique ne semble pas utile a l'adfivitntioxydante puisque certains deérivés

monosubstitué&17 ont des efficacités comparables.

o) o)
1 1
HO N _Re Ho N\ CO,Me

MeOQC

118 17

Figure 82

Par contre, la nature du groupemehsBmble cruciale, et en rapport avec I'effet induit la
stabilisation du radical formé initialement surftnction énol. En effet, lors de travaux
précédents, il avait été observé que des fonctimlkgles ne permettaient par cette
stabilisation. De plus, au cours de nos évaluategxydantes, nous avons remarqué que
des fonctions telles qu'un acyle ou un ester begagl en position 3 de la lactone
conduisaient en général a des activités antioxgdafatibles. Ces études ont donc permis de
mettre en évidence que le groupemehtl&it étre obligatoirement un noyau aromatique pour
conduire a une stabilisation suffisante du radical.

Ces évaluations antioxydantes ont également pedmiconstater que des composés de
structure plus simple, ne comportant pas la dolidaEon exocyclique, pouvaient étre de bons
antioxydants. En effet, deshydroxyesterd 10 et des acides tétroniqu$7 ont montré dans

certains tests des activités comparables a cedlepulvinates de méthyle.

R1

HO
217

MeOQC

Figure 83
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Ensuite, une sélection de composés a été effeetypetir des conclusions tirées de I'étude
antioxydante. Les dérivés choisis ont alors étésesn tant que radioprotecteurs sur des
cellules TK6. Trois composés se sont révélés t@squour ce type de cellules mais un seul
de ces dérivés conduit & un arrét total de la f@ralion cellulaire. Ces expériences ont
également permis de révéler l'activité radiopraieetde quatre composés, qui devra étre

confirmée par des expériences supplémentaires.

Enfin, une étude de la radioprotection de sourigreoles rayons X a montré que l'injection
du pulvinamidel28 avant une irradiation de 8,3 Gy permettait de ipligt leur taux de
survie aprés trente jours par trois, par rappates souris non traitées. Ce résultat devra étre
confirmé par de nouveaux essais. Par la suite, desposeés ayant des activités
radioprotectrices sur cellules seront égalementiuésasur souris en suivant le méme

protocole.
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Conclusion générale

Ce travail de these a été consacré a la syntheseuweaux dérivés d’acides pulviniques et a
leur évaluation en tant qu’agents de protectiortreoles rayonnements ionisants. Pour cela,
plusieurs voies de synthese ont été développéeaspeomettre la plus grande diversification

possible de la structure pulvinique.

Une premiére stratégie faisait appel a la prémarat’un synthon commun. Différentes
approches ont été testées en partant soit d’'ure déittlonique soit dW-acétyltartrate de
diméthyle. Mais malgré tous les essais réalisgsrdparation du synthon souhaité n’a pas été
réalisée. Cependant, une modification de la desrégaproche a permis la synthese de trois
familles de dérivés pulviniques.

En partant du-tartrate de diméthyl&@05 trois étapes successives ont tout d’abord coraduit
divers a-hydroxyesterd 10 et dérivés pulviniques monosubstitddy. Cette méthode nous a
permis d’introduire des groupements aromatiquesdes fonctions carbonylées (ester et

aceétyle) en position 3 de la lactone.

oH 1. estérificati R’

: CO,Me . estérification
MeO,C~ >~ —>
2 (:)H 2. cyclisationde HO

Dieckmann
105 M602C

110

[ déshydratation | o

OH Ho' N\ CO,Me
17

Schéma 100

Ensuite, le dérivé pulvinigue monosubstiiiéraa été utilisé pour préparer des pulvinates de
méthyle dissymétriquek22 par une séquence d’iodation et d’'un couplage dal8tMiyaura
sur la double liaison exocyclique. Par 'emploim’'couplage au palladium en derniére étape,

des groupements aryles variés ont pu étre facilem&nduits.

MeO MeO o}
1. iodation \ o
2. couplage de
Suzuki-Miyaura HO N\ R2
MeO,C

122

Schéma 101
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Une modification de la stratégie utilisée pour leégaration de dérivés pulviniques
monosubstitués a également été employée avec safticate synthétiser des pulvinones. La
méthode développée a permis de préparer de maroerg@se diverses pulvinones grace
notamment a un processus tandem de cyclisationietkmann et de d’élimination effectué

en derniére étape.

Dans un autre chapitre de ce mémoire, nous avdisguin processus tandem, adapté d’'une
méthode mise au point prédédemment pour la préparafacides tétroniques, afin de
synthétiser des acides 3-aryltétramiques. Danse cetirtie, des acides tétramiques
N-2,4-diméthoxybenzylés ont été préparés, puis mumggment protecteur a été clivé de
maniere quantitative avec de I'acide trifluoroagédti. Ces acides ont été synthétisés dans le

but de les utiliser, par la suite, pour la prépanati’acides pulviniques azotés.

Les différents composés préparés ont été ensudl@ds/en tant qu’antioxydants a l'aide de
différents tests afin de déterminer leur capa@&@tdle de protection. Les résultats obtenus ont
été interprétés afin de définir certaines relatistrsicture-activité. Celles-ci sont résumées
dans la Figure 84. Tout d’abord, la présence d'tmugement aromatique sur la double
liaison exocyclique n’est pas capitale pour l'aitfivantioxydante. De plus, linsaturation
exocyclique n'apporte pas énormément a l'efficadéé composés. Des dérivés de structure
plus simple tels que deg-hydroxyesters ou des acides tétroniques ont mastrgegle
générale de tres bonnes activités, comparablaeg sopérieures dans certains cas a celles des

esters pulviniques.

( groupement aromatique ) remplacement envisagé
\ o par NH
MeO HO ®) e
oo e %
S HO ‘s
bon } L

M602C

CO,Me

Figure 84

Par contre, le groupement' Rrésent sur la position 3 de la lactone doit &menoyau

aromatique pour conduire a un produit ayant unenéaactivité antioxydante. La présence
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d’un groupement alkyle ou une fonction carbonylégesition 3 fait chuter significativement
I'efficacité des composés. Un groupement aromatigee nécessaire afin de stabiliser
suffisamment le radical formé sur la fonction édella lactone lors de la capture de radicaux
libres. Les produits les plus actifs comportent dg®upements 4-méthoxyphényle,

4-hydroxyphényle ou 2-thiényle.

Cependant, toutes les études envisagées sur &®msl structure-activité n'ont pas pu étre
réalisées. Par exemple, l'influence du groupemeiiigtophényle en position 3 n’a pas été
clairement définie. De plus, les évaluations anfilantes n'ont pas été réalisées jusqu’a
présent sur les pulvinones et les acides pulvisigasotés. Des travaux supplémentaires

devront donc étre réalisés afin de compléter réttrde.

Les premiers résultats obtenus sur I'activité rpditectrice de cellules TK6 sont plutot
encourageants. Les expeériences menées ont permigvéier une bonne efficacité de
protection de quatre composés contre les rayonrtsmiemisants. Ces études de la
radioprotection devront étre également complétéessqlie les tests antioxydants
supplémentaires auront été réalisés. De plus, des bésultats devront étre confirmés en
répétant plusieurs fois la méme expérience avantpdevoir réaliser une étude de

radioprotection sur souris.
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Partie expérimentale : syntheses chimiques

Genéralités

Les expériences sensibles a 'humidité et/ou a Oat été réalisées dans des montages secs
(flambés sous vide) sous atmosphére d’azote séchehrure de calcium et gel de silice ou
sous atmosphére d’argon.

Les solvants anhydres sont achetés ou préparékstiiation sous azote en présence de leurs

agents de dessiccation respectifs:

Solvant Agent desséchant
THF Sodium/benzophénone
CH2C|2 I:)205

Chromatographie

Chromatographie sur couche mince (CCM)

Les plaques utilisées sont de type Silice MerclE&b4, d’épaisseur 0,25 mm sur support de
verre. Les révélations ont été effectuées par agsnnements ultraviolets a 254 nm ou par

pulvérisation de solutions éthanoliques a 5 % daghosphomolybdique.

Chromatographie sur colonne de gel de silice

Les chromatographies ont été réalisées sous pned&aote en utilisant du gel de silice
Merck (granulométrie 40-63 um). Pour certain prtgJues purifications ont été effectuées a
l'aide d’'un Combilash Serlabo ®75 avec des colonnes de gel de sicile Beffi Rf

(granulométrie 35-60um). Les éluants sont indigladss les modes opératoires.

Analyses

Résonance Magnétigue Nucléaire (RMN)

Les spectres de RMN ont été enregistrés sur unirepeetre Bruker Advanced 400. Les
fréquences de résonance sont de 400,13 MHz pguoten, 100,61 MHz pour le carbone.
Les déplacements chimiques sont exprimés en gatienillion (ppm) par rapport au solvant

de référence.
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Solvant 0 (1H) en ppm 0 (13C) en ppm
acétone 2,05 29,84
chloroforme 7,26 77,16
méthanol 3,31 49,00
DMSO 2,50 39,52

La multiplicité des différents signaux est indiquéd’aide des abréviations suivantes: s
(singulet), bs (singulet large), d (doublet), tpfet), m (massif), dd (doublet de doublets), g
(quadruplet).

L’attribution des spectre'SC a été réalisée & I'aide d’HMBC et d’'HSQC.

Remarque : La numérotation utilisée pour la desionpdes spectres RMN correspond a celle
indiqguée sur la structure du produit mais ne suis mécessairement les regles de

nomenclature.

Spectre d’absorption Infrarouge (IR)

Les spectres ont été enregistrés sur un spect@RERKIN ELMER System 2000 FT-IR.
Les échantillons liquides sont placés entre deustiles de NaCl. Une pastille de KBr est
préparée pour les échantillons solides. Les nomiiewle ¢) des bandes IR sont exprimés

en cm® a leur maximum d’intensité.

Spectrométrie de masse (SM)

Les spectres ont été effectués sur un spectron&&INER ESI TOF (Perseptive
Biosystems) en mode électrospray couplé au tempsld&SI-TOF).

Masse Exacte
Les spectres de masse a haute résolution ontfétéugfs en mode ESI-TOF par le Service de
Spectrométrie de Masse de I'Institut de Chimie Sabstances Naturelles du CNRS a Gif-

sur-Yvette.

Point de fusion

Les points de fusion ont été mesurés en capillavec un appareil Bichi B-540.
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103 (2R,3R)-2-Acétoxy-3-hydroxysuccinate de diméthyle
O N\
1)}9 0 M = 220.18 g.mct
07 4 6 Formule brute : CgH120
8" MO Solide blanc
O OHg

A une solution de L-tartrate de diméthyle (10 g,15@mol, 1 €g.) dans du THF fraichement
distillé (33 mL) sont ajoutés I'orthoacétate demtthyle (14.3 mL, 112.3 mL, 2 ég.) puis
I'acide p-toluénesulfonique (321 mg, 1.7 mmol, 3 mol %).réaction est agitée a t.a. pendant
la nuit. Ensuite la réaction est concentrée sods puis traitée avec une solution aqueuse
d’acide acétique a 80 % (50 mL) pendant 2 h. Latgni est alors concentrée sous vide, puis
le produit brut obtenu est purifi€é par chromatobrap sur colonne de silice
(cyclohexane/EtOAc : 60/40) pour conduire a l'atet03 (11 g, 89 %) sous forme d’un
solide blanc.

CCM : R =0.50 (pentane/EtOAc : 1/1)

Point de fusion :81-82 °C
Pouvoir rotatoire : [a]ZDO: -1.8 € 1, MeOH)

RMN *H (400 MHz, CDCls, & en ppm)$ = 5.45 (d, 1H,) = 1.9 Hz, H), 4.75 (d, 1H,J) = 1.9
Hz, H), 3.82 (s, 6H, kHg), 3.12 (bs, 1H, k), 2.15 (s, 3H, k)

RMN *°C (100 MHz, CDCk, & en ppm)s = 171.2 (G), 169.8 (G), 167.2 (), 73.0 (G),
70.6 (G), 53.4-53.0 (6Cg), 20.5 (G)

IR (KBr, v en cni®) v = 3495, 2998, 2965, 2930, 2856, 1763, 1726, 143825, 1351, 1279,
1127, 1078, 971, 956, 942, 886, 794, 702, 655, 606,

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 243

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 243.0481 ; mesuré : 243.0482
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109a (2R,3R)-2-Hydroxy-3-(2-(4-méthoxyphényl)acétoxy)scinate de
diméthyle
% 0
BN EN o M = 326.30 g.mot
4 012 5o _n Formule brute : Cy5H1¢0s
137 87100 Huile incolore
\ O OH,

La 4-(diméthylamino)pyridine (2,74 g, 22,45 mmaK @q.) et la dicyclohexyle carbodiimide
(11,58 g, 56,13 mmol, 1 éq.) sont ajoutés simutteam® a une solution a -18 °C de L-tartrate
de diméthyle (10 g, 56,13 mmol, 1 €q.) et d’acidméthoxyphénylacétique (9,33 g, 56,13
mmol, 1 éq.) dans du GBI, (400 mL) fraichement distillé. La solution est tagi a
température ambiante pendant 12 h. Le mélange wh#sh concentré sous vide jusqu'a
environ 150 mL puis du ED (300 mL) est ajouté et le précipité apparu éséfiLe filtrat est
ensuite lavé avec une solution saturée deNKBx100 mL), séché sur MgQ@t concentré.
Le produit brut obtenu est purifié par chromatobrap sur colonne de silice
(cyclohexane/EtOAc : 80/20 a 70/30) pour conduireliaesterl13a(4,6 g, 17 %) sous forme
d’'un solide blanc et au mono-est€9a(11,9 g, 65 %) sous forme d’une huile incolore.

Les caractéristiques du di-estet3asont indiquées plus loin.

CCM : R =0.48 (pentane/EtOAc : 1/1)

Pouvoir rotatoire : [a]ZDO: +29.8 € 1, MeOH)

RMN *H (400 MHz, CDCl, & en ppm) s = 7.18 (d, 2H,J = 8.4 Hz, H), 6.86 (d, 2H,
J=8.4Hz, H), 5.44 (d, 2H,J = 2.2 Hz, H), 4.74 (d, 2H,] = 2.2 Hz, K), 3.80 (s, 3H, Hh),
3.79 (s, 3H, H), 3.65 (s, 2H, k), 3.62 (s, 3H, kb)

RMN C (100 MHz, CDCl, 8 en ppm) = 170.9 (G5), 170.6 (G), 167.0 (Go), 158.8 (G),
130.4 (G), 125.3 (Q), 114.1 (G), 73.1 (G), 70.4 (G), 55.3 (G), 53.1 (Gs), 52.9 (Gy), 39.8
(Co)

IR (NaCl, v en cni®) v = 2500, 3008, 2957, 2841, 2361, 2341, 1747, 16486, 1514, 1436,
1360, 1247, 1135, 1070, 1030, 980, 860, 822, 722, 38, 588, 569

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 349

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 349.0899 ; mesuré : 349.0913
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

109b (2R,3R)-2-Hydroxy-3-(2-phénylacétoxy)succinate de diméthg
2N 0 o M = 296.27 g.mct
B 0 Formule brute : CiaH1607
127 7Y 90 Solide blanc
O OH13

Selon la procédure représentative d’estérificatiénrite pourl09a, I'acide phénylacétique
(1,17 g, 8,59 mmol, 1 éqg.) conduit au mono-e$@9b (1,72 g, 67 %) sous forme d'un solide
blanc.

CCM : R = 0.55 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)

Point de fusion :66-67 °C

Pouvoir rotatoire : [a]’= +31.0 ¢ 1, MeOH)

RMN 'H (400 MHz, CDCl;, & en ppm) 8 = 7.34-7.25 (m, 5H, kbmatqueh 5.43 (d, 1H,
J=2.2Hz, H), 4.73 (d, 1H,) = 2.2 Hz, H), 3.80 (s, 3H, Ht), 3.71 (s, 2H, k), 3.56 (s, 3H,
H1o)

RMN 3C (100 MHz, CDCk, 8 en ppm)d = 170.9 (Gy), 170.3 (G), 167.0 (G), 133.2 (G),
129.3 (C3), 128.7 (&, 127.4 (G), 73.2 (G), 70.5 (G), 53.1 (G), 53.0 (Go), 40.9 (G)

IR (NaCl, v en cni') v = 3491, 3032, 2957, 2852, 1747, 1454, 1438, 12188, 1068, 979,
127

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 319

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 319.0794 ; mesuré : 319.0799
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

109c (2R,3R)-2-Hydroxy-3-(2-para-tolylacétoxy)succinate de diméthyle
1
2 0]
N N M = 310.30 g.mot
S 11 Formule brute : CysH180;
37 810007 Huile incolore
O OH,

Selon la procédure représentative d’estérificatiénrite pourl09a, I'acide 4-tolylacétique
(843 mg, 5,61 mmol, 1 éq.) conduit au mono-e$68c (1 g, 57 %) sous forme d’une huile
incolore.

CCM : R =0.20 (cyclohexane/EtOAc : 7/3)

Pouvoir rotatoire : [a]2’= +36 € 0.2, MeOH)

RMN 'H (400 MHz, CDCl;, & en ppm) & = 7.16-7.11 (m, 4H, kKH.), 5.43 (d, 1H,
J=2.3Hz, H), 4.73 (d, 1HJ) = 2.3 Hz, H), 3.79 (s, 3H, k), 3.67 (s, 2H, k), 3.59 (s, 3H,
His), 3.21 (bs, 1H, k), 2.31 (s, 3H, b

RMN **C (100 MHz, CDCk, & en ppm)& = 171.0 (G,), 170.6 (G), 167.0 (Go), 137.0 (G),

130.1 (G), 129.4-129.2 (6C.), 73.2 (G), 70.5 (G), 53.1 (Gs), 53.0 (Gy), 40.4 (G), 21.1
(Cy)

IR (NaCl, v en cmi®) v = 3494, 3008, 2956, 2926, 2857, 1748, 1516, 14389, 1251, 1223,
1137, 1070, 979, 795, 727, 705

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 333

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 333.0950 ; mesuré : 333.0944
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

109d (2R,3R)-2-(2-(4-Bromophényl)acétoxy)-3-hydroxysuccinate @ diméthyle
Br 1 o
2N O M = 375.17 g.mot
3 g B 10 Formule brute : Ci4H15Broy
w07 Huile incolore
OH

Selon la procédure représentative d’estérificatiatécrite pour 109a, [l'acide
4-bromophénylacétique (6,04 g, 28,07 mmol, 1 éqrdait au mono-estet09d (6,25 g,
59 %) sous forme d’une huile incolore.

CCM : R = 0.45 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)
Pouvoir rotatoire : [a]2’= +128.0 ¢ 1, MeOH)

RMN *H (400 MHz, CDCl, & en ppm) s = 7.45 (d, 2H,J = 8.5 Hz, H), 7.13 (d, 2H,
J=85Hz, H), 5.43 (d, 1HJ = 2.2 Hz, H), 4.74 (dd, 1H,) = 7.0, 2.2 Hz, k), 3.80 (s, 3H,
Hio), 3.66 (s, 2H, ), 3.63 (s, 3H, hb), 3.16 (d, 1H,) = 7.0 Hz, Ha)

RMN 3C (100 MHz, CDCk, & en ppm)d = 171.0 (Gy), 169.9 (G), 166.9 (G), 132.2 (G),
131.9 (G), 131.2 (G), 121.6 (G), 73.4 (G), 70.5 (G), 53.3 (G»), 53.1 (Go), 40.3 (G)

IR (NaCl, v en cni®) v = 3493, 3007, 2956, 2852, 1748, 1490, 1438, 18897, 1140, 1071,
1013, 979, 805

MS (ESI) m/z [M + HJ' = 375, 377

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&] CrsH1s0/Na’*Br : 396.9899 ; mesuré : 396.9897
G4H1s0/N2'Br : 398.9878 ; mesuré : 398.9878
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

109e (2R,3R)-2-(2-(4-Fluorophényl)acétoxy)-3-hydroxysuccinatele diméthyle

M = 314.26 g.mot
10 Formule brute : Ci4H1sFO;
Huile incolore

Selon la procédure représentative d’estérificatiatécrite pour 109a, [l'acide
4-fluorophénylacétique (865 mg, 5,61 mmol, 1 éghduit au mono-estet09e (1,04 g,
58 %) sous forme d’une huile incolore.

CCM : R = 0.20 (cyclohexane/EtOAc : 7/3)

Pouvoir rotatoire : [a]ZDO: +51 € 0.1, MeOH)

RMN H (400 MHz, CDCls, & en ppm)s = 7.23 (dd, 2H,) = 8.6, 5.4 Hz, k), 7.00 (t, 2H,
J=8.6 Hz, H), 5.42 (d, 1HJ = 2.0 Hz, H), 4.74 (d, 1HJ = 2.0 Hz, H), 3.79 (s, 3H, kb),
3.67 (s, 2H, i), 3.61 (s, 3H, kb), 3.26 (bs, 1H, k)

RMN *3C (100 MHz, CDCk, 6 en ppm)& = 171.0 (Gy), 170.2 (G), 166.9 (G), 162.2 (d,
J=246.1 Hz, G), 131.0 (dJ = 8.6 Hz, G), 129.0 (dJ = 3.8 Hz, G), 115.6 (dJ = 21.4 Hz,
Cy), 73.3 (G), 70.4 (G), 53.2 (G>), 53.0 (Go), 39.9 (G)

IR (KBr, v encm')v = 3492, 3010, 2958, 2853, 1747, 1605, 1511, 14360, 1222, 1139,
1069, 979, 863, 827, 803, 731, 704

MS (ESI) m/z [M + HJ = 315

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 337.0700 ; mesuré : 337.0695

166



Partie expérimentale :Synthéses chimiques

109f (2R,3R)-2-(2-(4-(Benzyloxy)phényl)acétoxy)-3-hydroxysucoate de
diméthyle

M = 402.39 g.mot
oo o Formule brute : C;;H2,0g
15 Solide blanc

Selon la procédure représentative d’estérificatiéerite pourl09a,'acide 112f (1,36 g, 5,62
mmol, 1 éq.) conduit au mono-esi€9f (1,41 g, 62 %) sous forme d’un solide blanc.

CCM R = 0.40 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)

Point de fusion :86-87 °C

Pouvoir rotatoire : [a]ZDO: +43 € 0.1, MeOH)

RMN 'H (400 MHz, CDCls, & en ppm) & = 7.43-7.30 (m, 5H, HH>-Hs), 7.17 (d, 2H,
J=8.7 Hz, H), 6.93 (d, 2H,J = 8.7 Hz, H), 5.43 (d, 1H,) = 2.2 Hz, H»), 5.06 (s, 2H, ),
4.74 (dd, 1H,) = 7.3, 2.2 Hz, Hk), 3.80 (s, 3H, k), 3.65 (s, 2H, k), 3.56 (s, 3H, H), 3.17
(d, 1H,J = 7.3 Hz, Hg)

RMN 3C (100 MHz, CDCE, & en ppm) & = 171.0 (Gg), 170.7 (G2), 167.1 (Ga), 158.1
(Co), 137.0 (G), 130.5 (), 128.7 (Q), 128.1 (G), 127.5 (G), 125.6 (G), 115.2 (G), 73.2
(C12), 70.5 (G3), 70.1 (G), 53.2 (G-), 53.0 (Gs), 40.0 (Go)

IR (KBr, v en cmi®) v = 3496, 3040, 3000, 2957, 2932, 2875, 2853, 17688, 1728, 1611,
1583, 1512, 1441, 1384, 1348, 1306, 1266, 12433,12178, 1140, 1065, 1009, 970, 734,
699

MS (ESI) m/z [M + HT" = 403

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 425.1212 ; mesuré : 425.1221
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

1099 (2R,3R)-2-Hydroxy-3-(2-(4-nitrophényl)acétoxy)succinate d diméthyle
02N1 o
AN NG o M = 341.27 g.mot
3 8 : 10 Formule brute : Ci4H15sNOg
R g yed Solide blanc
OH

Selon la procédure représentative d’estérificatiatécrite pour 109a, [l'acide
4-nitrophénylacétique (3,05 g, 16,84 mmol, 1 égnduit au di-estel13g (1,91 g, 22 %)
sous forme d’un solide blanc et au mono-e%9g (2,18 g, 38 %) sous forme d’un solide
blanc.

