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Préambule

Cette étude s’incrit dans le cadre du développénten nouveaux marqueurs
fluorescents de protéines. Ces marqueurs fluoresaemont un squelette proche d’un produit
naturel, I'épicocconone, isolée en 2003 par le&KRruso.

Le premier chapitre de cette étude sera consadeé pgésentation des difféerentes

méthodes d’analyses protéomique et des différgpestde marqueurs fluorescents.

Dans un second temps, une étude bibliographigsesgethéses d’azaphilones via

désaromatisation oxydante sera présentée.

Le troiséme chapitre présentera les efforts d¢hége permettant d’accéder au cceur
du squelette de [I'épicocconone par désaromatisatipms le quatrieme détaillera
l'installation du motif furanone a partir de diogimes. Les analogues ainsi obtenus seront

étudiés du point de vue de la fluorescence et codspu produit naturel.






1 - INTRODUCTION.

Les efforts d’automatisation et de miniaturisaties réactions associées aux acides
nucléiques ont permis I'essor de la génomique quiraduit au décodage du génome humain.
Or a chaque gene correspond une protéine, I'étaparde consiste donc a associer sa
fonction a chaque protéine. La protéomique, quisiste a déterminer la fonction des

protéines, devient I'étape majeure dans la commsibe des phénoménes biologiques.

Pour ce faire, de nouveaux outils sont nécessafinesle mieux comprendre le réle de
chaque protéine impliquée dans les processus pagiljoks ainsi que celles associées aux
traitements. La protéomique doit ainsi permettigedtifier facilement a la fois, les cibles et
les médicaments potentiels. Une expérience classitpnsiste & comparer les profils
protéiques de référence (dans des conditions nesnmal pathologiques), aux profils obtenus

apres exposition avec la molécule candidate méainam

L’étude des profils protéiques est généralemealisée en deux temps via des gels
d’électrophorese bidimensionnels (2-DE) permettdisbord de séparer les différentes
protéines présentes dans un milieu suivant leuwprigtés physico-chimiques, puis de les

identifier (par spectrométrie de masse, MALDI-Tof MALDI-MS-MS par exemple).

A titre d’exemple, une sur-expression de protéimes fonction de différentes

pathologies pour un méme type de cellules est septée ci-apres-jgure 1).

Gel témoil Syndrome de Lofgre  Patient chroniqu

[k

3 »10 3 »10 3 > 10
pH pH pH

Figure 1 : Gels d’électrophorése d’'un méme protéomeésentant différentes pathologies.
La sarcoidose (maladie de Besnier, Boeck et Schan)rest une maladie granulomateuse
qui peut toucher de nombreux organes : le pouméfémntiellement mais aussi la peau, I'os, le

ceoeur, le rein ou le systéme nerveux central.



Ces différences symptomatiques sont égalemenine&es au niveau du protéome de
la cellule par une surexpression de certaines ipesé L'analyse de gels 2-DE représente
donc une technique approprié pour I'étude de cdadigs s’exprimant au niveau protéique.

Ainsi, pour une meilleure compréhension des mathatectrophorétiques, un rappel
préliminaire des deux paramétres déterminants que la séparation des protéines et leur

révélation semblent nécessaires.

1. 1. Gels d’électrophorése.

La technique de I'électrophorése est fondée suepéacement d'ions (molécules ayant
perdues leur neutralité électrique) sous l'effeindchamp électrique. Du fait de leurs
caractéristiques propres et en fonction des camditde I'électrophorése ces ions auront des
vitesses de migration différentes, ils vont donsé&earer les uns des autres.

Ainsi, les molécules anioniques migrent vers ldmet les molécules cationiques se
déplacent vers la cathode. Dans le cas des acisé&siques, les charges sont portées par les
groupements phosphates du squelette. Enfin, syrdéggines, la situation est plus complexe

car il existe difféerents types de groupements eles (les fonctions acide et amine).

Les principales applications électrophorétiqueésant un support poreux stabilisant
la phase liquide : on parle alors d'électrophosesesupport ou d'électrophorése de zones. Le
support doit étre homogeéne, poreux et inerte. li#érents types d'électrophoréses de zones

sont souvent nommeés en fonction du type de support

e Electrophorése sur papier ;
e Electrophorése sur acétate de cellulose ;

e Electrophorése sur gel (amidon, agar, agarosgapgllamide...).

En biochimie, I'électrophorése en gel est utilipéair séparer les macromolécules
biologiques en fonction de leur taille et de lebamye électrique. Le gel est alors constitué
d'une matrice de polymere baignant dans un tammoucteur. Deux polyméres sont

principalement utilisés : I'agarose et le polyaamyide.



La concentration de polymere ainsi que son tauxétieulation pouvant varier par
rapport a celle du tampon, plus le polymere serceatré et réticulé, et plus la taille des
pores du gel sera petite. Les propriétés du gelgrdguainsi étre adaptées a la taille des

molécules a analyser.

e | 'agaroseest utilisé a des concentrations de 0,5% a 2%l¢pmlume) et permet de
séparer des molécules de tres grande taille, patenent de 'ADN ou de I'ARN.

e Le polyacrylamide est utilisé a des concentrations de 4% a 20% gpmtlhme) et
permet de séparer des molécules plus petiteséipest peptides et des fragments
d'acides nucléiques. La réticulation (taux de reaifon) lors de la polymérisation

peut également étre modulée pour modifier les pait@s de séparation.

Pour les deux types de polymeéres, le gel peutage &€n conditions natives ou en
conditions dénaturantes. Dans ce second cas, &atigm des protéines se fait par I'ajout
d’'un agent dénaturant (détergent) dans le tamp@iSDS (Sodium Dodecyl Sulfate). Le gel
est alors appelé SDS-PAGE (pour SDS-PolyAcrylantts# Electrophoresis). C’est plutbt
l'urée, un agent chaotropique, qui est utiliséedoe la séparation de macromolécule tels que

les acides nucléiques est envisagée.

1. 1. 1. Gels en condition natives (non-dénatesahf. dimension).

Dans I'électrophorése en conditions non dénatesates molécules sont séparées dans
la conformation la plus proche possible de leut gtdif. Les étapes préalables permettant
I'obtention de la solution contenant les molécalegparer doivent donc éviter les conditions
dénaturantes. Sauf cas particulier, il faut donteéles pH élevés ou au contraire tres bas, des
traitements a des températures élevées, les Hautes ioniques (fortes concentrations en sel)
et les agents chimiques dénaturants qui serontuégoau paragraphe suivant.



Les résultats concernant la structure des molge@dat toujours délicats a interpréter

car la séparation se fait en fonction de nombreitéres. Pour un support et un voltage

donnés, la vitesse de migration dépendra de :

1.

la charge native de la molécul