Les caractéristiques du di-estet3gsont indiquées plus loin.

CCM : R = 0.30 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)

Point de fusion :102-103 °C

Pouvoir rotatoire : [a]ZDO: +17.4 € 1, MeOH)

RMN H (400 MHz, CDCl3, 6 en ppm)é = 8.18 (d, 2HJ = 8.8 Hz, H), 7.46 (d, 2H,
J=8.8Hz, H), 5.45 (s, 1H, K, 4.75 (s, 1H, i), 3.83 (s, 2H, B), 3.79 (s, 3H, ht), 3.68 (s,
3H, Hi), 3.26 (s, 1H, kb)

RMN *3C (100 MHz, CDCk, & en ppm)& = 171.0 (Gy), 169.1 (G), 166.7 (G), 147.4 (G),
140.5 (G), 130.5 (G), 123.9 (G), 73.5 (G), 70.4 (G), 53.3 (G>), 53.1 (Go), 40.4 (G)

IR (KBr, v encm?) v = 3536, 3328, 3113, 3077, 3018, 2962, 2853, 17808, 1599, 1521,
1433, 1349, 1299, 1253, 1136, 1108, 1061, 974,852,767, 732, 690, 666, 574

MS (ESI) m/z [M + HJ = 342

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 364.0645 ; mesuré : 364.0652
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

109h (2R,3R)-2-(2-(4-(Diméthylamino)phényl)acétoxy)-3-hydroxysccinate de
diméthyle
\
-
O
A M = 339.34 g.mo}
;458 e 0 o For_mule brute : CigH21NO;
12/0 U8 oo~ Solide blanc
OH

Selon la procédure représentative d’estérificatiatécrite pour 109a, [lacide
4-(diméthylamino)phénylacétique (1 g, 5,61 mmol,éqd.) conduit au mono-estef09h
(1,22 g, 64 %) sous forme d’'un solide blanc.

CCM R; = 0.20 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)

RMN *H (400 MHz, CDCl, & en ppm) = 7.12 (d, 2H,J = 8.8 Hz, H), 6.69 (d, 2H,
J=8.8Hz, H), 5.43 (s, 1H, k), 4.73 (s, 1H, i), 3.80 (s, 3H, kt), 3.60 (s, 5H, kH1),
3.18 (s, 1H, Hy), 2.91 (s, 6H, hb)

RMN *3C (100 MHz, CDCk, & en ppm) & = 171.0 (G-C1a), 167.2 (G), 150.0 (G), 130.0
(Cy), 121.0 (G), 112.9 (G), 73.1 (G), 70.6 (G), 53.2 (G>), 53.0 (Gy), 40.8 (G3), 39.9 (G)

IR (KBr, vencm?) v = 3479, 3004, 2957, 2918, 2813, 1762, 1725, 16398, 1451, 1357,
1295, 1253, 1199, 1136, 1068, 977, 944, 860, 880, 712, 697, 592

MS (ESI) m/z [M + HJ" = 340

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 362.1216 ; mesuré : 362.1216

169



Partie expérimentale :Synthéses chimiques

109i (2R,3R)-2-Hydroxy-3-(2-(2-thiényl)acétoxy)succinate de dnéthyle
2 3
S0 O M = 302.30 g.mot
8 i 10 Formule brute : C1oH140;S
127 77970 Huile incolore
o O 13

Selon la procédure représentative d’estérificatiéarite pourl09a,l'acide 2-thiénylacétique
(798 mg, 5,62 mmol, 1 ég.) conduit au mono-e&®9i (946 mg, 55 %) sous forme d’'une
huile incolore.

CCM : R = 0.45 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)

Pouvoir rotatoire : [o]’= +120.6 ¢ 0.1, MeOH)

RMN 'H (400 MHz, CDCls, & en ppm)3 = 7.23-7.21 (m, 1H, b, 6.97-6.95 (m, 2H, HH3),
5.46 (s, 1H, M), 4.75 (s, 1H, &), 3.95 (d, 1HJ = 16.4 Hz, H), 3.91 (d, 1H,J = 16.4 Hz,
Hs), 3.81 (s, 3H, kt), 3.68 (s, 3H, hb), 3.20 (s, 1H, kb)

RMN 3C (100 MHz, CDCk, 8 en ppm)d = 171.0 (Gy), 169.3 (G), 166.9 (G), 134.0 (G),
127.4 (Q), 127.1 (G), 125.4 (G), 73.5 (G), 70.5 (G), 53.3 (G>), 53.1 (Go), 35.0 (G)

IR (NaCl, v en cni®) v = 3492, 3330, 3111, 3007, 2956, 2928, 2850, 17824, 1578, 1535,
1438, 1407, 1357, 1267, 1225, 1160, 1140, 1067, B0®

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 325

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 325.0358 ; mesuré : 325.0354

170



Partie expérimentale :Synthéses chimiques

109j (2R,3R)-2-(3-(Benzyloxy)-3-oxopropanoyloxy)-3-hydroxysudnate de
diméthyle
, 5 5o o N
©4AOMQ o) M = 354.31 g.mct
O_13~10 /12 Formule brute : Ci6H1809
Y w7 $T1M0 Huile jaune pale
O OH15

Selon la procédure représentative d’estérificatiéarite pourl09a, I'acide 112j (4,73 g,
24,4 mmol, 1 éq.) conduit au di-esieli3) (2,22 g, 17 %) sous forme d’une huile jaune péle e
au mono-estet09j (3,26 g, 40 %) sous forme d’une huile jaune pale.

Les caractéristiques du di-estkt 3j sont indiquées plus loin.

CCM R; = 0.45 (CHCl,/MeOH : 94/6)

RMN 'H (400 MHz, CDCl, 6 en ppm) & = 7.35-7.33 (M, 5H, Komatiqueh 5.52 (d, 1H,
J=2.4Hz, H), 516 (s, 2H, i), 4.76 (d, 1HJ = 2.4 Hz, H), 3.81 (s, 3H, hb), 3.78 (s, 3H,
His), 3.53 (s, 2H, k), 3.19 (bs, 1H, k)

RMN **C (100 MHz, CDCk, & en ppm)& = 171.1 (Gy), 166.8 (G), 166.0 (G), 165.5 (G3),

135.4 (G), 129.0 (G), 128.9 (G), 128.7 (G), 73.9 (G), 70.7 (Go), 67.8 (G), 53.7 (G4), 53.3
(C12), 41.2 (G)

IR (NaCl, v en cm?) v = 1746, 1439, 1269, 1215, 1140, 1069, 985, 754, 70

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 377

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 377.0849 ; mesuré : 377.0853
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

109k (2R,3R)-2-(2-Cyanoacétoxy)-3-hydroxysuccinate de diméthgl
) O
chz)sj\g 0 M = 245.19 g.mot
O.s _~_s T Formule brute : CoH1:NO;
g7 MO Huile incolore
0] OH10

Selon la procédure représentative d’estérificatiéorite pourl09a, I'acide cyanoacétique
(1,9 g, 22,4 mmol, 1 éq.) conduit au mono-ed@9k (2,1 g, 38 %) sous forme d’'une huile
incolore.

CCM : R = 0.30 (cyclohexane/EtOAc : 8/2)

RMN *H (400 MHz, acétone-g, & en ppm)& = 5.50 (d, 1HJ = 2.8 Hz, H), 5.05 (d, 1H,
J=7.2 Hz, Hp), 4.82 (dd, 1HJ) = 7.2, 2.8 Hz, H), 3.97 (s, 1H, B, 3.96 (s, 1H, H), 3.75
(s,3H, H), 3.61(s,3H, B

RMN *°C (100 MHz, acétone-g, & en ppm)s = 171.1 (), 167.2 (G), 164.5 (G), 114.2
(Cy), 75.7 (G), 71.2 (G), 53.1 (G), 53.0 (G), 24.3 (G)

IR (NaCl, v en cni®) v = 3488, 2962, 2933, 2855, 2265, 1756, 1628, 14363, 1272, 1179,
1066, 985, 933, 893, 868, 733, 701, 581

MS (ESI) m/z [M + HT" = 246

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 268.0433 ; mesuré : 268.0426
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

109l (2R,3R)-2-(2-(Diéthoxyphosphoryl)acétoxy)-3-hydroxysucciate de
diméthyle

N

Jp 0 -
) \,PQLFO o M = 356.26 g.mot
/—O (3) - . Formule brute : C1oH21010P
D0 T Huile incolore
O (')H11

Selon la procédure représentative d’estérificatiatécrite pour 109a, [l'acide
diéthylphosphonoacétique (1,8 mL, 11,2 mmol, 1 €gnduit au mono-estex09l (1,5 g,
38 %) sous forme d’une huile incolore.

CCM : R; = 0.33 (EtOAc/MeOH : 96/4)

RMN *H (400 MHz, acétone-g, & en ppm)d = 5.46 (d, 1HJ = 2.8 Hz, H), 4.99 (d, 1H,
J=7.2Hz, Hy), 4.77 (dd, 1H) = 7.2, 2.8 Hz, k), 4.17-4.09 (m, 4H, b}, 3.77 (s, 3H, k),

3.76 (s, 2H, W), 3.12 (dd, 1H,) = 35.6, 14.4 Hz, k), 3.06 (dd, 1H,) = 35.6, 14.4 Hz, ki),

1.33-1.28 (m, 6H, B

RMN 3C (100 MHz, acétone-g, 8 en ppm)& = 171.3 (G), 167.7 (G), 165.8 (d,) = 6.0 Hz,
Cs), 74.9 (G), 71.4 (G), 63.2 (t,J = 7.0 Hz, G), 53.0 (Go), 52.9 (@), 34.8 (d,J = 129.0 Hz,
Cs), 16.9 (dJ = 6.0 Hz, G)

IR (NaCl, v en cni®) v = 3423, 2988, 2960, 1749, 1639, 1439, 1397, 18860, 1142, 1120,
1050, 1023, 978, 839, 794, 623

MS (ESI) m/z [M + HT = 357

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 379.0770 ; mesuré : 379.0764
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

109m (2R,3R)-2Hydroxy-3-(3-oxobutanoyloxy)succinate de diméthg
O O )
1)2]\3/9\9 o M = 262.21 g.mot
PP 8 Formule brute : C10H140s
10 570 Huile orange
O OH

La 2,2,6-triméthyl-1,3-dioxin-4-one (7,4 mL, 56,2mul, 1 éq.) est ajoutée a une solution de
L-tartrate de diméthyle (10 g, 56,2 mmol, 1 égqnddupara-xyléne (20 mL) sous argon. Le
mélange est porté a reflux pendant 1,5 h, refditla., puis concentré. Le résidu est purifié
par chromatographie sur colonne de silice {CliMeOH : 100/0 puis 96/4) pour conduire au
di-esterl13m (4,3 g, 22 %) sous forme d’une huile orange palanono-estet09m (8,1 g,

55 %) sous forme d’une huile orange.

Les caractéristiques du di-estet3msont indiquées plus loin.

CCM R; = 0.55 (CHCI,/MeOH : 94/6)

RMN 'H (400 MHz, CDCls;,  en ppm)3 = 5.51 (d, 1H,J = 2.4 Hz, H), 4.77 (d, 1H,
J=2.4Hz, H), 3.85 (s, 3H, k), 3.82 (s, 3H, t), 3.55 (s, 2H, k), 2.26 (S, 3H, k)

RMN *3C (100 MHz, CDCk, & en ppm)& = 199.8 (G), 172.3 (G), 171.2 (G), 167.0 (G),
73.8 (G), 70.7 (G), 53.8 (Go), 53.5 (G), 49.8 (G), 30.5 (G)

IR (NaCl, v en cni') v = 3487, 2960, 2854, 1751, 1630, 1439, 1363, 12660, 1073, 978,
948, 866, 701, 597

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 285

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 285.0586 ; mesuré : 285.0577
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

110a (R)-2-Hydroxy-2-((R)-3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxo-2,5-
dihydrofuran-2-yl)acétate de méthyle

M = 294.26 g.mot
Formule brute : Ci14H1407
Solide jaune péale

Une solution du mono-estdi09a (11,9 g, 36,47 mmol, 1 é€g.) dans du THF fraichdmen
distillé (120 mL) est ajoutée a une solution a *€8&e LIHMDS (109 mL, 1M dans du THF)
dans du THF fraichement distillé (220 mL) sous azafa réaction est agitée 1 h a -78 °C,
puis laissée remonter a t.a. pendant 2 h. Le mélabtenu est refroidi dans un bain de glace
et traité avec une solution aqueuse de HCI 2N (@4p Les deux phases sont séparées et la
phase aqueuse est extraite avec de 'EtOAc (2x200 les phases organiques réunies sont
séchées sur MgSuis concentrées. k:-hydroxyesterl10aest obtenu (10,7 g) sous forme
d’un solide jaune pale qui est engagé dans laiogestiivante sans purification.

CCM: R = 0.34 (CHCI,/MeOH : 9/1)

Point de fusion :179-181 °C

Pouvoir rotatoire : [a]2’= +132.9 ¢ 1, MeOH)

RMN *H (400 MHz, acétone-g, & en ppm)s = 7.87 (d, 2HJ = 9.0 Hz, H), 6.94 (d, 2H,
J=9.0 Hz, H), 5.27 (d, 1HJ = 1.9 Hz, H), 4.79 (d, 1HJ = 1.9 Hz, H), 3.82 (s, 3H, k),
3.80 (s, 3H, Hhb)

RMN 13C (100 MHz, acétone-g & en ppm)s = 172.4 (G), 172.3 (Gy), 170.5 (G), 159.6
(Co), 1295 (G), 123.6 (G), 114.3 (@), 102.7 (@), 78.6 (@), 69.7 (Gy), 55.5 (Go), 52.9
(C1a)

IR (KBr, vencm?) v = 3324, 3016, 2957, 2843, 2645, 1747, 1696, 16873, 1517, 1447,
1428, 1391, 1312, 1294, 1259, 1213, 1125,1032, 832,628

MS (ESI) m/z [M + H]" = 295

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 317.0637 ; mesuré : 317.0633
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

110b (R)-2-Hydroxy-2-((R)-3-hydroxy-5-oxo-4-phényl-2,5-dihydrofuran-2-
yhacétate de méthyle

M = 264.23 g.mot
Formule brute : Ci3H1204
Solide blanc

Une solution du mono-est&b9b (1,62 g, 5,47 mmol, 1 éq.) dans du THF fraichendsttllé

(18 mL) est ajoutée a une solution a -78 °C de Lib®A19,1 mL, 1M dans du THF, 3,5 éq.)
dans du THF fraichement distillé (32 mL) sous azbteréaction est agitée 1 h a -78 °C, puis
laissée remonter a t.a. pendant 2 h. Le mélangmolsst refroidi dans un bain de glace et
traité avec une solution aqueuse de HCI 2N (40 raks deux phases sont séparées et la
phase aqueuse est extraite avec de I'EtOAc (120, taLphase organique est séchée sur
MgSO, puis concentrée. Le produit brut obtenu est pupfr chromatographie sur colonne
de silice (CHCI/MeOH/AcOH : 89/10/1) pour conduire aathydroxyesterl10b (858 mg,

59 %) sous forme d’un solide blanc.

CCM: R = 0.25 (CHCI,/MeOH : 8/2)

Point de fusion :188-190 °C

Pouvoir rotatoire : [a]ZDO: +150.4 ¢ 1, MeOH)

RMN 'H (400 MHz, acétone-g, 6 en ppm)& = 7.93 (d, 2HJ = 7.4 Hz, H), 7.37 (t, 2H,
J=7.4Hz, H), 7.26 (t, 2HJ =7.4 Hz, H), 5.31 (d, 1HJ) = 1.8 Hz, H), 4.81 (d, 1H) = 1.8
Hz, H]_o), 3.82 (S, 3H, |Ib)

RMN C (100 MHz, acétone-¢, & en ppm) & = 172.2 (G-C,), 172.0 (Gy), 131.2 (@),
128.8 (G), 128.2 (G), 127.8 (G), 102.8 (G), 78.6 (G), 69.6 (Go), 52.9 (G2)

IR (KBr, v encm?) v = 3294, 3058, 3023, 2956, 2761, 1760, 1736, 16699, 1499, 1424,
1328, 1256, 1238, 1168, 1128, 1058, 1013, 883, BX3, 753, 699, 682

MS (ESI) m/z [M + H]" = 265

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 287.0532 ; mesuré : 287.0530
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

110c (R)-2-Hydroxy-2-((R)-3-hydroxy-5-oxo0-4p-tolyl-2,5-dihydrofuran-2-
yhacétate de méthyle

M = 278.26 g.mot
Formule brute : Ci14H1406
Solide jaune péale

Selon la procédure représentative de la cyclisatobieckmann par le LIHMDS décrite pour
110b, le mono-esterl09c (970 mg, 3,13 mmol, 1 éqg.) conduit arhydroxyesterl10c
(611 mg, 70 %) sous forme d’un solide jaune pale.

CCM : R = 0.30 (CHCI,/MeOH : 8/2)

Point de fusion :194-196 °C

Pouvoir rotatoire : [a>’= +147 € 0.1, MeOH)

RMN 'H (400 MHz, acétone-g, & en ppm)s = 7.81 (d, 2HJ = 8.2 Hz, H), 7.19 (d, 2H,
J=8.2 Hz, H), 5.30 (d, 1H,J = 1.8 Hz, H), 4.80 (d, 1H, = 1.8 Hz, HJ), 3.81 (s, 3H, k),
2.32 (s, 3H, Hhb)

RMN *3C (100 MHz, acétone-¢, & en ppm) & = 172.2 (GCs), 171.0 (GQ), 137.4 (G),
129.5 (G), 128.2 (G), 128.1 (G), 103.0 (G), 78.5 (G), 69.5 (G1), 52.9 (Gs), 21.2 (Go)

IR (KBr, v en cni®) v = 3534, 3459, 3183, 3035, 2982, 2954, 2917, 1783, 1714, 1668,
1518, 1419, 1389, 1341, 1311, 1268, 1215, 1146],11340, 1006, 971, 824, 803, 782, 762,
706, 692, 588

MS (ESI) m/z [M + HJ = 279

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 301.0688 ; mesuré : 301.0694
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

110d (R)-2-((R)-4-(4-Bromophényl)-3-hydroxy-5-oxo-2,5-dihydrofuran-2-yl)-2-
hydroxyacétate de méthyle

M = 343.13 g.mot
Formule brute : Ci3H11BrOg
Solide blanc

Selon la procédure représentative de la cyclisatobieckmann par le LIHMDS décrite pour
110b,le mono-estel09d (5,8 g, 15,47 mmol, 1 éq.) conduit adhydroxyesterl10d (4,2 g,
79 %) sous forme d’un solide blanc.

CCM : R = 0.40 (CHCI,/MeOH : 8/2)

Point de fusion :156-158 °C

Pouvoir rotatoire : [a]’= +14.0 ¢ 1, MeOH)

RMN 'H (400 MHz, acétone-g, & en ppm)s = 7.98 (d, 2H, = 8.8 Hz, H), 7.54 (d, 2H,
J=8.8Hz, H),5.30 (d, 1HJ = 1.8 Hz, H), 4.88 (d, 1H,) = 1.8 Hz, Hy), 3.81 (s, 3H, hb)

RMN *°C (100 MHz, acétone-g, & en ppm)s = 174.3 (G), 172.5 (Gy), 172.3 (G), 131.8
(Cy), 131.1 (G), 129.5 (G), 120.5 (G), 100.5 (G), 78.9 (G), 69.6 (Go), 52.9 (G>)

IR (KBr, v encm?) v = 3183, 2960, 2901, 1755, 1708, 1648, 1493, 14387, 1267, 1227,
1120, 1059, 991, 823, 672

MS (ESI) m/z [M - H] = 340, 342

HRMS (ESI) calculé pour [M - H] CisH1006'°Br : 340.9661 ; mesuré : 340.9660
Ci3H1006S1Br : 342.9640 ; mesuré : 342.9645
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

110e (R)-2-((R)-4-(4-Fluorophényl)-3-hydroxy-5-oxo-2,5-dihydrofuran-2-yl)-2-
hydroxyacétate de méthyle

M = 282.22 g.mot
Formule brute : Ci3H11FOs
Solide blanc cassé

Selon la procédure représentative de la cyclisatobieckmann par le LIHMDS décrite pour
110b, le mono-esterl09e (870 mg, 2,77 mmol, 1 éq.) conduit ahydroxyesterl10e
(431 mg, 55 %) sous forme d’un solide blanc cassé.

CCM: R = 0.25 (CHCI,/MeOH : 8/2)

Point de fusion :205-206 °C

Pouvoir rotatoire : [a>’= +141 € 0.1, MeOH)

RMN *H (400 MHz, acétone-d, 8 en ppm) & = 11.2 (bs, 1H, k), 7.99 (dd, 2H,) = 9.0,
5.7Hz, H), 7.15 (t, 2HJ = 9.0 Hz, H), 5.33 (d, 1HJ = 1.8 Hz, H), 4.81 (d, 1HJ = 1.8
Hz, Hio), 3.82 (s, 3H, k), 3.38 (bs, 1H, k)

RMN *°C (100 MHz, acétone-g & en ppm)& = 172.2 (Gy), 172.1 (G), 171.7 (G), 162.4
(d,J = 244.4 Hz, @), 130.0 (dJ = 8.2 Hz, G), 127.5 (dJ = 3.4 Hz, @), 115.6 (dJ = 21.2
Hz, Gs), 102.0 (GQ), 78.6 (G), 69.6 (Go), 52.9 (G))

IR (KBr, vencm?) v = 3382, 3183, 2962, 2931, 1746, 1703, 1673, 15446, 1422, 1388,
1325, 1233, 1163, 1152, 1060, 1038, 987, 841, G93, 585, 512

MS (ESI) m/z [M + H]" = 283

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 305.0437 ; mesuré : 305.0439
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

110f (R)-2-((R)-4-(4-(Benzyloxy)phényl)-3-hydroxy-5-oxo-2,5-dihybfuran-2-
yl)-2-hydroxyacétate de méthyle

M = 370.36 g.mot
Formule brute : CyoH1507
Solide brun

Selon la procédure représentative de la cyclisateobieckmann par le LIHMDS décrite pour
110b,le mono-estet09f (1,35 g, 3,35 mmol, 1 éq.) conduit adhydroxyested 10f (527 mg,
42 %) sous forme d’un solide brun.

CCM Rs = 0.40 (CHCI,/MeOH : 8/2)

Point de fusion :177-179 °C

Pouvoir rotatoire : [a]ZDO: +87 € 0.1, MeOH)

RMN *H (400 MHz, acétone-g, & en ppm)& = 7.89 (d, 2H,J = 9.1 Hz, H), 7.49 (d, 2H,
J=7.3 Hz, Hy), 7.39 (t, 2H,J = 7.3 Hz, Hy), 7.32 (t, 1H,J = 7.3 Hz, Hy), 7.03 (d, 2H,
J=9.1Hz, H),5.30 (d, 1HJ = 1.9 Hz, H), 5.15 (s, 2H, k), 4.84 (d, 1H,J = 1.9 Hz, Hy),
3.82 (s, 3H, Hh)

RMN °C (100 MHz, acétone-g, & en ppm)d = 172.3 (Gg), 172.2 (G), 170.4 (G), 158.6
(Co), 138.4 (Gy), 129.4 (G), 129.3 (Ga), 128.6 (G4), 128.4 (Go), 123.8 (G), 115.2 (G),
102.5 (G), 78.5 (G), 70.3 (Go), 69.5 (Gs), 52.9 (G7)

IR (KBr, v encm?) v = 3204, 2959, 2887, 1757, 1709, 1652, 1609, 15465, 1429, 1393,
1292, 1256, 1229, 1122, 1060, 1044, 992, 837, B24, 696, 520

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 393

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 393.0950 ; mesuré : 393.0962
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

1109 (R)-2-Hydroxy-2-((R)-3-hydroxy-4-(4-nitrophényl)-5-oxo0-2,5-
dihydrofuran-2-yl)acétate de méthyle

M = 309.23 g.mot
Formule brute : C;3H11NOg
Solide jaune

Une solution du mono-estéf9g(1,72 g, 5,04 mmol, 1 ég.) dans du THF fraichenadésttllé

(15 mL) est traitée avec du fluorure de tétrabutyteonium (7,56 mL, 1M dans le THF,
1,5 éq.) puis la solution est agitée a t.a. pentdantit. Une solution aqueuse de HCI 6N est
ajoutée ainsi que de I'ED (100 mL), la phase organique est ensuite lavée ame solution
aqueuse de HCI 6N (3x100 mL), séchée sur MgPDis concentrée sous vide. Le produit
brut obtenu est purifié par chromatographie suormoé de silice (CKClo/MeOH : 95/5 puis
80/20) pour conduire ad-hydroxyestefd10g(963 mg, 58 %) sous forme d’un solide jaune.

CCM Rs = 0.30 (CHCI,/MeOH : 8/2)

Point de fusion :décomposition a 190 °C

Pouvoir rotatoire : [a]>’= +181 € 0.1, MeOH)

RMN *H (400 MHz, acétone-g, & en ppm)& = 8.40 (d, 2HJ = 9.1 Hz, H), 8.21 (d, 2H,
J=9.1Hz, H),5.31 (s, 1H, ), 4.98 (s, 1H, k), 3.80 (s, 3H, hb)

RMN *°C (100 MHz, acétone-g, & en ppm)s = 179.6 (G), 173.0 (G), 172.4 (G,), 145.9
(Ce), 139.9 (G), 127.2 (G), 124.0 (G), 98.3 (G), 79.4 (Go), 69.9 (G), 52.9 (G>)

IR (KBr, vencm?)v=3411, 2959, 2362, 1745, 1661, 1596, 1509, 12400, 1336, 1239,
1127, 986, 857, 695

MS (ESI) m/z [M - H] = 307

HRMS (ESI) calculé pour [M - H]: 308.0406 ; mesuré : 308.0398
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

110i (R)-2-Hydroxy-2-((R)-3-hydroxy-5-o0xo0-4-(2-thiényl)-2,5-dihydrofuran-2-
yhacétate de méthyle

M = 270.26 g.mot
Formule brute : Ci11H100sS
Solide vert foncé

Selon la procédure représentative de la cyclisatobieckmann par le LIHMDS décrite pour
110b, le mono-esterl09i (820 mg, 2,71 mmol, 1 éqg.) conduit a-hydroxyester110i
(400 mg, 54 %) sous forme d’un solide vert fonce.

CCM : R = 0.40 (CHCI,/MeOH : 8/2)

Point de fusion :149-150 °C

Pouvoir rotatoire : [a>’= +106 € 0.1, MeOH)

RMN *H (400 MHz, acétone-g, 6 en ppm)& = 7.66 (dd, 1H) = 3.6, 1.2 Hz, H), 7.40 (dd,
1H,J =5.2 Hz, 1.2 Hz, ), 7.08 (dd, 1HJ = 5.2, 3.6 Hz, ), 5.42 (d, 1HJ = 1.8 Hz, H),
5.00 (d, 1HJ = 1.8 Hz, Ho), 3.81 (s, 3H, hh), 3.43 (bs, 1H, k)

RMN *°C (100 MHz, acétone-g, & en ppm)3 = 172.4 (G), 171.6 (G), 170.1 (Gy), 132.4
(Co), 127.4 (Q), 125.0 (G), 124.9 (G), 99.5 (G), 79.3 (§), 69.7 (Go), 53.0 (G»)

IR (KBr, v encm') v = 3419, 3103, 2958, 2646, 1748, 1668, 1521, 14401, 1330, 1288,
1247, 1231, 1129, 1035, 986, 704, 609

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 293

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 293.0096 ; mesuré : 293.0082
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

110j (R)-4-Hydroxy-5-((R)-1-hydroxy-2-méthoxy-2-oxoéthyl)-2-oxo-2,5-
dihydrofuran-3-carboxylate de benzyle

M = 322.27 g.mot
Formule brute : Ci5H1405
Solide blanc

Selon la procédure représentative de la cyclisal®mbieckmann par le TBAF décrite pour
110g,le mono-ested09j (12,04 g, 34 mmol, 1 éq.) conduit adhydroxyesterl10j (6,3 g,
58 %) sous forme d’un solide blanc.

CCM R; =0.20 (CHCI,/MeOH : 9/1)

Point de fusion :106-107 °C

RMN H (400 MHz, CDCls, 6 en ppm)o = 7.46-7.43 (m, 2H, §), 7.38-7.35 (m, 3H, -
Hi1), 5.39 (s, 2H, B, 5.21 (d, 1HJ = 1.6 Hz, H), 4.62 (d, 1HJ = 1.6 Hz, H>), 3.90 (s, 3H,
Hi4), 3.80 (s, 3H, hb)

RMN *3C (100 MHz, CDCL, & en ppm)& = 188.0 (G), 171.1 (Gs), 166.2 (G), 166.0 (G),
135.3 (G), 129.3 (Go-C11), 128.9 (@), 97.2 (G), 78.0 (G), 68.9 (G>), 68.6 (G), 54.3 (Ga)

IR (KBr, v encm?) v = 3498, 3207, 2939, 1775, 1739, 1691, 1629, 14831, 1270, 1175,
1128, 1052, 1030, 793, 730, 696, 586

MS (ESI) m/z [M - H] = 323

HRMS (ESI) calculé pour [M - H]: 321.0610 ; mesuré : 321.0616

183



Partie expérimentale :Synthéses chimiques

110m (R)-2-((R)-4-Acetyl-3-hydroxy-5-oxo-2,5-dihydrofuran-2-yl)-2
hydroxyacétate de méthyle

M = 230.17 g.mot
Formule brute : CoH;100;
Solide jaune péale

Selon la procédure représentative de la cyclisal®mbieckmann par le TBAF décrite pour
110g, le mono-estedl09m (2,0 g, 7,63 mmol, 1 €g.) conduit & un mélangsadiieres de
I a-hydroxyested 10m (877 mg, 50 %) sous forme d’un solide jaune pale.

CCM R; = 0.60 (CHCI,/MeOH : 9/1)

Point de fusion :120-121 °C

RMN *H (400 MHz, CDCl, 6 en ppm)& = 5.04 (d, 1H,) = 1.2 Hz, H, isomére 1), 4.93 (d,
1H,J = 1.2 Hz, H, isomére 2), 4.72 (d, 1H,= 1.2 Hz, H, isomére 2), 4.68 (d, 1H,= 1.2
Hz, Hg, isomeére 1), 3.92 (s, 3H,15lisomére 1), 3.91 (s, 3H,15l isomere 2), 2.59 (s, 3H,7H
isomeére 2), 2.57 (s, 3H,7/Hisomere 1)

RMN **C (100 MHz, CDCk, 6 en ppm)é = 197.9, 192.7, 191.3, 188.6, 175.6, 171.4, 171.0,
167.6, 101.1-98.3 (£}, 84.2-80.4 (G), 69.4-69.1 (@), 53.7 (C10), 21.3-19.9 (L

IR (KBr, v encm?) v = 3358, 3090, 2964, 2923, 1754, 1652, 1594, 15663, 1437, 1369,
1337, 1303, 1256, 1209, 1161, 1141, 1055, 1027, 9B®, 859, 758, 696, 658, 594, 538

MS (ESI) m/z [M + HJ = 231

HRMS (ESI) calculé pour [M - H]: 229.0348 ; mesuré : 229.0355
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

110n (R)-2-Hydroxy-2-((R)-3-hydroxy-4-(4-hydroxyphényl)-5-oxo-2,5-
dihydrofuran-2-yl)acétate de méthyle

M = 280.23 g.mot
Formule brute : Ci3H1,07
Solide marron

A une solution de ti-hydroxyesterl10f @70 mg, 1,27 mmol, 1 éq.) dans un mélange de
méthanol (6 mL) et DMF (2 mL) est ajouté du Pd/C%4.@63 mg). Le milieu est dégazé par
trois purges vide/argon, puis est placé sous umesgthére de H La suspension est agitée
vigoureusement pendant 20 h, 'hydrogene est retéptear de I'argon puis la solution est
filtrée sur célite. Aprés concentration, 20 mL d®Kc sont ajoutés et la phase organique est
lavée trois fois avec une solution aqueuse de HC(I® mL), séchée sur Mg3diltrée et
concentrée sous vide pour conduire @Hydroxyesterl10n (quantitatif) sous forme d’un
solide marron.

CCM R; = 0.10 (CHCI,/MeOH : 8/2)

Point de fusion :180-182 °C

Pouvoir rotatoire : [a]ZDO: +127 € 0.1, MeOH)

RMN *H (400 MHz, acétone-g, & en ppm)& = 7.78 (d, 2H, = 8.8 Hz, H), 6.85 (d, 2H,
J=8.8Hz, H),5.27 (d, 1HJ = 1.8 Hz, H), 4.78 (d, 1HJ) = 1.8 Hz, H,), 3.81 (s, 3H, hb)

RMN *3C (100 MHz, acétone-g, & en ppm)3 = 171.5 (Gy), 171.3 (G), 168.9 (G), 156.3
(Co), 128.6 (G), 121.4 (G), 114.7 (Q), 102.0 (G), 77.5 (G), 68.6 (G1), 51.9 (G2

IR (KBr, vencm') v = 3287, 2958, 1730, 1661, 1612, 1518, 1442, 13989, 1240, 1163,
1129, 1037, 989, 838

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 303

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 303.0481 ; mesuré : 303.0476
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

12f Acide 2-(4-(benzyloxy)phényl)acétique

1 3
©4\/ . M = 242.27 g.mot
. O.s 8 o Formule brute : Ci5sH1403
9 Solide blanc
10 11 OH12

Un mélange d’acide 4-hydroxyphénylacétique (2 g,143mmol, 1 €q.), de bromure de

benzyle (1,64 mL, 13,80 mmol, 1,05 éq.), d’hydroxydk potassium (1,84 g, 32,86 mmol,
2,5 éq.) et d’'iodure de sodium (40 mg, 263 umahd %) dans EtOH (60 mL) est chauffé a
reflux pendant 22 h. La réaction est laissée rdiir@i t.a. puis une solution aqueuse de HCI
3N (60 mL) est ajoutée. Le précipité formé estdillavé avec kD puis séché sous vide pour

conduire a l'acidd.12f (2,04 g, 64 %) sous forme d’un solide blanc.

CCM R; = 0.50 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)
Point de fusion :124-125 °C [(itt.'®* 124-125 °CLitt.'* 120-122 °C)

RMN 'H (400 MHz, CDCls, & en ppm) & = 7.35-7.32 (m, 5H, HH>-Hs), 7.21 (d, 2H,
J=8.5Hz, H), 6.96 (d, 2H,) = 8.5 Hz, H), 5.07 (s, 2H, k), 3.60 (s, 2H, kb)

RMN 3C (100 MHz, CDCk, & en ppm)d = 178.4 (Gy), 158.2 (G), 137.1 (G), 130.6 (G),
128.7 (G), 128.1 (G), 127.6 (G), 125.7 (G), 115.1 (G), 70.2 (G), 40.3 (Go)

IR (KBr, v encm?) v = 3025, 2906, 2866, 2666, 1688, 1613, 1512, 148@6, 1378, 1296,
1247, 1174, 1155, 1014, 917, 809, 799, 748, 726, 686, 521, 512

MS (ESI) m/z [M - HJ = 240

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 265.0841 ; mesuré : 265.0837

181 ogura K., Ito Y., Tsughihashi G®.Chem. Soc. Jpi979 52, 2013-2022.
182 Kidd D. A. A., Walker JJ. Chem. Sod.954 669-677.

186



Partie expérimentale :Synthéses chimiques

112] Acide 3-(benzyloxy)-3-oxopropanoique

O O
5 M = 194.18 g.mot

©4/\0)6J\7/E\0H 9 Formule brute : Cy0H1004
1 . Solide blanc

2

Une solution d’acide malonique (13,1 g, 126 mme@l51€q.) dans du GEN anhydre sous
argon est traitée goutte a goutte avec de la ytathine (11,2 mL, 84 mmol, 1 éq.) puis du
bromure de benzyle (10 mL, 84 mmol, 1 €q.). La tsmtuest chauffée a reflux pendant 3 h,
puis refroidie a 0 °C. Une solution aqueuse de &61% (100 mL) est ajoutée et la solution
aqueuse est extraite avec de I'EtOAc (3x70 mL). hlegses organiques réunies sont lavées
avec une solution saturée de NaHEPx75 mL). Les phases aqueuses réunies sontiaeslif
avec une solution de HCI concentrée jusqu'a pH =p@dis extraites avec du toluéne
(3x70 mL). Les phases organiques réunies sont sgchifr MgSQ puis concentrées sous
vide pour conduire a I'acidel2j (quantitatif) sous forme d’un acide blanc.

CCM R = 0.45 (CHCIl,/MeOH : 9/1)
Point de fusion :50-51 °C Litt.'®* 49-50 °C)

RMN H (400 MHz, CDCls, 6 en ppm)é = 8.81 (bs, 1H, b), 7.38 (m, 5H, Homatique}, 5.22
(s,2H, H),3.50 (s, 2H, B)

RMN *°C (100 MHz, CDCk, & en ppm) & = 170.9 (G), 167.2 (G), 135.2 (G), 129.0
(C»-Cs), 128.8 (G), 68.1 (G), 40.9 (G)

IR (KBr, ven cni®) v = 1733, 1434, 1382, 1334, 1166, 980, 902, 756, 700
MS (ESI) m/z [M + H]" = 195

HRMS (ESI) calculé pour [M + H]: 217.0477 ; mesuré : 217.0479

183 Costa M., Dalcanale E., Santos Dias F., Graifff@ipicchio A., Bigliardia L.J. Organomet. Chen2001, 619, 179-193.
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

113a (2R,3R)-2,3-Bis(2-(4-méthoxyphényl)acétoxy)succinate dendéthyle
1/02 0
3 6
A% 709 Q M = 474.46 g.mot
10/0WJ\O/ Formule brute : Co4H26010
o 0 Solide blanc

Le di-esterl13a(4,6 g, 17 %) est obtenu sous forme d’un solidmdllors de la préparation
du mono-estet09a

CCM: R =0.73 (pentane/EtOAc : 1/1)

Point de fusion :86-87 °C
Pouvoir rotatoire : [a]ZDO: +8.9 €1, CHCly)

RMN *H (400 MHz, CDCl, & en ppm) s = 7.19 (d, 4H,J = 8.4 Hz, H), 6.85 (d, 4H,
J=8.4Hz, H), 5.67 (s, 2H, k), 3.78 (s, 6H, k), 3.67 (S, 4H, k), 3.56 (S, 6H, Hb)

RMN 3C (100 MHz, CDCk, 8 en ppm)s = 170.5 (G), 166.1 (G), 158.9 (G), 130.4 (G),
125.2 (Q), 114.1 (G), 70.9 (G), 55.3 (G), 52.9 (Go), 39.8 (G)

IR (KBr, v en cm') v = 3066, 3007, 2967, 2941, 2916, 2843, 1747, 16985, 1517, 1452,
1359, 1305, 1288, 1250, 1231, 1133, 1061, 1024, &3®& 800, 777, 733, 708, 686, 522

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 497

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 497.1424 ; mesuré : 497.1406
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

1139 (2R,3R)-2,3-Bis(2-(4-nitrophényl)acétoxy)succinate de digthyle
02N1 o
2
;45 °9 0O M = 504.40 g.mot
9/O\ﬁ/7\:)ko/ Formule brute : Co2H20N2012
o) 671/\©\ Solide blanc
© NO,

Le di-esterl13g(1,91 g, 22 %) est obtenu sous forme d’un solidadlors de la synthese du
mono-estefi09g

CCM : R = 0.55 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)

Point de fusion :116-117 °C

Pouvoir rotatoire : [O(]éoz -1.9 € 1, CHCIy)

RMN 'H (400 MHz, CDCl;, & en ppm) s = 8.20 (d, 4H,J = 8.3 Hz, H), 7.47 (d, 4H,
J=8.3Hz, H), 5.71 (s, 2H, H), 3.88 (d, 1HJ = 15.7 Hz, H), 3.83 (d, 1HJ = 15.7 Hz,
Hs), 3.66 (s, 6H, k)

RMN *3C (100 MHz, CDCk, & en ppm)& = 169.0 (G), 165.8 (G), 147.5 (G), 140.3 (G),
130.5 (G), 123.9 (G), 71.2 (G), 53.2 (G), 40.3 (G)

IR (KBr, vencm?)v=3119, 3086, 2996, 2959, 2852, 1770, 1746, 16680, 1515, 1352,
1226, 1125, 1056, 971, 858, 732, 658

MS (ESI) m/z [M + H]" = 505

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 527.0914 ; mesuré : 527.0923
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

113j (2R,3R)-1,4-Diméthoxy-1,4-dioxobutane-2,3-diyl dimalonatele benzyle
©4AO °yto o M = 530.48 g.mot
NG NN Q Formule brute : CogH26012
0 O\ﬂ/\[(o Huile jaune pale
O O

Le di-esterll3) (2,22 g, 17 %) est obtenu sous forme d'une huleng pale lors de la
synthese du mono-ested9;.

CCM R = 0.75 (CHCI,/MeOH : 94/6)

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 en ppm)s = 7.35-7.26 (M, 10H, Fhmatqueh 5.78 (S, 2H, k),
5.16 (s, 4H, K, 3.74 (s, 6H, h), 3.53 (s, 4H, k)

RMN 3C (100 MHz, CDCk, & en ppm)d = 165.9 (G), 165.8 (G), 165.4 (Go), 135.4 (G),
129.0 (G), 128.9 (G), 128.7 (G), 71.6 (G), 67.8 (G), 53.6 (Gy), 41.2 (G)

IR (NaCl, v en cni') v = 3034, 2957, 1764, 1741, 1328, 1280, 1217, 11665, 994, 751,
699

MS (ESI) m/z [M + HT" = 531

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 553.1322 ; mesuré : 553.1305
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

113m (2R,3R)-2,3-Bis(3-oxobutanoyloxy)succinate de diméthyle
172yt 9 M = 346.29 g.mot
. /O\ﬁ/\ﬁ\:)J\o/ Formule brute : C14H18010
o) OW Huile jaune pale
L O O

Le di-ester113m (4,3 g, 22 %) est obtenu sous forme d'une huilengapale lors de la
synthese du mono-estEd9m

CCM R; = 0.80 (CHCI,/MeOH : 94/6)

RMN *H (400 MHz, CDCls, & en ppm)3 = 5.77 (s, 2H, k), 3.82 (s, 6H, k), 3.56 (s, 4H,
Ha), 2.26 (s, 6H, k)

RMN *C (100 MHz, CDCk, & en ppm) & = 199.5 (G), 166.0 (G), 165.9 (G), 71.5 (G),
53.6 (G), 49.8 (G), 30.4 (G)

IR (NaCl, v en cni®) v = 3501, 3005, 2954, 2853, 1768, 1718, 1631, 12888, 1398, 1364,
1345, 1242, 1140, 1065, 998, 979, 860, 774, 754, &34, 542

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 369

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 369.0798 ; mesuré : 396.0803
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

115a (2R,2'R)-3,3’-Dihydroxy-4,4’-bis(4-nitrophényl)-2,2’-bifur an-
5,5’(2H,2'H)-dione

M = 440.32 g.mot
Formule brute : CogH1o2N2O19
Solide jaune

Une solution du di-ester13g (500 mg, 0,99 mmol, 1 éq.) dans du THF fraichenakstillé

(3 mL) est traitée avec du fluorure de tétrabubgh®onium (2,98 mL, 1M dans le THF, 3 éq.)
puis la solution est agitée a t.a. pendant la tne solution aqueuse de HCI 6N est ajoutée
ainsi que de I'BO (20 mL), la phase organique est ensuite lavée ame solution aqueuse
de HCI 6N (3x20 mL), séchée sur MgSgQuis concentrée sous vide. Le produit brut obtenu
est purifié par chromatographie sur colonne desi{CHCI,/MeOH : 95/5 puis 80/20) pour
conduire au di-acidé15a(280 mg, 64 %) sous forme d’un solide jaune.

CCM: R = 0.10 (CHCI,/MeOH : 8/2)

Point de fusion :décomposition a 305 °C

Pouvoir rotatoire : [a>’= +621 € 0.1, MeOH)

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds, & en ppm) & = 8.49 (d, 4H, = 9.0 Hz, H), 8.07 (d, 4H,
J=9.0Hz, H), 459 (s, 2H, B)

RMN C (100 MHz, DMSO-d, & en ppm) & = 189.4 (G), 174.8 (G), 144.2 (G), 140.9
(Co), 123.5 (G), 122.1 (G), 89.3 (G), 76.9 (G)

IR (KBr, v en cni') v = 3452, 1708, 1596, 1571, 1505, 1434, 1331, 11882, 1023, 945,
857, 700, 679

MS (ESI) m/z [M - HT = 438

HRMS (ESI) calculé pour [M - H]: 439.0414 ; mesuré : 439.0415
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

115b (2R,2'R)-3,3’-Dihydroxy-5,5’-dioxo-2,2’,5,5-tetrahydro-2,2’-bifuran-4,4’-
dicarboxylate de dibenzyle

M = 466.39 g.mot
Formule brute : Co4H15010
Solide blanc

Selon la procédure représentative de la doublésayin de Dieckmann par le TBAF décrite
pour115a,le di-esterl13j (2,2 g, 4,15 mmol, 1 éq.) conduit au di-acidéb (1,35 g, 70 %)
sous forme d’un solide blanc.

CCM: R =0.45 (CHCI,/MeOH : 9/1)
Point de fusion :180-181 °C

RMN H (400 MHz, DMSO-ds, 8 en ppm)d = 7.47-7.32 (M, 10H, Fhmaiqueh 5.21 (S, 4H,
H-), 5.01 (s, 2H, )

RMN C (100 MHz, DMSO-d;, & en ppm)§ = 188.2 (G), 170.7 (G), 162.5 (@), 137.9
(Cg), 129.3 (Go), 128.6 (Gy), 128.4 (G), 90.8 (G), 75.8 (G), 65.0 (G)

IR (KBr, v encm?) v = 3206, 3092, 3062, 3028, 2926, 1762, 1677, 16836, 1498, 1463,
1438, 1385, 1361, 1340, 1249, 1185, 1130, 1046, B®4, 726, 695, 578

MS (ESI) m/z [M + Na = 487

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 487.0641 ; mesuré : 487.0650

193



Partie expérimentale :Synthéses chimiques

115c (2R,2'R)-4,4’-Diacétyl-3,3’-dihydroxy-2,2’-bifuran-5,5'(2H,2'H)-dione

M = 282.20 g.mot
Formule brute : CioH1¢0s
Solide blanc

Selon la procédure représentative de la doublésayin de Dieckmann par le TBAF décrite
pour115a,le di-esterl13m (2 g, 5,8 mmol, 1 €g.) conduit au di-acitie5¢c (949 mg, 58 %)
sous forme d’un solide blanc.

CCM: R =0.50 (CHCI,/MeOH : 9/1)
Point de fusion :147-148 °C

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, & en ppm)& = 6.10 (bs, 2H, ), 4.87 (s, 2H, ), 2.87 (s,
6H, Hy)

RMN C (100 MHz, DMSO-d, & en ppm)& = 191.4 (G), 189.8 (G), 170.9 (G), 98.5 (G),
77.4 (G), 26.9 (G)

IR (KBr, ven cm') v = 3064, 2949, 1758, 1673, 1600, 1446, 1385, 13283, 1174, 1034,
878, 781, 749, 723, 687, 650, 575

MS (ESI) m/z [M - H] = 281

HRMS (ESI) calculé pour [M - H]: 281.0297 ; mesuré : 281.0300
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

[EEN

17a (2)-2-(3-Hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2(51)-ylidene)acétate
de méthyle

M = 276.24 g.mot
Formule brute : Cy4H1,04
Solide jaune orangé

Une suspension dea*hydroxyesterl10a (10,7 g, 36,4 mmol, 1 éq.) et de DMAP (223 mg,
1,82 mmol, 5 mol %) dans du GEl, (160 mL) fraichement distillé est refroidie a XD puis

est traitée successivement avec de la triethylan®®3 mL, 218,2 mmol, 6 €qg.) puis,
lentement, avec de I'anhydride trifluoroacétiqug,8mL, 109,1 mmol, 3 éq.). La réaction est
agitée a t.a. pendant 16 h. La solution est alargé avec une solution aqueuse de HCl 3N
(100 mL) puis est agitée encore 1 h. Les deux phasat séparées, la phase aqueuse est
extraite avec de I'EtOAc (2x100 mL) et les phaseganiques réunies sont séchées sur
MgSQy, puis concentrées. Le produit brut obtenu esffipysar chromatographie sur colonne
de silice (cyclohexane/acétone : 90/10, 50/50 @@&/0) pour conduire a l'acidél6a
(704 mg, 7 %) sous forme d'un solide jaune et édall7a(8,3 g, 83 %) sous forme d’'un
solide jaune orangeé.

Les caractéristiques de I'acidel6asont indiquées plus loin.

CCM : R =0.30 (CHCI,/MeOH : 8/2)
Point de fusion :184-185 °C

RMN 'H (400 MHz, acétone-g, & en ppm)s = 7.89 (d, 2HJ = 9.1 Hz, H), 7.01 (d, 2H,
J=9.1Hz, H), 5.91 (s, 1H, kh), 3.84 (s, 3H, hk), 3.76 (s, 3H, hb)

RMN *°C (100 MHz, acétone-¢, & en ppm)s = 168.1 (G), 164.2 (G»), 160.8 (G), 160.5
(Cs), 153.3 (@), 130.6 (G), 121.9 (@), 114.8 (G), 106.0 (G), 95.8 (G1), 55.7 (Go), 52.1
(C13)

IR (KBr, ven cm')v = 3524, 3102, 3009, 2954, 2838, 1710, 1665, 15317, 1436, 1357,
1288, 1219, 1147, 1031, 957, 903, 836, 781, 6504, 59

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 299

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 299.0532 ; mesuré : 299.0524
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

116a (E)-2-(3-Hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2(5)-ylidene)acétate
de méthyle

M = 276,24 g.mot
Formule brute : C;4H1,05
Solide jaune

L’acide 116a (704 mg, 7 %) est obtenu sous forme d’'un solidegalors de la synthese de
l'acide11l7a

CCM : R =0.70 (cyclohexane/acétone : 1/1)
Point de fusion :159-160 °C

RMN *H (400 MHz, CDCls, & en ppm)5 = 13.15 (s, 1H, i), 8.11 (d, 2H,) = 8.6 Hz, H),
6.96 (d, 2H,) = 8.6 Hz, K), 5.98 (s, 1H, kh), 3.91 (s, 3H, k), 3.84 (s, 3H, ht)

RMN *3C (100 MHz, CDCL, & en ppm)& = 171.5 (G»), 166.6 (G), 159.9 (G), 158.7 (G),
158.2 (G), 129.5 (G), 121.4 (G), 114.1 (G), 105.6 (G), 100.2 (Gy), 55.4 (Go), 53.9 (G>)

IR (KBr, v encm?)v=3071, 2960, 2923, 2845, 2594, 1780, 1680, 16864, 1513, 1440,
1353, 1280, 1251, 1188, 1157, 1093, 1042, 927, 833

MS (ESI) m/z [M + H] = 277

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 299.0532 ; mesuré : 299.0542
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

17b (2)-2-(3-Hydroxy-5-ox0-4-phénylfuran-2(31)-ylidene)acétate de méthyle

M = 246.21 g.mot
Formule brute : Ci3H1005
Solide jaune orangé

Selon la procédure représentative de déshydratdéorite pourdl7a,l’ a-hydroxyesterl 10b
(700 mg, 2,65 mmol, 1 éqg.) conduit & l'acitle7b (410 mg, 62 %) sous forme d’'un solide
jaune orange.

CCM : Ry = 0.45 (CHCI,/MeOH : 8/2)
Point de fusion :210-212 °C

RMN *H (400 MHz, acétone-g, & en ppm)s = 7.91-7.88 (m, 2H, b, 7.47-7.42 (m, 2H,
Hg), 7.39-7.35 (m, 1H, b}, 5.95 (s, 1H, hb), 3.76 (s, 3H, hb)

RMN C (100 MHz, acétone-g, & en ppm) s = 167.8 (G), 164 (Gy), 162.1 (G), 153.1
(Cs), 129.2 (G-Co), 129.1 (G), 105.7 (G), 96.2 (Go), 52.0 (G>)

IR (KBr, v encm') v = 3230, 3100, 2961, 1771, 1702, 1661, 1641, 14304, 1373, 1257,
1215, 1184, 1136, 1026, 960, 900, 843, 786, 772, 97

MS (ESI) m/z [M + HT" = 247

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 269.0426 ; mesuré : 269.0427
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

117c (2)-2-(3-Hydroxy-5-oxo0-4p-tolylfuran-2(5H)-ylidene)acétate de méthyle

M = 260.24 g.mot
Formule brute : Ci14H;1205
Solide jaune

Selon la procédure représentative de déshydratdéonte pourll7a,l’ a-hydroxyesterl10c
(300 mg, 1,08 mmol, 1 €g.) conduit a l'acitie7c (234 mg, 83 %) sous forme d’un solide
jaune.

CCM : R = 0.45 (CHCIx/MeOH : 8/2)
Point de fusion :189-190 °C

RMN *H (400 MHz, acétone-g, & en ppm)& = 7.84 (d, 2H,J = 8.3 Hz, H), 7.25 (d, 2H,
J=8.3Hz H), 5.96 (s, 1H, Kh), 3.76 (s, 3H, H13), 2.35 (s, 3Hyd

RMN 13C (100 MHz, acétone-g & en ppm)s = 167.2 (G), 163.2 (Gy), 161.5 (G), 152.7
(Ca), 137.9 (Q), 128.8 (G), 127.8 (G), 126.1 (), 104.0 (G), 94.7 (Gy), 51.0 (Ga), 20.3
(C10)

IR (KBr, v encm?) v = 3210, 3090, 3017, 2953, 2920, 2853, 1780, 16636, 1644, 1613,
1516, 1439, 1396, 1369, 1290, 1270, 1215, 1187%,11(331, 960, 901, 838, 827, 773

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 283

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 283.0582 ; mesuré : 283.0576
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

17d (2)-2-(4-(4-Bromophényl)-3-hydroxy-5-oxofuran-2(%1)-ylidene)acétate de
méthyle

M = 325.12 g.mot
Formule brute : Cy3HoBrOs
Solide jaune orangé

Selon la procédure représentative de déshydratdéonte poudl7a,l’ a-hydroxyesterl10d
(3,54 g, 10,32 mmol, 1 éq.) conduit a l'acitlé7d (2,12 g, 63 %) sous forme d’'un solide
jaune orangé.

CCM : R =0.50 (CHCI,/MeOH : 8/2)
Point de fusion :216-218 °C

RMN *H (400 MHz, acétone-g, & en ppm)& = 8.14 (d, 2H, = 8.6 Hz, H), 7.46 (d, 2H,
J=8.6 Hz, H), 5.99 (s, 1H, hb), 3.71 (s, 3H, hb)

RMN *°C (100 MHz, acétone-g, & en ppm)d = 177.7 (G), 170.2 (G), 165.2 (Gy), 156.6
(Cs), 132.4 (Q), 131.7 (G), 128.8 (G), 119.4 (G), 96.8 (G), 93.5 (Go), 51.6 (G»)

IR (KBr, v en cm') v = 3430, 3096, 3021, 2954, 1750, 1699, 1665, 15883, 1437, 1395,
1374, 1288, 1222, 1150, 1034, 961, 903, 823

MS (ESI) m/z [M - HJ = 322, 324

HRMS (ESI) calculé pour [M - H] Cy3HgOs *Br : 322.9555 ; mesuré : 322.9550
CisHgOs>'Br : 324.9535 ; mesuré : 324.9529
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

117e (2)-2-(4-(4-Fluorophényl)-3-hydroxy-5-oxofuran-2(%1)-ylidéne)acétate de
méthyle

M = 264.21 g.mot
Formule brute : Cy3HgFOs
Solide jaune orangé

Selon la procédure représentative de déshydratd@orite pourll7a,l’ a-hydroxyesterl10e
(200 mg, 0,71 mmol, 1 €g.) conduit a l'acitie7e (139 mg, 74 %) sous forme d’un solide
jaune orangé.

CCM: R =0.45 (CHCI,/MeOH : 8/2)
Point de fusion :185-187 °C

RMN *H (400 MHz, acétone-d, 8 en ppm)d = 8.08 (dd, J = 8.9, 5.6 Hz,;H 7.18 (t, 2H,
J=8.9 Hz, H), 6.03 (s, 1H, hb), 3.75 (s, 3H, hb)

RMN *3C (100 MHz, acétone-g, 8 en ppm)s = 168.7 (G), 164.8 (G), 164.4 (Gy), 162.7
(d,J = 245.6 Hz, §), 154.2 (§), 130.5 (d,J = 7.7 Hz, G), 127.1, 115.9 (d] = 21.4 Hz, G),
102.4 (G), 95.6 (Go), 51.9 (G»)

IR (KBr, v encm?) v = 3441, 3227, 3100, 2959, 1776, 1700, 1647, 16642, 1438, 1397,
1258, 1212, 1165, 1138, 1025, 959, 902, 839, 769, 5

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 287

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 287.0332 ; mesuré : 287.0336
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

[EEN

17f (2)-2-(3-Hydroxy-4-(4-hydroxyphényl)-5-oxofuran-2(51)-ylidene)acétate
de méthyle

M = 262.21 g.mot
Formule brute : Cy3H1004
Solide rouge foncé

Selon la procédure représentative de déshydratatémmite pourll7a, un mélange de
I a-hydroxyester110n (140 mg, 0,50 mmol, 1 éq.), de DMAP (3 mg, 0,02h0ah 5 mol %),
de triethylamine (627 pL, 4,50 mmol, 9 éq.) et dairide trifluoroacétique (318 pL,
2,25 mmol, 4,5 éq.) conduit a I'acid&7f (58 mg, 44 %) sous forme d’un solide rouge foncé.

CCM R = 0.25 (CHCI,/MeOH : 8/2)
Point de fusion :202-204 °C

RMN *H (400 MHz, acétone-g,  en ppm)& = 8.04 (d, 2H, = 8.8 Hz, H), 6.85 (d, 2H,
J=8.8Hz, H), 6.13 (s, 1H, k), 3.72 (s, 3H, )

RMN *°C (100 MHz, acétone-g, & en ppm)3 = 170.0 (G), 166.7 (G), 165.1 (Gy), 157.0
(Co), 156.2 (), 129.1 (G), 123.5 (), 115.7 (G), 100.3 (G), 93.8 (G1), 51.6 (Ga)

IR (KBr, v en cm') v = 3366, 3096, 2956, 2927, 2854, 1736, 1662, 16685, 1516, 1438,
1369, 1218, 1138, 1028, 966, 906, 828, 787, 768, A3

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 285

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 285.0375 ; mesuré : 285.0380
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

1179 (2)-2-(3-Hydroxy-4-(4-nitrophényl)-5-oxofuran-2(5H)-ylidene)acétate de
méthyle

M = 291.21 g.mot
Formule brute : Ci3H9NO;
Solide jaune

Selon la procédure représentative de déshydratdéonte pourll7a,l’ a-hydroxyesterl10g
(250 mg, 0,81 mmol, 1 €q.) conduit a l'acitle7g (172 mg, 73 %) sous forme d’un solide
jaune.

CCM: R = 0.50 (CHCI,/MeOH : 8/2)
Point de fusion :décomposition a 177 °C

RMN *H (400 MHz, acétone-g, & en ppm)& = 8.53 (d, 2H, = 9.3 Hz, H), 8.14 (d, 2H,
J=9.3Hz, H),5.72 (s, 1H, hb), 3.70 (s, 3H, hb)

RMN *°C (100 MHz, acétone-g, & en ppm)3 = 178.7 (G), 171.9 (G), 166.1 (Gy), 158.8
(Cs), 144.0 (Q), 143.4 (G), 124.1 (G), 123.9 (G), 89.9 (Go), 89 .3 (G), 51.3 (G»)

IR (KBr, vencm') v = 3457, 3103, 2963, 1753, 1718, 1670, 1603, 15486, 1339, 1273,
1224, 1149, 1126, 1110, 1024, 957, 905, 851, 768, 6

MS (ESI) m/z [M - HJ = 289

HRMS (ESI) calculé pour [M - H]: 290.0301 ; mesuré : 290.0305
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

17h (2)-2-(3-Hydroxy-5-ox0-4-(2-thiényl)furan-2(5H)-ylidene)acétate de
méthyle

M = 252.25 g.mot
Formule brute : C;1HgOsS
Solide brun orangé

Selon la procédure représentative de déshydratd@orite pourl17a,l’ a-hydroxyesterl 10i
(200 mg, 0,74 mmol, 1 éq.) conduit a I'acitlerh (68 mg, 37 %) sous forme d’un solide brun
orangeé.

CCM : R =0.30 (CHCI,/MeOH : 8/2)

Point de fusion :décomposition a 217 °C

RMN *H (400 MHz, acétone-g, 6 en ppm)& = 7.61 (dd, 1H, = 3.5, 0.8 Hz, H), 7.01 (dd,
1H,J = 5.1 Hz, 0.8 Hz, k), 6.88 (dd, 1H,) = 5.1, 3.5 Hz, Ig), 5.66 (s, 1H, k), 3.64 (s, 3H,
Hi2)

RMN *°C (100 MHz, acétone-g, & en ppm)3 = 173.8 (G), 171.2 (G), 166.1 (Gy), 159.6
(Cs), 136.9 (G), 126.8 (G), 120.6 (G), 120.5 (), 90.9 (G), 90.2 (Go), 51.2 (G»)

IR (KBr, vencm')v=3422, 3102, 2951, 2851, 1744, 1708, 1668, 15889, 1458, 1437,
1354, 1286, 1233, 1203, 1183, 1124, 1023, 943, 886, 770, 687

MS (ESI) m/z [M - HJ = 250

HRMS (ESI) calculé pour [M + H]: 251.0014 ; mesuré : 251.0019
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

117i (2)-4-Hydroxy-5-(2-méthoxy-2-oxoéthylidene)-2-oxo-2;8ihydrofuran-3-
carboxylate de benzyle

M = 304.25 g.mot
Formule brute : CisH1,07
Huile marron

Selon la procédure représentative de déshydratdéorite pourll7a,l’ a-hydroxyesterl10j
(6,3 g, 20 mmol, 1 éq.) conduit a l'acidi#&7i (5,1 g, 83 %) sous forme d’'une huile marron.

CCM: R = 0.20 (CHCI,/MeOH : 9/1)

RMN *H (400 MHz, CDCl, 6 en ppm)$ = 7.42-7.30 (M, 5H, komatiquey 5.62 (S, 1H, b),
5.30 (s, 2H, H), 3.73 (s, 3H, i)

IR (NaCl, v en cni®) v = 3194, 3036, 2997, 2954, 1953, 1825, 1741, 17685, 1680, 1453,
1343, 1179, 977, 860, 800, 743, 697, 618, 583

MS (ESI) m/z [M - H] = 303

HRMS (ESI) calculé pour [M - H]: 303.0505 ; mesuré : 303.0503
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

120 (2)-2-(3-Hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2(51)-ylidene)-2-
iodoacétate de méthyle

M = 402,14 g.mot
Formule brute : Cy14H11106
Solide orange

Une solution dd.17a(2 g, 7,24 mmol, 1 éq.) dans de l'acétone (120 g&ilde I'eau (40 mL)
est traitée avec une solution de soude a 0,5 MI8lAL, 7,24 mmol, 1 €q.). La réaction est
agitée pendant 2 h a t.a. avant d’étre concentrée gide. LeN-iodosuccinimide (3,26 g,
14,48 mmol, 2 éq.), du THF fraichement distillé (2) et de l'acide acétique (1,25 mL,
21,72 mmol, 3 éq.) sont successivements ajoutés, lpusolution est chauffée a 50 °C
pendant 16 h. La réaction est laissée refroidiaapiuis est traitée avec une solution aqueuse
saturée de N&,03 (50 mL) et de I'EtOAc (50 mL). La phase aqueusees$raite avec de
'EtOAc (2x50 mL) et les phases organiques réursest seéchées sur MgsQouis
concentrées. Le produit brut obtenu est purifié glamomatographie sur colonne de silice
(cyclohexane/ChkLl, : 80/20 a 50/50) pour conduire au produit id@® (1,63 g, 50 %) sous
forme d’'un solide orange.

CCM : R = 0.45 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)
Point de fusion :174-175 °C

RMN *H (400 MHz, CDCls, 3 en ppm)5 = 13.18 (s, 1H, k), 8.09 (d, 2H,J = 9.1 Hz, H),
6.95 (d, 2H,) = 9.1 Hz, H), 3.98 (s, 3H, k), 3.84 (s, 3H, kb)

RMN 3C (100 MHz, CDCk, & en ppm)d = 168.9 (Gy), 165.2 (G), 160.2 (G), 159.9 (G),
156.2 (G), 129.5 (G), 121.4 (G), 114.1 (Q), 107.0 (G), 69.6 (Gy), 55.9 (G3), 55.4 (Go)

IR (KBr, vencm') v = 3018, 2952, 2838, 2521, 1773, 1673, 1583, 15484, 1439, 1367,
1294, 1252, 1184, 1064, 1024, 941, 896, 836, 806, 77

MS (ESI) m/z [M - HT = 400

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 424.9498 ; mesuré : 424.9493
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

122a (E)-2-(3-Hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2(5)-ylidene)-2-
phénylacétate de méthyle (acide pinastrique)

M = 352,34 g.mot
Formule brute : CyoH1606
Solide jaune orangé

Pour cette manipulation, tous les solvants sontadég, et & chaque ajout d’'un réactif le
milieu est mis alternative sous vide et sous argon.

A une solution del20 (150 mg, 0,373 mmol, 1 éq.) dans du THF (19 mu)t sajoutés
successivement du Pd@Ph), (13 mg, 0,019 mmol, 5 mol %), une solution de
phénylpinacolborane (114 mg, 0,559 mmol, 1,5 égr)sddu THF (7 mL) puis une solution
agqueuse de N@0; 2M (8,2 mL). La réaction est ensuite portée auseflendant 2 h. Apres
retour a t.a., D (5 mL) puis une solution aqueuse de HCI 3N (3 st ajoutés. La phase
agueuse est extraite avec de I'EtOAc (3x50 mLeefphases organiques réunies sont séchées
sur MgSQ puis concentrées. Le produit brut obtenu est jguphr chromatographie sur
colonne de silice (cyclohexane/EtOAc : 80/20) poamduire a lI'acidel22a (106 mg, 81 %)
sous forme d’un solide jaune orangé.

CCM : R = 0.40 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)
Point de fusion :204-205 °C [(itt.%* 207-209 °CLitt.#? 192-192.5 °C)

RMN H (400 MHz, CDCl, & en ppm) s = 8.14 (d,J = 8.9 Hz, 2H), 7.45-7.40 (m, 3H),
7.30-7.25 (m, 2H), 6.98 (d,= 8.9 Hz, 2H), 3.89 (s, 3H), 3.86 (s, 3H).

RMN **C (100 MHz, CDCk, 6 en ppm)é = 171.7, 166,1, 159.6, 158.6, 155.0, 132.1, 130.0,
129.4, 128.5, 128.1, 121.6, 115.2, 113.9, 105.38,58!.3.

IR (KBr, v encm?) v = 3745, 3018, 2959, 2841, 2535, 1772, 1674, 16604, 1493, 1441,
1370, 1308, 1278, 1254, 1189, 1063, 1024, 959, 805, 700

MS (ESI) m/z [M + H]" = 353

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 375.0845 ; mesuré : 375.0845
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

122b (E)-2-(3-Hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2(5)-ylidene)-2-(3-
hydroxyphényl)acétate de méthyle

M = 368,34 g.mot
Formule brute : CyoH1607
Solide jaune

Selon la procédure représentative du couplagetdgmoourl22a,120 (150 mg, 0,373 mmol,
1 éq.) et l'ester pinacolique de Il'acide 3-hydrox§pylboronique (123 mg, 0,559 mmoaol,
1,5 ég.) conduisent a I'acid22b (100 mg, 73 %) sous forme d’un solide jaune.

CCM : R; = 0.65 (EtOAC)

Point de fusion :180-181 °C

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 en ppm)s = 13.56 (s, 1H, k), 8.12 (d, 2H,J = 9.1 Hz, H),
7.27 (t, 1HJ = 7.9 Hz, Hg), 6.97 (d, 2H,J = 9.1 Hz, H), 6.86 (ddd, 1HJ = 7.9, 2.4, 0.9 Hz,
Hig), 6.81 (ddd, 1H) = 7.9, 1.6, 0.9 Hz, k), 6.74 (dd, 1H,) = 2.4, 1.6 Hz, hk), 3.87 (s, 3H,
Hi3), 3.85 (s, 3H, ht)

RMN *°C (100 MHz, CDCk, & en ppm)& = 171.7 (G,), 166.4 (G), 159.7 (G), 158.7 (G),
155.4 (Gy), 155.1 (G), 133.5 (Gs), 129.5 (G, Cig), 122.6 (Gp), 121.7 (G), 117.2 (Gy),
115.8 (Gg), 115.0 (Gy), 114.1 (G), 105.5 (G), 55.4 (Go), 54.5 (Ga)

IR (KBr, ven cm') v = 3366, 2958, 2839, 2408, 1746, 1671, 1600, 14439, 1374, 1310,
1280, 1254, 1182, 1070, 838

MS (ESI) m/z [M + HT" = 369

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 391.0794 ; mesuré : 391.0793
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

122c (E)-2-(4-Chlorophényl)-2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphéni)-5-oxofuran-
2(5H)-ylidéne)acétate de méthyle

M = 386,78 g.mot
Formule brute : CyoH15ClOg
Solide jaune foncé

Selon la procédure représentative du couplagetdgmoourl22a,120 (200 mg, 0,497 mmol,
1 éq.) et I'ester pinacoligue de Il'acide 4-chlorépylboronique (178 mg, 0,746 mmol,
1,5 ég.) conduisent a I'acid®2c(115 mg, 60 %) sous forme d’un solide jaune orangé

CCM : R =0.35 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)

Point de fusion :155-156 °C

RMN *H (400 MHz, CDCl;, & en ppm)& = 13.50 (s, 1H, i), 8.12 (d, 2HJ = 9.2 Hz, H),
7.39 (d, 2HJ = 8.6 Hz, H), 7.20 (d, 2H, = 8.6 Hz, Hg), 6.97 (d, 2HJ = 9.2 Hz, 1), 3.88
(s, 3H, Ha), 3.85 (s, 3H, hb)

RMN *3C (100 MHz, CDCk,  en ppm)é = 171.4 (G»), 166.0 (G), 159.8 (G), 158.5 (G),
155.4 (G), 134.8 (Gg), 131.5 (Gg), 130.6 (Gs), 129.5 (G), 128.5 (G7), 121.6 (G), 114.1
(Cg), 114.0 (Gy), 105.7 (G), 55.4 (Go), 54.6 (G3)

IR (KBr, v en cm') v = 3060, 2961, 2935, 2840, 2510, 1777, 1681, 16603, 1477, 1435,
1373, 1314, 1297, 1276, 1247, 1183, 1091, 10618,1966, 901, 838, 580

MS (ESI) m/z [M + HT" = 387

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 409.0455 ; mesuré : 409.0454
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

122d (E)-2-(3-Hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2(5)-ylidene)-2-(3-
(trifluorométhyl)phényl)acétate de méthyle

M = 420,34 g.mot
Formule brute : Cy1H15F:06
Solide jaune orangé

Selon la procédure représentative du couplagetdgmoourl22a,120 (166 mg, 0,414 mmol,
1éq.) et l'ester pinacolique de l'acide 3-(triffométhyl)phénylboronique (169 mg,
0,621 mmol, 1,5 éq.) conduisent a I'ac#2d (111 mg, 64 %) sous forme d’un solide jaune
orangeé.

CCM R; = 0.35 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)

Point de fusion :172-173 °C

RMN *H (400 MHz, CDCls,  en ppm)& = 13.53 (s, 1H, i), 8.12 (d, 2H,) = 9.2 Hz, H),
7.65 (d, 1HJ = 8.0 Hz, Hg), 7.54 (t, 1H,J = 8.0 Hz, Hy), 7.52 (s, 1H, k), 7.45 (d, 1H,
J =8.0 Hz, Hy), 6.97 (d, 2H,J = 9.2 Hz, ), 3.88 (s, 3H, k), 3.85 (s, 3H, hb)

RMN *°C (100 MHz, CDCk, & en ppm)& = 171.7 (G,), 165.9 (G), 159.9 (G), 158.4 (G),
155.9 (G), 133.6 (Gg), 133.0 (Gs), 130.8 (g,J = 32.2 Hz, Gy), 129.6 (G), 128.9 (Gy),
126.9 (qJ = 3.8 Hz, G¢), 125.5 (gJ = 3.8 Hz, Gg), 124.0 (qJ) = 272.2 Hz, Gy), 121.5 (G),
114.1 (G), 113.6 (Gy), 105.8 (G), 55.4 (Go), 54.6 (G3)

IR (KBr, v encm') v = 3084, 3011, 2956, 2840, 2554, 1772, 1678, 16603, 1445, 1415,
1371, 1336, 1305, 1247, 1184, 1160, 1105, 1068, 833

MS (ESI) m/z [M + HT = 421

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 443.0718 ; mesuré : 443.0723
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

122e (E)-2-(3-Hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2(5)-ylidene)-2-(2-
(trifluorométhyl)phényl)acétate de méthyle

M = 420,34 g.mot
Formule brute : Cy1H15F:06
Solide jaune orangé

Selon la procédure représentative du couplagetdgmoourl22a,120 (200 mg, 0,497 mmol,
1éqg.) et l'ester pinacolique de lacide 2-(triffaméthyl)phénylboronique (203 mg,
0,746 mmol, 1,5 éq.) conduisent a l'acitd#2e (167 mg, 80 %) sous forme d’un solide jaune
orangeé.

CCM R =0.70 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)

Point de fusion :183-184 °C

RMN *H (400 MHz, CDCls,  en ppm)& = 13.51 (s, 1H, i), 8.13 (d, 2H,) = 9.1 Hz, H),
7.74 (d, 1HJ = 7.6 Hz, Hy), 7.60 (t, 1HJ = 7.6 Hz, Hg), 7.53 (t, 1H,J = 7.6 Hz, Hg), 7.29
(d, 1H,J = 7.6 Hz, By), 6.97 (d, 2H,J = 9.1 Hz, H), 3.85 (s, 3H, hb), 3.82 (s, 3H, k)
RMN *°C (100 MHz, CDCk, & en ppm)& = 171.1 (G,), 165.8 (G), 159.8 (G), 158.2 (G),
155.6 (G), 132.0 (Go), 131.7 (Gp), 130.7 (Gs), 129.5 (G), 129.1 (Gg et q,d = 29.9 Hz,
Cie), 126.5 (9.J = 4.8 Hz, G), 124.0 (gJ = 273.3 Hz, Gy, 121.6 (G), 114.1 (G), 112.2
(C11), 105.6 (G), 55.4 (Go), 54.4 (G3)

IR (KBr, vencm')v=3023, 2961, 2842, 2617, 1785, 1680, 1621, 16644, 1441, 1314,
1280, 1256, 1190, 1159, 1121, 1075, 1057, 941, BB®,

MS (ESI) m/z [M + HT = 421

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 443.0718 ; mesuré : 443.0711
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

122f (E)-2-(4-Acétylphényl)-2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphénl-5-oxofuran-
2(5H)-ylidéene)acétate de méthyle

M = 394,37 g.mot
Formule brute : Cy,H150;
Solide jaune

Selon la procédure représentative du couplagetdmoourl22a,120 (200 mg, 0,497 mmol,
1 éq.) et l'ester pinacolique de l'acide 4-acétgipyiboronique (184 mg, 0,746 mmol,
1,5 ég.) conduisent a I'acid®2f (98 mg, 50 %) sous forme d’un solide jaune.

CCM : R; = 0.45 (EtOAc)

Point de fusion :179-180 °C

RMN *H (400 MHz, CDCls;, & en ppm)& = 13.49 (s, 1H, i), 8.12 (d, 2HJ = 9.0 Hz, H),
8.00 (d, 2H,J = 8.8 Hz, H7), 7.37 (d, 2H,) = 8.8 Hz, H), 6.97 (d, 2H,) = 9.0 Hz, H), 3.87
(s, 3H, Hs), 3.84 (s, 3H, k), 2.64 (s, 3H, k)

RMN **C (100 MHz, CDCk, & en ppm)& = 197.5 (Gg), 171.0 (G»), 165.7 (G), 159.6 (G),
158.2 (G), 155.3 (G), 136.8 (Gs), 136.7 (Gg), 130.3 (Ge), 129.3 (G), 128.0 (G7), 121.4
(Co), 113.9 (@), 105.6 (G1), 55.2 (Go), 54.4 (G3), 26.6 (Go)

IR (KBr, v en cm') v = 3007, 2954, 2936, 2841, 2552, 1778, 1680, 16625, 1444, 1362,
1306, 1275, 1250, 1180, 1065, 958, 938, 302, 839, 7

MS (ESI) m/z [M + HT" = 395

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 417.0950 ; mesuré : 417.0953
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

1229 (E)-2-(3-Hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2(5l)-ylidene)-2-(3-
thiényl)acétate de méthyle

M = 358,37 g.mot
Formule brute : CigH1406S
Solide jaune

Selon la procédure représentative du couplagetdgmoourl22a,120 (200 mg, 0,497 mmol,
1 éq.) et l'ester pinacolique de l'acide 3-thiémylimique (157 mg, 0,746 mmol, 1,5 éq.)
conduisent a I'acid&22g(110 mg, 61 %) sous forme d’un solide jaune.

CCM R = 0.50 (EtOAC)

Point de fusion :195-196 °C

RMN H (400 MHz, CDClg, 6 en ppm)d = 13.46 (s, 1H, i), 8.13 (d, 2HJ = 9.1 Hz, H),
7.40 (dd, 1HJ = 3.0, 1.3 Hz, k), 7.33 (dd, 1H,) = 5.0,3.0 Hz, H), 7.11 (dd, 1H, = 5.0,
1.3 Hz, Hg), 6.97 (d, 2HJ = 9.1 Hz, H), 3.92 (s, 3H, ht), 3.84 (s, 3H, hb)

RMN C (100 MHz, CDCk, 8 en ppm)é = 171.6 (Gy), 166.2 (Q), 159.7 (G), 158.8 (Q),
154.7 (G), 131.1 (Gs), 129.6 (Gg), 129.5 (G), 127.5 (Ge), 124.6 (G7), 121.8 (@), 114.1
(Cg), 110.6 (Gy), 105.5 (@), 55.4 (Go), 54.5 (G3)

IR (KBr, v encm') v = 3101, 3013, 2961, 2934, 2837, 2540, 1767, 16397, 1516, 1439,
1416, 1363, 1309, 1275, 1253, 1189, 1066, 1025, 8301, 845, 809, 778

MS (ESI) m/z [M + HT" = 359

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 381.0409 ; mesuré : 381.0402

212



Partie expérimentale :Synthéses chimiques

122h (E)-2-(3-Furanyl)-2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5exofuran-2(5H)-
ylidéne)acétate de méthyle

M = 342,30 g.mot
Formule brute : CigH1407
Solide orange

Selon la procédure représentative du couplagetdgmoourl22a,120 (200 mg, 0,497 mmol,
1 éq.) et l'ester pinacolique de l'acide 3-furardroque (145 mg, 0,746 mmol, 1,5 éq.)
conduisent a l'acid&22h (105 mg, 61 %) sous forme d’un solide orange.

CCM : Ry = 0.45 (EtOAC)

Point de fusion :178-179 °C

RMN H (400 MHz, CDClg, 6 en ppm)d = 13.32 (s, 1H, i), 8.12 (d, 2HJ = 9.1 Hz, H),

7.73 (dd, 1H,J = 1.6, 0.8 Hz, k), 7.46 (dd, 1H,J = 1.9, 1.6 Hz, k), 6.96 (d, 2H,
J=9.1Hz, H), 6.64 (dd, 1HJ = 1.9, 0.8 Hz, kb), 3.98 (s, 3H, hk), 3.84 (s, 3H, hb)

RMN C (100 MHz, CDCk, 8 en ppm)é = 171.3 (Go), 166.1 (Q), 159.6 (G), 158.8 (Q),

153.7 (@), 144.5 (Ge), 142.3 (Gy), 129.5 (G), 121.8 (G), 116.4 (Gs), 114.0 (G), 112.5
(Cig), 107.5 (Gy), 105.3 (@), 55.4 (Go), 54.5 (Gy)

IR (KBr, vencm') v = 3143, 3018, 2962, 2842, 2557, 1766, 1677, 15974, 1440, 1314,
1289, 1272, 1254, 1188, 1167, 914, 845, 814, 746

MS (ESI) m/z [M + HT" = 343

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 365.0637 ; mesuré : 365.0639
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

122i (E)-2-(2-Furanyl)-2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5exofuran-2(5H)-
ylidéne)acétate de méthyle

M = 342,30 g.mot
Formule brute : CigH1407
Solide orange

Pour cette manipulation, tous les solvants sontadég, et a chaque ajout d’'un réactif le
milieu est mis alternative sous vide et sous argon.

A un mélange del20 (100 mg, 0,249 mmol, 1 éq.), d’acide 2-furanbogori (34 mg,
0,298 mmol, 1,2 éq.) et desRO, (158 mg, 0,746 mmol, 3 éq.) dans du dioxane (1,3 @b
de l'eau (250 ulL) est ajouté du Pd(RRH12 mg, 0,01 mmol, 4 mol %). La réaction est
chauffée a 90 °C pendant 22 h. Apres retour a3.ml. d’eau, 1 mL d’une solution aqueuse
de HCI 3N et 5 mL de EtOAc sont ajoutés. La phasgmique est séchée sur MgSauis
concentrée. Le produit brut obtenu est purifié plaromatographie sur colonne de silice
(cyclohexane/EtOAc/CHCl, : 30/60/10) pour conduire a I'acide22i (30 mg, 35 %) sous
forme d’un solide orange.

CCM R = 0.40 (EtOAc)

Point de fusion :152-153 °C

RMN *H (400 MHz, CDCl;, 6 en ppm)& = 13.03 (s, 1H, ), 8.13 (d, 2H,J = 9.1 Hz, H),
7.54 (dd, 1HJ) = 1.8, 0.7 Hz, k), 6.97 (d, 2H,) = 9.1 Hz, H), 6.73 (dd, 1H, = 3.4, 0.7 Hz,
Hig), 6.52 (dd, 1H,) = 3.4, 1.8 Hz, k), 3.97 (s, 3H, k), 3.85 (s, 3H, hb)

RMN *3C (100 MHz, CDCk, & en ppm)& = 171.0 (G»), 166.0 (G), 159.8 (G), 158.6 (G),
154.1 (G), 144.4 (Gs), 143.7 (Ge), 129.6 (G), 121.7 (@), 115.1 (Gg), 111,5 (Gy), 105.9
(Ca), 55.4 (Go), 54.6 (G»)

IR (KBr, v en cm') v = 3130, 3022, 2960, 2847, 2503, 1767, 1678, 16643, 1514, 1472,
1439, 1368, 1311, 1280, 1255, 1185, 1065, 1026, 90W 756, 581

MS (ESI) m/z [M + HT" = 343

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 365.0637 ; mesuré : 365.0641
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

[EEN
»

Pipérazine-1-carboxylate ddert-butyle

J< M = 186.25 g.mot
zﬁN Formule brute : CoH1gN»O,
1 HN Solide blanc

Une solution de pipérazine (2 g, 23,22 mmol, 2 éans du CECl, (58 mL) a 0 °C sous
argon est traitée goutte a goutte avec une sola®dicarbonate de dert-butyle (2,53 g,
11,61 mmol, 1 éq.) dans du gEl, (23 mL). La réaction est agitée a 0 °C pendanplih le
précipité obtenu est filtré. Le filtrat est alorencentré et le résidu est repris dangH
(35 mL). Le solide insoluble est filtré et le fdtragueux est saturé aveedO; avant d'étre
extrait avec BO (3x30 mL). Les phases organiques réunies somesécsur MgS©Opuis
concentrées sous vide pour conduire au carbdr?8¢1,55 g, 71 %) sous forme d’un solide
blanc.

CCM : R = 0.65 (CHCI,/MeOH : 8/2)

Point de fusion :44-45 °C Litt.'** 45-46 °C Litt.'®° 47-49 °C)

RMN 'H (400 MHz, CDCl;, & en ppm)s = 7.87 (d, 2H,J = 9.0 Hz, H), 6.94 (d, 2H,
J=9.0Hz, H), 5.27 (d, 1H,) = 1.9 Hz, K), 4.79 (d, 1H,J = 1.9 Hz, H,), 3.82 (s, 3H, Hb),
3.80 (s, 3H, Hb)

RMN *3C (100 MHz, CDCk,  en ppm)& = 154.9 (G), 79.6 (G), 46.0 (G-C3), 28.5 (G)

IR (KBr, v encm?) v = 3325, 3005, 2978, 2945, 2867, 2822, 2803, 27894, 1474, 1460,
1426, 1341, 1290, 1263, 1245, 1173, 1145, 11273,10868, 1004, 859, 845, 811, 771, 567

MS (ESI) m/z [M + HJ = 187

HRMS (ESI) calculé pour [M + H]: 187.1447 ; mesuré : 187.1448

164 Bradbury B. J., Baumgold J., Paek R., KammulaZimmet J., Jacobson K. A. Med. Cheml991, 34, 1073-1079.
185 Meurer L. C., Tolman R. L., Chapin E. W., Sapérst., Vicario P. P., Zrada M. M., MacCoss 8.Med. Chem1992
35, 3845-3857.
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

127 (E)-4-(2-(3-Hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-oxofuran-2§H)-ylidene)-2-(4-
methoxyphényl)acétyl)pipérazine-1-carboxylate déert-butyle

M = 536.57 g.mot
Formule brute : CogH35N>05

19<\L_> Solide jaune

La 3,6-bis(4-méthoxyphényl)furo[3,2-b]furan-2,5-de@125 (1,32 g, 3,76 mmol, 1 éq.) est
ajoutée a une solution de carbamb2é (0,7 g, 3,76 mmol, 1 éqg.) dans CHC40 mL), puis

le mélange réactionnel est chauffé a reflux pentnuit. La solution orangée obtenue est
refroidie avant d’étre filtrée puis concentrée swige. L'amidel127 (2.1 g) est obtenu sous
forme d’un solide jaune et est engagé dans laiofastivante sans purification.

CCM : R = 0.15 (EtOAc)

Point de fusion :155-157 °C

RMN 'H (400 MHz, CDCl, & en ppm) & = 8.00 (d, 2H,J = 8.9 Hz, H), 7.44 (d, 2H,
J =8.8 Hz, H3), 6.93 (d, 2H, = 8.8 Hz, H,), 6.90 (d, 2HJ = 8.9 Hz, H), 3.85 (s, 3H, ht),
3.80 (s, 3H, Hb), 3.76 (bs, 2H, kb ou Hy), 3.50 (bs, 2H, kb ou Hy), 3.16 (bs, 2H, kb ou
Hog), 3.13 (bs, 2H, kb ou Hp), 1.42 (S, 9H, kb)

RMN **C (100 MHz, CDCk, & en ppm)& = 170.0 (Gg), 167.3 (G), 160.1 (Gs), 159.4 (G),
159.3 (G), 154.3 (G), 145.0 (G), 130.8 (G3), 129.3 (G), 125.0 (Gy), 121.7 (@), 116.1
(C1a), 114.5 (G4), 113.9 (G), 105.1 (G), 80.8 (Gy), 55.5 (Ge), 55.2 (Go), 47.6, 43.4, 43.2
(C19-Co0), 28.4 (Gy)

IR (KBr, vencm')v=3421, 2971, 2937, 2840, 1754, 1696, 1647, 16@61, 1513, 1465,
1438, 1367, 1304, 1288, 1250, 1162, 1142, 1023),1988, 844, 771, 657, 565, 537

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 559

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 559.2056 ; mesuré : 559.2048
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

128 2,2,2-Trifluoroacétate €)-4-(2-(3-hydroxy-4-(4-méthoxyphényl)-5-
oxofuran-2(5H)-ylidene)-2-(4-méthoxyphényl)acétyl)pipérazin-1-im

M = 550.48 g.mot
Formule brute : CosH24N206.CHF02
Solide jaune

()

19 NHz CF;co,

L’amide 127 (brut, 3,76 mmol) est introduit dans du £Hp (30 mL) et de lacide
trifluoroaceétique (15 mL) est ajouté. La soluticamge foncé obtenue est agitée pendant 1 h a
t.a. Ensuite, la solution est concentrée sous pids reprise dans un mélangeQAdioxane
(1/1, 60 mL) et lyophilisée pour conduire au $2B (1,71 g, 82 %) sous forme d’un solide
jaune.

CCM : R = 0.50 (CHCI,/MeOH : 8/2)

Point de fusion :décomposition a 290 °C

RMN 'H (400 MHz, MeOD, & en ppm)& = 7.69 (d, 2H,J = 8.9 Hz, H), 7.62 (d, 2H,
J =8.7 Hz, Ha), 7.02 (d, 2HJ = 8.9 Hz, H), 6.98 (d, 2HJ = 8.7 Hz, H.), 4.00 (t, 2H,
J=5.1 HZ, Hg), 3.84 (s, 3H, ht), 3.82 (s, 3H, k), 3.71 (t, 2H,J = 5.1 Hz, Hg), 3.32 (t,
2H,J = 5.1 Hz, Hg), 3.13 (t 2HJ = 5.1 Hz, Hg)

RMN *C (100 MHz, MeOD, 8 en ppm)& = 170.8 (G), 168.3 (G,), 165.0 (G), 161.8 (G),
160.5 (Gs), 142.2 (@), 131.8 (G), 130.6 (Gs), 125.3 (G), 123.0 (G»), 115.9 (Gy), 115.5

(Ce), 115.0 (Gs), 103.5 (G), 56.0 (Go), 55.8 (Ge), 44.6 (Gg), 44.1 (G), 43.8 (G), 39.5
(Cuo)

IR (KBr, v encm') v = 3448, 3002, 2840, 2483, 1752, 1676, 1604, 15592, 1464, 1442,
1285, 1252, 1185, 1147, 1028, 998, 925, 837, 728, 392

MS (ESI) m/z [M + HT = 437

HRMS (ESI) calculé pour [M + H]: 437.1713 ; mesuré : 437.1708
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

137a 5-Benzylidéne-4-hydroxy-3-(4-méthoxyphényl)furan-gH)-one

M = 294.30 g.mot
Formule brute : Ci1gH1404
Solide jaune

Une solution de I'éthet79c (200 mg, 0,48 mmol, 1 éq.) dans du THF fraichenustillé

(2 mL) est ajoutée goutte a goutte a une solugédmidie a -78 °C de LIHMDS (1,7 mL, 1M
dans du THF, 3,5 ég.) dans du THF fraichementlidigh mL) sous azote. La réaction est
agitée pendant 1 h a -78 °C, puis laissée remanter. pendant 1 h. Le mélange obtenu est
refroidi dans un bain de glace et traité avec wietisn aqueuse de HCI 3N (15 mL). Les
deux phases sont séparées et la phase aqueusé¢rast avec de 'O (30 mL), la phase
organique est séchée sur MgSfdis concentrée sous vide. Le produit brut ob&sturepris
dans une petite quantité dxEx et une filtration sur fritté (porosité 4) condaitun mélange
d’'isoméresZ etE de la pulvinond.37a(86 mg, 62 %) sous forme d’un solide jaune.

CCM : R = 0.35 (cyclohexane/acétone : 1/1)

Point de fusion :230-231 °C (isomerg: Litt.}*°219-222 °CLitt.%® 223-226 °C)

IR (KBr, vencm?) v=3002, 2937, 2833, 2619, 1893, 1704, 1631, 16673, 1515, 1494,
1449, 1424, 1402, 1346, 1332, 1310, 1291, 12532,11857, 1130, 1101, 1037, 998, 920,
872, 831, 747, 690, 655, 613, 571, 532

MS (ESI) m/z [M + H] = 295

Isomere Z :

RMN 'H (400 MHz, acétone-d, & en ppm)d = 10.97 (bs, 1H, k), 7.94 (d, 2H,) = 8.8 Hz,
H7), 7.82 (d, 2HJ = 7.4 Hz, H3), 7.48-7.32 (m, 3H, K-His), 7.01 (d, 2HJ = 8.8 Hz, H),
6.59 (s, 1H, Hh), 3.83 (s, 3H, hb)

Isomere E :

RMN *H (400 MHz, acétone-d, & en ppm)& = 10.97 (bs, 1H, i), 7.71 (d, 2H,) = 7.4 Hz,

His), 7.64 (d, 2H,J = 8.8 Hz, H), 7.48-7.32 (m, 3H, H-His), 7.00 (d, 2H,J = 8.8 Hz, H),
6.82 (s, 1H, Hh), 3.83 (s, 3H, hb)
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

137b 5-Benzylidene-4-hydroxy-3-phénylfuran-2(%l)-one

M = 264.28 g.mot
Formule brute : Cy7H1,03
Solide jaune

Selon la procédure représentative de formatiorpdesnones décrite pour37a,l'éther 179d
(300 mg, 0,76 mmol, 1 €g.) conduit & un mélangsotiere<Z et E de la pulvinonel37b
(70 mg, 35 %) sous forme d’'un solide jaune.

CCM : R = 0,20 (cyclohexane/acétone : 1/1)
Point de fusion :251-252 °C (isomérg: Litt.'*? 250-254 °C, isomére: Litt.'*? 185-187 °C)
Isomere Z :

RMN *H (400 MHz, acétone-d,  en ppm)s = 7.94 (d, 2H,J = 7.3 Hz, H), 7.81 (d, 2H,
= 7.4 Hz, Hy), 7.47-7.30 (m, 6H, HHg-H13-H14), 6.62 (s, 1H, hb)

Isomere E :

RMN H (400 MHz, acétone-d, 6 en ppm)& = 7.70 (d, 2H,) = 7.4 Hz, H), 7.66 (d, 2H)
= 7.2 Hz, Hy), 7.47-7.30 (m, 6H, HHg-H15-H14), 6.85 (s, 1H, k)
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

137c 5-Benzylidéne-4-hydroxy-3-(3-méthoxyphényl)furan-gH)-one

M = 294.30 g.mot
Formule brute : Ci1gH1404
Solide jaune

Selon la procédure représentative de formatiorpdesnones décrite pour37a,l’éther 179e
(300 mg, 0,70 mmol, 1 ég.) conduit a un mélangsotieresZ et E de la pulvinonel37c
(74 mg, 36 %) sous forme d’'un solide jaune.

CCM : R =0,20 (cyclohexane/acétone : 1/1)

Point de fusion :223-224 °C (isomerg: Litt.''?225-229 °C, isomere: Litt.'*? 162-164 °C)

IR (KBr, vencm?) v=3354, 3071, 3005, 2964, 2941, 2837, 2643, 11637, 1628, 1577,
1485, 1450, 1417, 1402, 1335, 1311, 1292, 1254312837, 1125, 1095, 1049, 1019, 990,
922, 873, 785, 745, 688, 670, 575

MS (ESI) m/z [M + H]" = 295

Isomere Z :

RMN *H (400 MHz, acétone-g, & en ppm)d = 7.70 (d, 2H,) = 8.8 Hz, Hs), 7.48-7.34 (m,
6H, H-Hio-H11-Hig-H17), 6.90 (d, 1H,) = 7.2 Hz, H), 6.63 (s, 1H, k), 3.82 (s, 3H, k)

RMN *°C (100 MHz, acétone-g, & en ppm) s = 167.3 (G), 161.0 (G), 159.6 (G), 142.3
(Cs), 133.0 (G), 130.7 (), 130.2 (Gs), 129.2 (G7), 128.8 (Gg), 120.2 (Gy), 113.4 (G),
113.1 (G), 107.1 (Ga), 101.9 (G), 54.5 (G2)

Isomere E :

RMN *H (400 MHz, acétone-@, & en ppm)d = 7.53 (d, 2H,) = 7.6 Hz, Hg), 7.48-7.34 (m,
6H, H-Hio-H11-Hie-H17), 7.23 (d, 1H,) = 7.6 Hz, H), 6.85 (s, 1H, k), 3.82 (s, 3H, k)
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

137d 5-Benzylidene-3-(4-bromophényl)-4-hydroxyfuran-2(bl)-one

M = 343.17 g.mot
Formule brute : C;7H1:,BrO3
Solide jaune

Selon la procédure représentative de formatiorpdésnones décrite pour37a,l’éther 179f
(348 mg, 0,73 mmol, 1 éq.) conduit a un mélangsodieresZ et E de la pulvinon37d
(98 mg, 39 %) sous forme d’un solide jaune.

CCM : R = 0,20 (cyclohexane/acétone : 1/1)

Point de fusion :267-269 °C

Isomére Z :

RMN H (400 MHz, acétone-d,  en ppm)& = 7.95 (d, 2H,) = 8.7 Hz, H), 7.81 (d, 2H,)
= 7.4 Hz, Hy), 7.63-7.60 (m, 2H, b}, 7.48-7.44 (m, 2H, H), 7.41-7.32 (m, 1H, H), 6.66
(s, 1H, Ho)

Isomére E :

RMN H (400 MHz, acétone-d, 6 en ppm)& = 7.69 (d, 2H,) = 8.7 Hz, H), 7.66 (d, 2H,)

= 7.4 Hz, Hy), 7.63-7.60 (M, 2H, ), 7.48-7.44 (m, 2H, i), 7.41-7.32 (M, 1H, H), 6.88
(S! 1H1 H.O)
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

137e 5-Benzylidene-3-(4-fluorophényl)-4-hydroxyfuran-26H)-one

M = 282.27 g.mot
Formule brute : Ci7H11FOs
Solide jaune

Selon la procédure représentative de formatiorpdesnones décrite pour37a,l’éther 179h
(200 mg, 0,48 mmol, 1 éqg.) conduit & un mélangsodiéresZ et E de la pulvinonel37e
(90 mg, 77 %) sous forme d’un solide jaune.

CCM : R = 0,20 (cyclohexane/acétone : 1/1)

Point de fusion :266-268 °C

MS (ESI) m/z [M + HJ = 283

Isomére Z :

RMN *H (400 MHz, acétone-g, & en ppm)& = 8.03 (dd, 2H, = 8.8, 5.6 Hz, H), 7.81 (d,
2H,J = 7.5 Hz, Hy), 7.48-7.44 (m, 2H, i), 7.39-7.31 (m, 1H, H), 7.23-7.17 (m, 2H, §),
6.64 (s, 1H, Hb)

Isomere E :

RMN *H (400 MHz, acétone-g, & en ppm)& = 7.74 (dd, 2H,) = 8.7, 5.6 Hz, H), 7.69 (d,
2H,J =7.3 Hz, Hy), 7.39-7.31 (m, 2H, K), 7.23-7.17 (m, 3H, KH14), 6.86 (s, 1H, ht)

222



Partie expérimentale :Synthéses chimiques

166a 3-Phényloxirane-2-carboxylate de méthyle
8 -
s M = 178.18 g.mot
1/0 2 7 Formule brute : C;gH1003
09 4 °® Huile incolore

Du sodium (8,32 g, 362 mmol, 1,5 éq.) est introdiaihs un ballon de 250 mL contenant du
MeOH (150 mL) sous argon at.a., sous agitationng&ange est ensuite refroidi avec un bain
de glace. Puis, lorsque peu de sodium reste eressigm, on laisse remonter a t.a. et
I'agitation est poursuivie jusqu’a disparition tetalu sodium. La solution est concentrée sous
vide. Du THF (80 mL) est ajouté et la solution extoidie a 0 °C sous argon. Ensuite du
benzaldéhyde (24,5 mL, 241 mmol, 1 éq.) et du ocaloétate de méthyle (31,7 mL,
362 mmol, 1,5 éq.) sont ajoutés simultanément e¢dation est agitée pendant 1 h dans le
bain de glace. La réaction est partitionnée ent® et EtO. La phase organique est lavée
avec une solution aqueuse saturée de NaCl, séeh&8gSQ, puis concentrée sous vide. Une
distillation sous vide (P = 1 mbar, 95 °C) et unification par chromatographie sur colonne
de silice (cyclohexane/EtOAc : 98/2 a 94/6) conenisa I'époxydel66a(25,6 g, 60 %) sous
forme d’une huile incolore.

CCM R; = 0.60 (cyclohexane/EtOAc : 7/3)

RMN H (400 MHz, CDCls, & en ppm) & = 7.39-7.28 (M, 5H, Komaiqueh 4.10 (d, 1HJ =
1.8 Hz, H), 3.83 (s, 3H, k), 3.52 (d, 1HJ= 1.8 Hz, H)

RMN 3C (100 MHz, CDCk, 8 en ppm)3s = 168.6 (G), 134.9 (G), 128.9 (G), 128.6 (G),
125.8 (G), 57.8 (G), 56.5 (G), 52.4 (G)

IR (KBr, vencm') v = 3652, 3555, 3485, 3066, 3036, 2955, 2904, 28454, 2135, 1961,
1900, 1753, 1608, 586, 1496, 1460, 1440, 1416, 18283, 1244, 1210, 1185, 1110, 1084,
1069, 1022, 1002, 930, 895, 850, 816, 760, 727, G807

MS (ESI) m/z [M + HJ = 179
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

176a 3-(Allyloxy)-2-hydroxy-3-phénylpropanoate de méthie
OH12 8
ORI M = 236.26 g.mot
O 0, 6 Formule brute : Ci3H1604
L Huile jaune
10 \11

A une solution d’époxydé&66a (500 mg, 2,8 mmol, 1 €q.) dans l'alcool allyliq(®9 mL)
placée a 0 °C sous argon est ajouté goutte a gutB.Et,O (70 pL, 0,56 mmol, 0,2 éq.).
La solution est ensuite agitée pendant 30 min@ Puis 2 h a t.a. La réaction est diluée avec
Et,O (20 mL), lavée avec une solution aqueuse satleédaHCQ (3x10 mL), séchée sur
MgSQy, puis concentrée sous vide. Le produit brut estfigupar chromatographie sur
colonne de silice (cyclohexane/EtOAc : 95/5 a 8pfdiir conduire a I'alcodl76a(mélange
3/1 d'isomeéres, 560 mg, 84 %) sous forme d’'uneehalline.

CCM R = 0.35 (cyclohexane/EtOAc : 7/3)

RMN *H (400 MHz, CDCls, & en ppm) 6 = 7.39-7.28 (M, 5H, Komatiquey 5.94-5.77 (m, 1H,
Hio), 5.27-5.17 (m, 2H, H), 4.74 (d, 1HJ= 3.1 Hz, H dia mino.), 4.69 (d, 1H] = 4.2 Hz,
H4 dia maj.), 4.50 (d, 1H]) = 4.2 Hz, H dia maj.), 4.28 (d, 1H) = 3.1 Hz, H dia mino.),
4.08-4.01 (m, 2H, b, 3.87-3.82 (m, 1H, Kdia mino.), 3.79-3.74 (m, 1H,¢Hlia maj.), 3.78,
3.69 (s, 3H, H), 3.01, 2.87 (b, 1H, B)

RMN *C (100 MHz, CDCk, & en ppm) & = 172.7, 172.4 (§), 137.4, 136.6 (§), 134.3,

134.1 (Go), 128.5, 128.4 (§Cs), 127.5, 127.4 (§), 117.6, 117.5 (G), 81.9, 81.1 (), 75.3,
74.6 (G), 70.2, 70.0 (), 52.6, 52.3 ()
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

176¢ 2-Hydroxy-3-méthoxy-3-phénylpropanoate de méthyle
10 8
OH - M = 210.23 g.mot
1/0 24 7 Formule brute : C11H1404
O O ® Huile jaune

Selon la procédure représentative d’ouverture gge décrite poufl76a,’époxyde 166a
(5 g, 28 mmol, 1 ég.) conduit a l'alcodV6c (mélange 5/1 d’isomeéres, 4,12 g, 70 %) sous
forme d’une huile jaune.

CCM R = 0.50 (cyclohexane/EtOAc : 7/3)

RMN H (400 MHz, CDCls, & en ppm) & = 7.39-7.28 (m, 5H, Fomatique}, 4.55 (d, I1HJ =
3.2 Hz, H dia mino.), 4.53 (d, 1H) = 4.1 Hz, H dia maj.), 4.50 (d, 1H] = 4.1 Hz, Hdia
maj.), 4.27 (d, 1HJ = 3.2 Hz, H dia mino.), 3.80, 3.69 (s, 3H,: 3.34, 3.29 (s, 3H, §),
2.81,2.80 (b, 1H, )

RMN *C (100 MHz, CDCk, 6 en ppm) & = 172.4, 172.8 (§, 136.4, 137.2 (§), 128.6,
128.6, 128.5, 128.5 (omaiquek 84.7, 84.1 (), 74.5, 75.2 (@), 57.7, 57.6 (©), 52.8, 52.4
(Cy)

IR (KBr, v en cm') v = 3361, 3089, 3066, 3031, 2998, 2962, 2937, 29817, 2823, 1947,
1745, 1710, 1495, 1455, 1436, 1414, 1360, 134/9,1P217, 1178, 1120, 1091, 1054, 1029,
971, 932, 907, 847, 770, 75, 698, 619, 559

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 233
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

176d 2-Hydroxy-3-phényl-3-(2,2,2-trifluoroéthoxy)propanoate de méthyle
( oH' 9
ORI M = 278.22 g.mot
O O, 6 Formule brute : CioH13F304
N Huile
CF,
L 10

Selon la procédure représentative d’ouverture dgge décrite poufl76a,’époxyde 166a
(2,5 g, 14 mmol, 1 ég.) conduit a l'alcaeyn176d, (1,99 g, 51 %) sous forme d’une huile
jaune et a I'alcooanti 176d, (1,00 g, 25 %) sous forme d’une huile incolore.

CCM R = 0.60 (cyclohexane/EtOAc : 75/25)

1764 :

RMN 'H (400 MHz, CDCl, & en ppm)d = 7.42-7.29 (M, 5H, Komatque) 4.88 (d, 1HJ =
2.8 Hz, H), 4.36 (d, 1H,) = 2.8 Hz, H), 3.84-3.53 (m, 4H, ), 3.76 (s, 3H, k)

RMN *3C (100 MHz, CDCk, & en ppm)& = 172.1 (G), 135.6 (G), 128.7 (G), 128.5 (G),
127.5 (G), 123.9 (qJ = 279.2 Hz, Gy), 83.5 (G), 74.5 (G), 66.0 (q,J = 34.4 Hz, G), 52.4
(Co)

1760 :

RMN H (400 MHz, CDCl, & en ppm)8 = 7.42-7.29 (M, 5H, Komatqueh 4.78 (d, 1HJ =
2.8 Hz, H), 4.54 (d, 1H,) = 2.8 Hz, H), 3.89-3.65 (m, 4H, ), 3.71 (s, 3H, k)

IR (KBr, v encm?) v = 3370, 3040, 3011, 2957, 2941, 2903, 1725, 168497, 1458, 1443,

1365, 1352, 1326, 1276, 1252, 1237, 1212, 1160,11384, 1018, 970, 91, 847, 774, 737,
701, 686, 616, 566, 552
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

179a 3-(Allyloxy)-2-(2-(4-méthoxyphényl)acétoxy)-3-phéylpropanoate de
méthyle
( 3
1/02 40
7 13 .
o M = 384.42 g.mot
o TN Formule brute : Cz2H2405
o0 0O 14” Huile jaune
15 X2
L 16

La 4-(diméthylamino)pyridine (520 mg, 4,25 mmol5 @&g.) et la dicyclohexylcarbodiimide
(2,1 g, 10,2 mmol, 1,2 éq.) sont ajoutés a unetisolul’alcool176a(2 g, 8,5 mmol, 1 éq.) et
d’acide 4-méthoxyphénylacétique (1,7 g, 10,2 mnigf éq.) dans du CGEl, (25 mL)
fraichement distillé. La solution est agitée a témapure ambiante pendant 12 h. Le mélange
obtenu est concentré sous vide puis ¢gOERO mL) est ajouté et le précipité apparu esefil

Le filtrat est ensuite lavé avec une solution gsgude NHCI (3x15 mL), séché sur MgS@t
concentré sous vide. Le produit brut obtenu esifipysar chromatographie sur colonne de
silice (cyclohexane/EtOAc : 95/5 a 85/15) pour agrel a I'éther179a (mélange 3/1
d’'isomeres, 2,62 g, 90 %) sous forme d’une huilm¢a

CCM R = 0.50 (cyclohexane/EtOAc : 7/3)

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 en ppm) 8 = 7.33-7.26 (m, 5H, H-H1»-Hy3), 7.07-7.04 (m,
2H, H,), 6.87-6.79 (m, 2H, ), 5.87-5.77 (m, 1H, k), 5.27-5.24 (m, 1HJ = 6.3, 3.7 Hz,
Hg), 5.24-5.15 (m, 2H, i), 4.95, 4.74 (d, 1H) = 6.3, 3.7 Hz, k), 4.06-3.96 (M, 2H, ©),
3.83-3.53 (M, 2H, ), 3.79 (s, 3H, k), 3.71 (s, 3H, k), 3.66-3.56 (S, 2H, §).

RMN *3C (100 MHz, CDCk, & en ppm) & = 170.9 (G), 168.9, 168.3 (G), 158.8 (G),
136.9, 136.4 (§), 134.4 (Gs), 130.6, 130.5 (§), 128.6, 128.4 (&-Cy3), 127.5, 127.4 (),
123.5 (Go), 117.9, 117.5 (@), 114.2, 114.0 (€), 70.3, 69.9 (&), 55.3 (G), 52.5, 52.4 (&),
40, 39.9 (Q).

IR (KBr, vencm?) v = 3661, 3469, 3065, 3033, 3005, 2953, 2910, 28383, 1885, 1747,
1646, 1612, 1585, 1514, 1454, 1438, 1359, 13019,1P213, 1179, 1143, 1105, 1066, 1032,
925, 855, 821, 775, 730, 70, 610, 565

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 407
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

179b 3-Méthoxy-2-(2-(4-méthoxyphényl)acétoxy)-3-phényhepanoate de
méthyle

M = 358.39 g.mot

70 13
8 Formule brute : CyoH2,06
16/0 BN, 12 Huile jaune

Selon la procédure représentative d’estérificatiatécrite pour 179a, [l'acide
4-méthoxyphénylacétique (3,6 g, 21,6 mmol, 1,2 ég.jalcool 176c (3,78 g, 18,0 mmol,
1 ég.) conduisent a I'éthdr79b (mélange 5/1 d’'isoméres, 4,51 g, 70 %) sous fodinae
huile jaune.

CCM R = 0.40 (cyclohexane/EtOAc : 8/2)

RMN 'H (400 MHz, CDCls, & en ppm) & = 7.33-7.22 (m, 5H, H-HixHi3), 7.07-7.01 (m,
2H, Hy), 6.87-6.76 (m, 2H, b, 5.24 (d, 1H,J = 6.1 Hz, H), 4.76 (d,J= 3.5 Hz, H dia
mino.), 4.55 (d, 1HJ= 6.1 Hz, H dia maj.), 3.76 (s, 3H, 4J), 3.72 (s, 3H, Hdia mino.),
3.71 (s, 3H, Hdia maj.), 3.54 (s, 2H, &, 3,27 (s, 3H, kL dia mino.), 3.25 (s, 3H, H dia
maj.)

RMN 3C (100 MHz, CDCk, & en ppm) s = 170.8 (G), 168.9, 168.3 (G), 158.8 (G),
136.6, 136.5 (@), 130.6, 130.4 (§), 128.6, 128.5, 128.4, 128.44(3), 127.7, 127.4 (G),
123.5 (G), 114.2, 114.0 (§), 82.4, 82.3 (), 75.8, 75.1 (§), 57.9, 57.3 (&), 55.3 (G),
52.6, 52.4 (Go), 39.9, 39.8 ().

IR (KBr, v encm') v = 3650, 3481, 3063, 3032, 2998, 2952, 2835, 23@93, 1888, 1747,
1612, 1585, 1514, 1455, 1439, 1363, 1301, 1249%,1P1/9, 1145, 1114, 1091, 1072, 1033,
979, 915, 856, 822, 774, 730, 702, 637, 613, 565

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 381
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

179c 2-(2-(4-Méthoxyphényl)acétoxy)-3-phényl-3-(2,2,Zitfluoroéthoxy)
propanoate de méthyle

1 /02 4 O
o 13 - 3
: M = 426.38 g.mot
17/O 18-85 12 Formule brute : Cy1H»1F:06
o Oj”ﬂ Huile jaune
CF3
15

Selon la procédure représentative d’estérificatiatécrite pour 179a, [lacide
4-méthoxyphénylacétique (562 mg, 3,37 mmol, 1,2 égl'alcool 176d (781 mg, 2,8 mmol,
1 ég.) conduisent a I'éthé@79c (mélange 3/2 d’isomeres, 882 mg, 61 %) sous faliaee
huile jaune.

CCM R; = 0.60 (cyclohexane/EtOAc : 7/3)

RMN *H (400 MHz, CDCl;, 6 en ppm)& = = 7.38-7.26 (m, 5H, H-Hi»-Ha3), 7.09-7.02 (m,
2H, H,), 6.87-6.78 (m, 2H, k), 5.29 (d, 1HJ= 6.5 Hz, H dia mino.), 5.28 (d, 1H])= 3.9
Hz, Hgdia maj.), 5.08 (d, 1H] = 3.8 Hz, H dia maj.), 4.82 (d, 1H] = 6.5 Hz, H dia mino.),
3.90-3.66 (m, 2H, k), 3.79 (s, 3H, H), 3.75-3.60 (m, 2H, K}, 3.71 (s, 3H, k)

RMN C (100 MHz, CDCk, & en ppm)& = 171.0, 170.6 (§, 168.0, 167.7 (G), 158.8
(Cy), 135.0, 134.5 (§), 130.1 (G), 129.3, 129.2 (Q), 128.8, 128.7 (©), 127.8, 127.5 (G),

125.4, 125.3 (€), 123.7, 123.6 (¢) = 280.7 Hz, Gs), 114.1 (G), 82.0, 81.7 (), 75.3, 74.7
(Cg), 66.4, 66.3 (@) = 34.6 Hz, G4), 55.4 (G), 52.7, 52.5 ()

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 449
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

179d 3-Phényl-2-(2-phénylacétoxy)-3-(2,2,2-trifluoroétbxy)propanoate de
méthyle
2 N\
1 3 0
S50 12 .
M = 396.36 g.mot
PN Formule brute : CooH19F30s
o 6. ° Huile jaune
13
CF3
14

Selon la procédure représentative d’estérificatiénrite pourl79a, 'acide phénylacétique
(177 mg, 1,3 mmol, 1,2 éq.) et l'alcoahti 176d, (301 mg, 1,08 mmol, 1 éq.) conduisent a
I'éther anti 179d (406 mg, 95 %) sous forme d’une huile jaune.

CCM R = 0,60 (cyclohexane/EtOAc : 7/3)

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 en ppm)$ = 7.39-7.10 (M, 10H, kbmaiqueh 5.33 (d, 1H,) =
6.2 Hz, H), 4.83 (d, 1H, = 6.2 Hz, H), 3.90-3.60 (M, 2H, K), 3.70 (s, 3H, k¥), 3.62 (s,
2H, Hs)

RMN 3C (100 MHz, CDCk, 8 en ppm)d = 170.3 (G), 168.2 (Gs), 135.0 (G), 133.2 (G),

129.4 (G), 129.2 (Gy), 128.7 (), 128.6 (Go), 127.7 (G), 127.2 (G), 123.8 (q,J = 278.3
Hz, Cy), 81.7 (G), 74.8 (G), 66.2 (qJ = 34.6 Hz, Gs), 52.4 (Ge), 40.8 (G)
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

179e 2-(2-(3-méthoxyphényl)acétoxy)-3-phényl-3-(2,2,2H#luoroéthoxy)
propanoate de méthyle

o
2
7 3 O
6 &5 0 15 M = 426.38 g.mot
5 0ue )i Formule brute : Cy1H»1F:06
197 012 14 Huile incolore
(@] (@] 16
CF;
17

Selon la procédure représentative d’estérificatiatécrite pour 179a, [lacide
3-méthoxyphénylacétique (360 mg, 2,16 mmol, 1,2 éq.l'alcool syn 176d, (500 mg,
1,8 mmol, 1 éq.) conduisent a I'éthsyn 179e (562 mg, 73 %) sous forme d’'une huile
incolore.

CCM R = 0.60 (cyclohexane/EtOAc : 7/3)

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 en ppm) 8 = 7.32-7.25 (m, 5H, B-HysHyg), 7.22-7.16 (m,
1H, He), 6.81-6.78 (M, 1H, b}, 6.75-6.72 (M, 2H, kiHs), 5.28 (d, 1H,) = 3.8 Hz, Ho), 5.07
(d, 1H,J = 3.8, H), 3.86-3.75 (m, 1H, ), 3.77 (s, 3H, k), 3.71 (s, 3H, K), 3.66 (s, 1H,
Hg), 3.65 (S, 1H, k), 3.65-3.58 (s, 1H, H)

RMN *3C (100 MHz, CDCL, & en ppm)& = 170.5 (@), 167.6 (Gg), 159.8 (G), 134.6 (G),
134.5 (Gy), 129.6 (G), 129.2 (Gs), 128.8 (Gs), 127.5 (G3), 123.8 (9J = 279.4 Hz, ),
121.8 (G), 114.9 (G), 81.9 (G1), 75.3 (Go), 66.6 (q,J = 35.4 Hz, G), 55.2 (Go), 52.8 (G),
40.7 (G).

IR (KBr, v encm?) v = 3519, 3065, 3033, 3008, 2956, 2840, 2256, 17802, 1587, 1493,
1455, 1438, 1414, 1360, 1279, 1216, 1163, 10992,10d401, 967, 913, 849, 829, 770, 704,
671, 582

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 449
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

179f 2-(2-(4-bromophényl)acétoxy)-3-phényl-3-(2,2,2-tiiuoroéthoxy)
propanoate de méthyle

Br
1 50
PN o 12 _ .
M = 475.25 g.mot
16/O 15758 11 Formule brute : CooH16BrFsOs
o 0 1310 Huile incolore
CF3
L 14

Selon la procédure représentative d’estérificatiatécrite pour 179a, [lacide
4-bromophénylacétique (464 mg, 2,16 mmol, 1,2 dég.)l'alcool syn 176d, (500 mg,
1,8 mmol, 1 ég.) conduisent a I'éthsyn 179f (348 mg, 41 %) sous forme d’'une huile
incolore.

CCM R; = 0.60 (cyclohexane/EtOAc : 7/3)

RMN *H (400 MHz, CDCls, 8 en ppm)35 = 7.39 (d, 2H,) = 8.3 Hz, B), 7.35-7.24 (m, 5H,
Hio-Hi-Hio), 7.02 (d, 2H,) = 8.3 Hz, H), 5.28 (d, 1H,) = 3.8 Hz, H), 5.09 (d, 1H,) = 3.8
Hz, Hg), 3.91-3.79 (m, 1H, K), 3.72 (s, 3H, k), 3.67-3.57 (M, 1H, k&), 3.63 (s, 1H, k),
3.62 (s, 1H, i)

RMN 3C (100 MHz, CDCE, & en ppm)& = 170.1 (Q), 167.5 (Gs), 134.4 (G), 132.3 (G),

131.7 (), 131.2 (G), 129.2 (G»), 128.8 (Gy), 127.4 (Go), 123.7 (9,J = 279.3 Hz, Gy,
121.3 (G), 81.9 (G), 75.3 (G), 66.4 (q,J = 34.5 Hz, G3), 52.6 (Gg), 40.1 (G).
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

1799 2-(2-(4-fluorophényl)acétoxy)-3-phényl-3-(2,2,2-tluoroéthoxy)
propanoate de méthyle

F
1 3 O
P 12 - 3
M = 414.35 g.mot
16/0 15758 1 For.mgle brute : CooH18F40s5
o Ojﬂ:o Huile incolore
CF,
14

Selon la procédure représentative d’estérificatiatécrite pour 179a, [lacide
4-fluorophénylacétique (199 mg, 1,29 mmol, 1 égl)aécool syn176d; (300 mg, 1,08 mmol,
1 éq.) conduisent a I'étheyn179g(399 mg, 90 %) sous forme d’une huile incolore.

CCM R = 0.60 (cyclohexane/EtOAc : 7/3)

RMN 'H (400 MHz, CDCls, & en ppm) & = 7.39-7.26 (m, 5H, H-Hi1-H12), 7.13-7.06 (m,
2H, Hs), 6.98-6.93 (m, 2H, b, 5.29 (d, 1HJ = 3.9 Hz, H), 5.09, (d, 1H,) = 3.9 Hz, H),
3.90-3.78 (m, 1H, ), 3.72 (s, 3H, ht), 3.67-3.57 (m 1H, ), 3.65 (s, 1H, k), 3.64 (s,
1H, Hs)

RMN *°C (100 MHz, CDCk, & en ppm)s = 170.5 (G), 167.5 (Gs), 162.0 (dJ = 245.5 Hz,
Ci), 134.5 (@), 131.0 (dJ = 8.2 Hz, G), 129.2 (G»), 128.8 (dJ = 3.3 Hz, G), 128.7 (Gy),
127.5 (Go), 123.9 (q.J = 256.5 Hz, Gy), 115.4 (dJ = 21.5 Hz, G), 81.9 (G), 75.3 (G),
66.4 (q,J = 34.5 Hz, G3), 52.7 (Ge), 39.9 (G)

IR (KBr, v encm') v = 3483, 3036, 2956, 2851, 1892, 1749, 1605, 154%4, 1438, 1420,
1361, 1280, 1223, 1151, 1097, 1029, 1003, 969, 8D, 800, 775, 735, 710, 671, 635, 582

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 437
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

179h 2-(2-(4-fluorophényl)acétoxy)-3-phényl-3-(2,2,2-tluoroéthoxy)
propanoate de méthyle

F
1 3 o)
60 12 - 3
M = 414.35 g.mot
16/0 152 E_S 5 1 For_mule brute : CooH18F40s5
o 6j1310 Solide blanc
CFs
14

Selon la procédure représentative d’estérificatiatécrite pour 179a, [l'acide
4-fluorophénylacétique (464 mg, 3,01 mmol, 1,7 éet)l'alcool anti 176d, (500 mg,
1,8 mmol, 1 ég.) conduisent a I'étheenti 179h (576 mg, 77 %) sous forme d’un solide blanc.

CCM R; = 0.60 (cyclohexane/EtOAc : 7/3)
Point de fusion :53-54 °C

RMN 'H (400 MHz, CDCls, & en ppm)$ = 7.38-7.30 (m, 3H, H-Hi2), 7.23-7.21 (m, 2H,
Hio), 7.11-7.07 (m, 2H, b, 6.97-6.93 (m, 2H, b, 5.36 (d, 1H,) = 3.9 Hz, H), 4.82, (d, 1H,
J=3.9 Hz, H), 3.75-3.62 (m, 2H, ), 3.72 (s, 3H, kk), 3.59 (s, 2H, k)

RMN **C (100 MHz, CDCk, & en ppm)3 = 169.9 (@), 168.0 (Gs), 161.9 (dJ = 245.5 Hz,
Cy), 134.7 (G), 130.8 (dJ = 8.2 Hz, G), 129.2 (G»), 128.7 (dJ = 3.4 Hz, G), 128.5 (Gy),
127.6 (Go), 123.5 (q,J = 278.8 Hz, Gy, 115.3 (dJ = 21.5 Hz, G), 81.5 (G), 74.6 (G),
66.1 (q,J = 34.7 Hz, G3), 52.4 (Ge), 39.8 (G)
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

231 2-(2,4-Diméthoxybenzylamino)acétate d’éthyle

H M = 253.29 g.mot

4 1
2 N5 o, Formule brute : Ci3H1gNO;4

7 9 - -
OMe Huile incolore
13

Une solution de 2,4-diméthoxybenzylamine (10 g.85&mol, 1 €q.) et de triethylamine
(20,8 mL, 149,5 mmol, 2,5 ég.) dans du THF fraichetndistillé (75 mL) a 0 °C sous
atmosphére d’argon est traitée goutte a goutte dwebromoacétate d'éthyle (6,63 mL,
59,8 mmol, 1 éq.). La réaction est laissée remodtercement a t.a. pendant la nuit. La
réaction est diluée avec une solution agueuse @ dddurée (250 mL) puis la phase aqueuse
est extraite avec EtOAc (2x200 mL). Les phasesriggas réunies sont séchées sur MgSO
puis concentrées sous vide. Le résidu est purdréchromatographie sur colonne de silice
(cyclohexane/EtOAc : 80/20 puis 50/50) pour coneluir’amine231 (11,5 g, 76 %) sous
forme d’une huile incolore.

CCM : R = 0.30 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)

RMN *H (400 MHz, CDCl;, 6 en ppm)& = 7.08 (d, 1H,) = 8.1 Hz, H), 6.41-6.37 (m, 2H,
H2-He), 4.11 (q, 2HJ = 7.1 Hz, H,), 3.76 (s, 3H, k), 3.74 (s, 3H, k), 3.70 (s, 2H, K,
3.33 (s, 2H, H), 2.03 (bs, 1H, §), 1.21 (t, 3HJ = 7.1 Hz, H»)

RMN *3C (100 MHz, CDCk, 6 en ppm)é = 172.4 (Go), 160.2 (G), 158.7 (G), 130.5 (G),
120.1 (G), 103.7 (G), 98.5 (G), 60.5 (G1), 55.3 (G4), 55.2 (G3), 50.1 (@), 48.1 (G), 14.2
(Cr2)

IR (NaCl, v en cni®) v = 3342, 2938, 2836, 1737, 1613, 1588, 1507, 14880, 1261, 1208,
1187, 1156, 1134, 1035, 933, 832, 789

MS (ESI) m/z [M + HJ' = 254

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 276.1212 ; mesuré : 276.1215
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

232a 1-(2,4-Diméthoxybenzyl)-4-hydroxy-3-phényl-H-pyrrol-2(5H)-one

M = 325.36 g.mot
Formule brute : CigH19NO4
Solide blanc

Une solution de phénylacétate de méthyle (150 mgniol, 1 éq.) et de I'amin231 (304
mg, 1,2 mmol, 1,2 éq.) dans du THF fraichementildis{(7 mL) est traitée avec du
tert-butylate de potassium (1,2 mL, 1M dans THF, 1,3.4a réaction est chauffée a reflux
sous argon pendant une nuit. Le mélange est leg$s@dir puis versé dans un mélange de
glace et d’'une solution aqueuse de HCI 3N (10 nhla).phase aqueuse est extraite avec
EtOAc (3x10 mL). Les phases organiques réunies séctiées sur MgS@uis concentrées
sous vide. Le résidu est trituré dansCEpuis filtré pour conduire a I'acid232a (205 mg,

63 %) sous forme d’un solide blanc.

CCM R = 0.20 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)

Point de fusion :169-170 °C

RMN *H (400 MHz, acétone-d, & en ppm)& = 10.20 (bs, 1H, k), 8.10 (d, 2H,) = 7.4 Hz,
H,), 7.32 (t, 2HJ = 7.4 Hz, W), 7.17 (t, 1HJ = 7.4 Hz, H), 7.10 (d, 1HJ = 8.3 Hz, Hy),
6.56 (d, 1HJ = 2.2 Hz, H3), 6.48 (dd, 1H,) = 8.3, 2.2 Hz, hk), 4.53 (s, 2H, ht), 3.93 (s,
2H, Hs), 3.85 (s, 3H, Hf), 3.78 (s, 3H, hk)

RMN *°C (100 MHz, acétone-¢, & en ppm)s = 171.8 (G), 166.4 (G), 161.4 (G4), 159.3
(C12), 133.4 (G), 130.9 (Gg), 128.5 (@), 128.2 (G), 126.7 (G), 119.2 (Gi), 105.6 (@),
105.4 (Gs), 99.1 (G3), 55.8 (G7), 55.6 (Gg), 50.0 (G), 40.0 (Go)

IR (KBr, v encm')v=3002, 2971, 2913, 2839, 2618, 1652, 1614, 15086, 1397, 1358,
1315, 1210, 1181, 1134, 1038, 907, 822, 779, 738, 6

MS (ESI) m/z [M + HT" = 326

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 348.1212 ; mesuré : 348.1204
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

232b 1-(2,4-Diméthoxybenzyl)-4-hydroxy-3-(4-méthoxyphéyl)-1H-pyrrol-
2(5H)-one
@)
~
10 9 0
8 18
N2 L\ M = 355.38 g.mot
TN 0 :
12 13 Formule brute : CooH21NOs
20HO™* 5 . . Solide jaune
15
16 O— 19

Selon la procédure représentative de formationadetes tétramiques benzylés décrite pour
232a,le 4-méthoxyphénylacétate de méthyle (180 mg, Jominéq.) conduit a I'acid232b
(153 mg, 43 %) sous forme d’un solide jaune.

CCM R = 0.15 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)

Point de fusion :170-171 °C

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, 8 en ppm)§ = 11.37 (bs, 1H, k), 7.94 (d, 2H,) = 9.0 Hz,
H-), 7.00 (d, 1H,J = 8.3 Hz, H,), 6.90 (d, 2H,) = 9.0 Hz, H), 6.58 (d, 1H,J = 2.3 Hz, Hy),
6.49 (dd, 1HJ = 8.3, 2.3 Hz, hk), 4.43 (s, 2H, hh), 3.81 (s, 2H, k), 3.80 (s, 3H, kk), 3.74
(s, 6H, Ho-Hio)

RMN 'C (100 MHz, DMSO-d;, 8 en ppm)& = 171.1 (G), 165.2 (G), 159.9 (Gs), 157.9
(C13), 157.1 (G), 129.6 (G7), 127.9 (G), 125.0 (G), 117.9 (Gy), 113.19 (@), 104.7 (Gg),
102.7 (@), 98.4 (Gs), 55.5 (Gg), 55.2 (Gg), 54.9 (Go), 49.1 (@), 39.2 (Gy)

IR (KBr, v encm?) v = 3002, 2958, 2921, 2839, 2536, 1674, 1591, 15485, 1442, 1392,
1358, 1290, 1246, 1210, 1178, 1117, 1032, 974, 938, 902, 836, 819, 726, 661, 564

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 378

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 378.1317 ; mesuré : 378.1320
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

232c 1-(2,4-Diméthoxybenzyl)-4-hydroxy-3-(3-méthoxyphéyl)-1H-pyrrol-
2(5H)-one

M = 355.38 g.mot
Formule brute : CyoH21NOs
Solide jaune

Selon la procédure représentative de formationadetes tétramiques benzylés décrite pour
232a,le 3-méthoxyphénylacétate de méthyle (180 mg, Joininéq.) conduit a I'acid232c
(190 mg, 53 %) sous forme d’un solide jaune.

CCM R; = 0.15 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)
Point de fusion :150-151 °C

RMN *H (400 MHz, acétone-@,  en ppm)& = 7.81 (dd, 1HJ = 2.6, 1.4 Hz, H), 7.70 (ddd,
1H,J =7.8, 1.4, 1.0 Hz, H), 7.22 (t, 1HJ = 8.0 Hz, Hy), 7.10 (d, 1HJ = 8.3 Hz, Hy),
6.75 (ddd, 1HJ = 8.2, 2.6, 1.0 Hz, b}, 6.56 (d, 1HJ = 2.4 Hz, Hg), 6.48 (dd, 1H)] = 8.3,
2.4 Hz, Hg), 4.52 (s, 2H, ht), 3.93 (s, 2H, B, 3.85 (s, 3H, k), 3.78 (s, 6H, kb-H21)

RMN *3C (100 MHz, acétone-g, & en ppm)s = 171.7 (G), 166.6 (G), 161.4 (G7), 160.2
(Ce), 159.3 (Gs), 134.7 (), 130.9 (Gy), 129.3 (Go), 120.7 (Gy), 119.2 (G.), 113.6 (G),
112.3 (G), 105.4 (Gg), 105.3 (G), 99.1 (Gg), 55.8 (Go), 55.6 (G1), 55.3 (G2), 49.9 (),
40.1 (Ga)

IR (KBr, v en cm') v = 3433, 3005, 2956, 2836, 2624, 1609, 1510, 14882, 1290, 1211,
1160, 1035, 987, 936, 878, 828, 815, 778, 691, 647

MS (ESI) m/z [M + HT" = 356
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Partie expérimentale :Synthéses chimiques

232d 3-(4-Bromophényl)-1-(2,4-diméthoxybenzyl)-4-hydroy-1H-pyrrol-2(5 H)-
one

M = 404.25 g.mot
Formule brute : CigH1sBrNO,4
Solide blanc cassé

Selon la procédure représentative de formationadates tétramiques benzylés décrite pour
232a,le 4-bromophénylacétate de méthyle (229 mg, 1 mthalg.) conduit a I'acid@32d
(226 mg, 55 %) sous forme d’un solide blanc cassé.

CCM R; = 0.20 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)

Point de fusion :196-198 °C

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, 8 en ppm)& = 11.94 (bs, 1H, i), 8.02 (d, 2H,J = 8.7 Hz,
H7), 7.50 (d, 2H,J = 8.7 Hz, H), 7.01 (d, 1HJ = 8.3 Hz, Hg), 6.57 (d, 1H,J = 2.3 Hz, Hj),
6.48 (dd, 1HJ = 8.3, 2.3 Hz, Hk), 4.43 (s, 2H, ht), 3.84 (s, 2H, k), 3.80 (s, 3H, ht), 3.74
(S! 3H) H.S)

RMN cC (100 MHz, DMSO-d;, 8 en ppm)d = 170.6 (G), 168.0 (@), 159.9 (G4), 157.9
(C12), 131.9 (@), 130.7 (@), 129.6 (Ge), 128.3 (G), 118.2 (@), 117.7 (Gy), 104.7 (Gs),
101.5 (G), 98.4 (G3), 55.5 (G7), 55.2 (Gg), 49.2 (G), 39.2 (Go)

IR (KBr, vencm?) v = 3009, 2924, 2834, 2587, 1665, 1608, 1509, 148@9, 1379, 1297,
1209, 1157, 1116, 1030, 826, 746

MS (ESI) m/z [M + H]" = 404 , 406

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd] CigH1gNOsNa*Br : 426.0317 ; mesuré : 426.0301
GoH1sNOJNa®Br : 428.0296 : mesuré : 428.0285
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232e 1-(2,4-Diméthoxybenzyl)-3-(4-fluorophényl)-4-hydray-1H-pyrrol-2(5H)-
one

M = 343.35 g.mot
Formule brute : CigH18FNO,
Solide jaune

Selon la procédure représentative de formationadates tétramiques benzylés décrite pour
232a, le 4-fluorophénylacétate de méthyle (168 mg, 1 mrhcéq.) conduit a l'acid@32e
(245 mg, 71 %) sous forme d’un solide jaune.

CCM R; = 0.20 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)

Point de fusion :144-145 °C

RMN H (400 MHz, acétone-d, & en ppm)d = 8.17 (dd, 2H) = 9.1, 5.7 Hz, H), 7.11-7.06
(m, 3H, H-Hig), 6.56 (d, 1HJ = 2.4 Hz, H3), 6.48 (dd, 1H,J = 8.3, 2.4 Hz, Hk), 4.52 (s,
2H, Hio), 3.94 (s, 2H, B), 3.85 (s, 3H, hh), 3.78 (s, 3H, k)

RMN *°C (100 MHz, acétone-¢, & en ppm)s = 171.8 (G), 166.2 (G), 161.7 (dJ = 243.3
Hz, &), 161.5 (Gy), 159.4 (Go), 130.9 (Gg), 129.9 (dJ = 7.7 Hz, G-Cg), 119.1 (Gy), 115.1
(d,J =20.7 Hz, @), 105.4 (Gs), 104.4 (Q), 99.1 (G3), 55.8 (G7), 55.6 (Gg), 49.9 (G), 40.1
(C10)

IR (KBr, v encm?) v = 3415, 3008, 2942, 2838, 2620, 1664, 1613, 15465, 1419, 1385,
1301, 1209, 1158, 1034, 832, 815, 732, 570

MS (ESI) m/z [M + HJ' = 344

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 366.1118 ; mesuré : 366.1123
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232f 1-(2,4-Diméthoxybenzyl)-4-hydroxy-3-(2-thiényl)-H-pyrrol-2(5H)-one
8 7
o0
S 3 N2 = j
N o % M = 331.39 g.mot
" /0 Formule brute : C;7H;7/NO4S
HO 4 5 i 4
19 16 13 Solide marron foncé
14
5 o— 18

Selon la procédure représentative de formationagetes tétramiques benzylés décrite pour
232a, le 2-(thién-2-yl)acétate de méthyle (156 mg, 1 mMoéq.) conduit a I'acid@32f
(205 mg, 61 %) sous forme d’un solide marron foncé.

CCM R = 0.15 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)

Point de fusion :135-136 °C

RMN H (400 MHz, acétone-d,  en ppm)& = 7.71 (d, 1H,) = 3.6 Hz, H), 7.28 (d, 1H,
= 5.2 Hz, H), 7.10 (d, 1H,) = 8.5 Hz, H), 7.03 (dd, 1H, = 5.2, 3.6 Hz, i), 6.55 (d, 1H,]
= 2.3 Hz, Hj), 6.47 (dd, 1HJ = 8.5, 2.3 Hz, Hhk), 4.52 (s, 2H, ht), 3.88 (s, 2H, k&), 3.84 (s,
3H, Hi7), 3.78 (s, 3H, hb)

RMN *°C (100 MHz, acétone-¢, & en ppm)s = 170.9 (G), 163.8 (G), 161.5 (G4), 159.4
(C12), 134.3 (@), 130.9 (Gg), 126.9 (@), 124.4 (G), 124.0 (G), 119.1 (G,), 105.4 (Gs),
102.3 (@), 99.1 (G3), 55.8 (G7), 55.6 (Gg), 50.1 (G), 40.3 (Go)

IR (KBr, v en cm') v = 3399, 3002, 2939, 2836, 2686, 1667, 1613, 15909, 1456, 1438,
1401, 1337, 1294, 1266, 1209, 1157, 1131, 1035, @3

MS (ESI) m/z [M + HT" = 332

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 354.0776 ; mesuré : 354.0765
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224a 4-Hydroxy-3-phényl-1H-pyrrol-2(5H)-one

M = 175.18 g.mot
Formule brute : C;gHoNO>
Solide blanc

L’acide 232a(100 mg, 0,31 mmol, 1 éq.) est traité avec ded@drifluoroacétique (3 mL)
puis agité a température ambiante pendant 1 holLdien est ensuite concentrée sous vide.
Le résidu est repris dans du toluéne. Apres coratgon sous vide, I'acid@24aest obtenu
quantitativement sous forme d’un solide blanc.

CCM R = 0.55 (CHCI,/MeOH : 8/2)

Point de fusion :187-188 °C

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, 6 en ppm)d = 11.55 (bs, 1H, k), 7.96 (d, 2H,J = 7.3 Hz,
H,), 7.42 (bs, 1H, i, 7.30 (t, 2HJ = 7.3 Hz, H), 7.14 (t, 1HJ = 7.3 Hz, H), 3.86 (s, 2H,
Hs)

RMN C (100 MHz, DMSO-d;, & en ppm) & = 173.8 (G), 168.8 (G), 132.5 (G), 127.6
(Ce), 126.7 (G), 125.4 (G), 103.1 (G), 44.8 (G)

IR (KBr, v en cm') v = 3355, 3277, 3000, 2939, 2834, 2709, 1642, 16968, 1453, 1391,
1315, 1299, 1223, 1202, 1184, 1116, 1094, 1037, B34, /51, 697, 627

MS (ESI) m/z [M + HT" = 176

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 198.0531 ; mesuré : 198.0522
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N
N
O

4-Hydroxy-3-(4-méthoxyphényl)-H-pyrrol-2(5H)-one

M = 205.21 g.mot
Formule brute : C;1H11NO3
Solide brun

Selon la procédure représentative de déprotectemnatides tétramiques benzylés décrite
pour 224a,l'acide 232b (200 mg, 0,56 mmol, 1 éq.) conduit a I'ack&4b (quantitatif) sous
forme d’un solide brun.

CCM R; = 0.60 (CHCI,/MeOH : 8/2)
Point de fusion :décomposition a 225 °C

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, & en ppm)& = 11.33 (bs, 1H, H), 7.91 (d, 2H,) = 8.7 Hz,
H-), 7.37 (bs, 1H, k), 6.88 (d, 2H,) = 8.7 Hz, H), 3.82 (s, 2H, &), 3.74 (s, 3H, t)

RMN C (100 MHz, DMSO-d;, & en ppm) & = 174.0 (GQ), 167.2 (G), 157.0 (@), 127.9
(C7), 125.0 (G), 113.1 (G), 102.9 (G), 54.9 (Go), 44.7 (G)

IR (KBr, v encm?) v = 3350, 2916, 2834, 2592, 1671, 1623, 1607, 15463, 1440, 1383,
1294, 1242, 1223, 1202, 1178, 1116, 1095, 10378,1885, 814, 800, 750, 609

MS (ESI) m/z [M + NaJ = 228

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 228.0637 ; mesuré : 228.0641
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224c 4-Hydroxy-3-(3-méthoxyphényl)-H-pyrrol-2(5H)-one

M = 205.21 g.mot
Formule brute : C;1H11NO3
Solide brun

Selon la procédure représentative de déprotectesnatides tétramiques benzylés décrite
pour 224a,'acide 232¢ (100 mg, 0,28 mmol, 1 éq.) conduit a I'ac@&4c (quantitatif) sous
forme d’un solide brun.

CCM R = 0.55 (CHCI,/MeOH : 8/2)

Point de fusion :180-181 °C

RMN *H (400 MHz, DMSO-0s, 6 en ppm)d = 11.57 (bs, 1H, I3, 7.58 (s, 1H, H), 7.53 (d,
1H,J = 7.9 Hz, H4), 7.38, (bs, 1H, Ij, 7.16 (t, 1HJ = 7.9 Hz, Ho), 6.68 (d, 1H,J = 7.9 Hz,
Ho), 3.80 (s, 2H, k), 3.68 (s, 3H, hb)

RMN C (100 MHz, DMSO-d;, & en ppm) & = 173.7 (Q), 169.1 (G), 158.7 (G), 133.8
(Co), 128.6 (Go), 119.3 (Gy), 112.4 (G), 110.9 (G), 102.8 (G), 54.8 (G»), 4.8 (G)

IR (KBr, v en cm') v = 3305, 2944, 2836, 2627, 1663, 1614, 1508, 14630, 1371, 1296,
1256, 1204, 1178, 1114, 1095, 1035, 860, 839, B34, 746, 693, 677, 640, 581

MS (ESI) m/z [M + HT" = 206

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&]: 228.0637 ; mesuré : 228.0633
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224d 3-(4-Bromophényl)-4-hydroxy-1H-pyrrol-2(5H)-one

M = 254.08 g.mot
Formule brute : C;gHgBrNO»
Solide brun

Selon la procédure représentative de déprotectamnatides tétramiques benzylés décrite
pour 224a,l'acide 232d (100 mg, 0,25 mmol, 1 éqg.) conduit a I'acki&4d (quantitatif) sous
forme d’un solide brun.

CCM R; = 0.55 (CHCI,/MeOH : 8/2)
Point de fusion :décomposition a 210 °C

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, & en ppm)& = 11.86 (bs, 1H, k), 7.99 (d, 2H,) = 8.5 Hz,
H-), 7.50 (d, 2H,) = 8.5 Hz, ), 7.49 (bs, 1H, i), 3.86 (s, 2H, k&)

RMN C (100 MHz, DMSO-d, & en ppm)$§ = 173.4 (G), 169.7 (G), 131.9 (G), 130.6
(Ce), 128.4 (G), 118.2 (G), 101.8 (G), 44.8 (G)

IR (KBr, v encm')v = 3424, 3001, 2920, 2834, 2673, 1633, 1589, 15891, 1441, 1425,
1378, 1300, 1224, 1202, 1038, 828, 756, 711

MS (ESI) m/z [M + HT' = 254, 256

HRMS (ESI) calculé pour [M + N&] CioHsNO,Na'Br : 275.9636 ; mesuré : 275.9626
GoHsNONa*'Br : 277.9616 ; mesuré : 277.9603
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224e 3-(4-Fluorophényl)-4-hydroxy-1H-pyrrol-2(5H)-one

M = 193.17 g.mot
Formule brute : C;gHsFNO»
Solide jaune

Selon la procédure représentative de déprotectamnatides tétramiques benzylés décrite
pour 224a,'acide 232e (100 mg, 0,29 mmol, 1 éq.) conduit a I'ac&4e (quantitatif) sous
forme d’un solide jaune.

CCM R; = 0.55 (CHCI,/MeOH : 8/2)
Point de fusion :décomposition a 200 °C

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, & en ppm)& = 11.66 (bs, 1H, i), 8.03 (dd, 2H,J = 9.0,
5.9 Hz, H), 7.44 (bs, 1H, Iy, 7.13 (t, 2H,) = 9.0 Hz, H), 3.86 (s, 2H, )

RMN **C (100 MHz, DMSO-t;, & en ppm)s = 173.7 (G), 168.7 (G), 160.0 (dJ = 243.6
Hz, G), 129.0 (dJ = 3.1 Hz, G), 128.4 (d,J = 7.8 Hz, G), 114.5 (d,] = 20.6 Hz, G), 102.1
(Cs), 44.8 (G)

IR (KBr, v encm?) v = 3398, 3002, 2931, 2834, 2355, 1825, 1612, 15509, 1466, 1442,
1372, 1300, 1203, 1159, 1037, 836, 814, 749, 688, 575

MS (ESI) m/z [M + HJ' = 194

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 216.0437 ; mesuré : 216.0426
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234 1-Hydroxy-2-(4-méthoxyphényl)-6,7,8,8a-tétrahydraidolizin-3(5H)-one

M = 259.30 g.mot
Formule brute : C;5H;7/NO3
Solide gris

Une solution de 4-méthoxyphénylacétate de méthg0 (mg, 1 mmol, 1 éq.) et de
pipécolinate de méthyle (172 mg, 1,2 mmol, 1,2 dqr)s du THF fraichement distillé (7 mL)
est traitée avec diert-butylate de potassium (1,2 mL, 1M dans THF, 1,2.4@ réaction est
chauffée a reflux sous argon pendant une nuit. Eamge est laissé refroidir puis versé dans
un mélange de glace et d’'une solution aqueuse de3NJ10 mL). La phase aqueuse est
extraite avec EtOAc (3x10 mL). Les phases orgamsgaanies sont séchées sur Mg9Qis
concentrées sous vide. Le résidu est trituré d&y@. Ee précipité est filtré pour conduire a
I'acide 234 (100 mg, 37 %) sous forme d’un solide gris.

CCM R; = 0.15 (cyclohexane/EtOAc : 1/1)

Point de fusion :212-213 °C

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, 8 en ppm)& = 11.16 (bs, 1H, i), 7.92 (d, 2H,J = 8.8 Hz,
H7), 6.89 (d, 2H,) = 8.8 Hz, H), 4.12 (dd, 1HJ = 12.8, 4.0 Hz, H), 3.81 (dd, 1HJ = 11.4,
3.5 Hz, H), 3.74 (s, 3H, k), 2.72 (dt, 1HJ = 12.8, 2.8 Hz, H,), 2.34 (m, 1H, H,), 1.83
(m, 1H, Hy), 1.64 (m, 1H, hb), 1.47 (m, 1H, H), 1.15 (m, 1H, Hg), 0.97 (m, 1H, H’)
RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds, 6 en ppm)d = 168.6 (G), 168.2 (G), 157.0 (@), 128.0
(Cy), 125.0 (@), 113.1 (G), 102.0 (@), 56.3 (&), 54.9 (Gyp), 37.6 (Gs), 30.0 (Gy), 25.6
(C13), 22.4 (Go)

IR (KBr, v encm?) v =3007, 2934, 2862, 2836, 2678, 1663, 1610, 15481, 1427, 1378,
1308, 1290, 1248, 1206, 1184, 1165, 1034, 1016),1880, 834, 792, 718, 586, 532

MS (ESI) m/z [M + H]" = 260

HRMS (ESI) calculé pour [M + Nd]: 282.1106 ; mesuré : 282.1098
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Partie expérimentale : évaluations biologiques

Protocole du test par capture du radical DPPH

Ce test antioxydant a été réalisé a l'aide du edditable 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
(DPPH, Sigma Aldrich). Les mesures ont été readistsms de I'éthanol pur sur des plaques
96 puits & l'aide d'un spectrophotométre SpectraNPams®* (Molecular Devices). Pour
chaque composé, une gamme de concentrations aégarge directement sur la plaque,
allant de 1.19 M & 1,95.10 M et avec un volume de 100 pL. Des témoins d’éhpnor et

de DPPH a 100 uM sont disposés respectivementldar®lonnes 1 et 12. Ensuite 100 pL
d’'une solution de DPPH a 200 uM est ajoutée damsjeh puits (sauf colonnes 1 et 12).
L’absorbance est alors mesurée a 515 nm.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A|EtOH] c1 | c2 | ¢c3| ca| c5| c6| c77 c4 c9 cqo DPPH
B| EtOH DPPH
C| EtOH DPPH
p| EtOH Antioxydants DPPH
de concentration
E| EtOH C1aci0 DPPH
F| EtOH DPPH
G| EtOH DPPH
H| EtOH DPPH

EtOH: éthanol purDPPH: témoin en I'absence d’antioxydaolonnes 2 ¢
10: études des agents antioxydants. Quatre antioxydamtliés par plaque.

Préparation de la plaque :

Ligne A-B : Antioxydant 1.Ligne C-D : Antioxydant 2.Ligne E-F : Antioxydant 3.Ligne
G-H : Antioxydant 4.

Colonne 1 :EtOH : 200 pL d’éthanol pu€olonne 2 :100 pL d’éthanol pur, 100 puL d’agent
antioxydant a 2 mM dans éthanol p@olonnes 3 a 11 100 pL d’éthanol pur, 100 pL du
mélange de la colonne précédedelonne 12 :DPPH : 100 uL d’éthanol pur.

Retirer 100 uL du mélange de la colonne 11 puistajp dans les colonnes 2 a 12, 100 pL
d’une solution de DPPH a 200 uM dans éthanol pecture immédiate de I'absorbance a 515
nm avec un spectrophotometre, puis toutes les Jpemdant 1 heure.
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Protocole des tests de protection de la thymidine

Composition du tampon EIA: [K,POQy = 0,08 M, [KH,PQ,] = 0,02 M, [NaCl] = 0,15 M,
[BSA] =145 uM, [NaN] = 1,5 mM

Solution de lavage [tween 20] = 0,05 % de tween 20 (v/v), tampon q@t@ate a 10 mM
(pH = 7,4) dans l'eau.

Réactif d’Ellman : [DTNB] = 250 puM, [acétylthiocholine] = 76 mM, RCI] = 1,45 M,
tampon phosphate 10 mM (pH 7,4). L'absorbance amfii4st lue par un lecteur de plaque
Labsystem Miltiskan Biochromatique.

Préparation des plagues CAS :

Cette étape consiste a adsorber sur la surfacpuitssdes anticorps polyclonaux de chevre
dirigés contre les immunoglobulines de souris. DaAraue puits sont disposés 200 pL d’'une
solution d’anticorps (AFFinipure, Goat Anti-mousgGHIgM, H+L) a 5 pg/mL dans le
tampon phosphate 50 mM (pH 7,4). Apres 16 heuresrgérature ambiante, la plaque est
lavée avec la solution de lavage. Dans chaque paits introduits 300 pL de tampon EIA.
Ensuite la plaque est recouverte d’un film adhésif.

Dosage par compétition de la thymidine :

Dans une plaque CAS sont introduits 50 pL de laitsem de thymidine a doser dans le
tampon EIA et 50 puL d’'une solution d’anticorps mA&bdontre 'AMT a 9,6 ng/mL dans le
tampon EIA, 50 puL d’'une solution de traceur enzyquet AMT-AChE a 2 UEII/mL dans le
tampon EIA. Le témoin LNS (liaison non spécifique$t déterminé par la mesure de
I'absorbance d’un mélange de 50 pL de la solutiorirdceur enzymatique et de 100 pL de
tampon EIA. Le signal 8(obtenu en I'absence de thymidine) par le mélateg&0 pL de la
solution d’anticorps, de 50 pL de la solution dacgur enzymatique et de 50 puL de tampon
EIA. La plaque est agitée pendant 2 heures a teanpérambiante, lavée 3 fois avec une
solution de lavage, puis 200 pL du réactif d’Ellmsont additionnés. Aprés une heure
d’agitation, I'absorbance a 414 nm est lue dangebguits.

Protocole général par irradition y :
Plaque | :plaque en quartz
Plaque 96 puits de 300 pfirradiation Institut Curie d’Orsay)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A TOX TOX TOX TOX
B TOX TOX TOX TOX
C TOX TOX TOX TOX
P Tox Antioxydants Tox { Tox Antioxydants Tox
E TOX TOX TOX TOX
F TOX TOX TOX TOX
G TOX TOX TOX TOX
H TOX TOX TOX TOX

Témoins Tox : expérience en I'absenceagient protecteur (calibrage du te
Colonnes 3 a 5 et 8 a 1@tude des agents protecteurs (2 puits par mol
testée).
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Colonnes 1 et 12 vide.Colonnes 2, 6, 7 et 11Tox : 75 pL de thymidine a 30 uM dans le
tampon phosphate pH 7,4, & 50 mM, 75 pL d’'daolonnes 3 &4 5 et 8 a 1075 pL de
thymidine a 30 uM dans le tampon phosphate pH B@ &M, 3,75 uL d’agent protecteur a
2 mM dans l'eau, 71,25 pL d’eau.

Irradiation gamma pendant 135 minutes (340 Gy) aleex ouvertures de l'irradiateur aprés
45 et 90 minutes, a I'aide d’un irradiateur IBL-637Cs), Institut Curie d’Orsay.

Plaque cylindrique(irradiation CEA/SIS2M)

Puits 1, 7, 13 et 19 Tox : 75 pL de thymidine a 30 uM dans le tampoospate pH 7,4, a
50 mM, 75 pL d’eauAutres puits : 75 pL de thymidine a 30 uM dans le tampon phogphat
pH 7,4 a 50 mM, 3,75 pL d’agent protecteur a 2 mavigdl’'eau, 71,25 uL d’eau.

Irradiation gamma pendant 30 minutes (180 Gy) idd’'a’irradiateur GammacCell 3000 Elan
(**'Cs, CEA/SIS2M).

Plaque Il :plaque CAS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Ins| 28 | 28 w o
B INs | 14 | 14| B Tox
. S . . = Tox
D LNS| 35| 35| o Antioxydants o
£ Bo | 1.75| 175 ® Tox
F Bo | 087 087] % Tox
G Bo | 0.44 | 044 w Tox
H Bo | 0.22] 022 Tox

Témoins LNS, B, et colonnes 3 et 4 :dosage par compétition de
thymidine (calibrage du test, concentration en pMgEmMoins Tox :
expérience en I'absence d’agent protecteur (cgédu test)Colonnes 5 ¢
12 : étude des agents protecteurs (2 puits par moléesiiée).
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Colonne 1 :vide.Colonne 2 :50 pL de tampon EIA dilué 2 foi€olonnes 3 et 4 50 pL de
thymidine (a concentration variable) dans le tampadA dilué 2 fois.Colonnes 5 & 12 :
25 uL de tampon EIA, addition de 25 uL des solgidas puits de plaque |

Colonnes 2 a 12 50 pL de mAb72 a 9,6 ng/mL dans tampon EIA (saN5L.50 puL de
tampon EIA), 50 uL d’AMT-AChE a 2 UEIlI/mL dans larhpon EIA.

Agitation pendant 2 h a 20 °C. Lavage trois foisghatampon de lavage. Addition de 200 pL
du réactif d’'Ellman. Lecture de la densité optigu&l4 nm apres 1 h.

Protocole général du test par UV/HO, :

LNS | 560 | 560
LNS| 280 | 280
Bo 140 | 140
Bo 70 70
Bo 35 35
Bo 17,5| 17,5
Tox | 8,75 | 8,75
Tox | 44 4,4

Antioxydants

I @ m m O O W >

Témoins LNS, B, et colonnes 3 et 4 dosage par compétition de
thymidine (calibrage du test, concentration en pMEmoins Tox :
expérience en l'absence d’agent protecteur (cgéddu test)Colonnes 5
12 : étude des agents protecteurs (2 puits par moléestiée).

Plaque | :96 puits de 300 pL.

Colonne 1 :vide. Colonne 2 :LNS et B : 100 pL deauTox : 50 puL de thymidine a
140 uM dans le tampon phosphate pH = 7,4 a 50 naMyl2d’eau, 25 pL de #D, a 20 mM
dans 'eau.Colonnes 3 et 4 50 pL de thymidine (concentration variable) damgampon
phosphate pH 7,4 a 50 mM, 50 pL d’e@alonnes 5 a 12 50 pL de thymidine a 140 pM
dans le tampon phosphate pH 7,4 a 50 mM, 25 plLedtagrotecteur dans I'eau, 25 pL de
H,O, & 20 mM dans I'eau.

Irradiation & 254 nm, 1,75 J/émrradiateur Bio-Sun 3W, Vilbert Lourmat (Marne\tallée).

Plaque Il :plaque CAS

Colonne 1 :vide.Colonnes 2 a 12 50 uL de tampon EIA, addition de 5 puL des soldion
des puits de lalaque | 50 pL de mAb72 a 9,6 ng/mL dans le tampon EIAf{$NS, 50 pL
de tampon EIA), 50 uL d’AMT-AChE a 2 UEIl/mL darsfampon EIA.

Agitation pendant 2 h a 20 °C. Lavage trois foisghatampon de lavage. Addition de 200 pL
du réactif d’Ellman. Lecture de la densité optigu&l4 nm apres 1 h.
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Partie expérimentale :Evaluations biologiques

Protocole général du test par stress Fenton :

LNS | 560 | 560
LNS| 280 | 280
Bo 140 | 140
Bo 70 70
Bo 35 35
Bo 17,5| 17,5
Tox | 8,75 | 8,75
Tox | 44 4,4

Antioxydants

I @ m m O O W >

Témoins LNS, B, et colonnes 3 et 4 dosage par compétition de
thymidine (calibrage du test, concentration uW@moins Tox : expérienc
en I'absence d’agent protecteur (calibrage du,t€onnes 5 a 12 #tude
des agents protecteurs (2 puits par molécule destée

Plaque | :96 puits de 300 pL.

Colonne 1 :vide.Colonne 2 :LNS et B : 110 pL d’eau. Tox : 50 pL de thymidine a 140 uM
dans le tampon phosphate pH 7,4 a 50 mM, 25 plud2a uL de Fe/EDTA a 2,8 mM dans
l'eau, 10 pL de KO, a 770 mM dans l'eauColonnes 3 et 4 :50 pL de thymidine
(concentration variable) dans le tampon phosphdté,g a 50 mM, 60 uL d’eaolonnes 5

a 12 : 25 pL d’agent protecteur dans 'eau, 25 pL de Bélk a 2,8 mM dans I'eau, 50 pL
de thymidine a 140 uM dans le tampon phosphate,ptd 30 mM, 10 uL de #, a 770 mM
dans I'eau.

Agitation pendant 30 minutes a 20 °C.

Plaque Il :plaque CAS

Colonne 1 :vide.Colonnes 2 a 12 50 pL de tampon EIA, addition de 5 pL des solutions
des puits de lalaque | 50 uL de mAb72 a 9,6 ng/mL dans le tampon EIAIf{$NS, 50 pL
de tampon EIA), 50 pL d’AMT-AChE a 2 UEIl/mL darstfampon EIA.

Agitation pendant 2 h & 20 °C. Lavage trois foisghatampon de lavage. Addition de 200 pL
du réactif d’Ellman. Lecture de la densité optigu&l4 nm apres 1 h.
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Résumé :

Ce travail de these est consacré a la syntheseweaux dérivés d’acides pulviniques et a
I'évaluation de leurs propriétés antioxydante etioprotectrice. Cette étude a été réalisée
dans le but de développer de nouveaux agents decpom contre les rayonnements
ionisants.

Une nouvelle voie d’acces a des dérivés d’acidésrpgues a été mise au point en partant du
L-tartrate de diméthyle. Elle est basée notammantirsel étape de cyclisation de Dieckmann,
une déshydratation et un couplage de Suzuki-Miydtila permet une préparation efficace et
concise de différents dérivés d’acides pulviniquees dérivés tétroniques comportant un
a-hydroxyester, des dérivés pulvinigues monosulEgitt des pulvinates de méthyle.

Une modification de cette méthode a été réalisae g¢ préparer des pulvinones. Cette
stratégie conduit en quatre étapes aux pulvinoogisastées. La rapidité de cette méthode est
apportée par un processus tandem, réalisé en degigpe, mettant en jeu une cyclisation de
Dieckmann et ung-élimination.

Une synthése d'acides 3-aryltétramiques a égaleéténinise au point afin de préparer des
dérivés azotés d’acides pulviniques.

L’activité antioxydante des composeés préparés aiengté évaluée a l'aide de différents
tests : DPPH, ABTS, protection de la thymidine et/&ADN et étude de la peroxydation
lipidique. Ces évaluations ont permis de définis delations structure-activité intéressantes
des dérivés pulviniques. Elles ont montré que plusi dérivés possédaient de trés bonnes
actvités antioxydantes. Enfin, des tests de radteption sur des cellules TK6 et des souris

ont pu étre réalisés sur une sélection de composés.
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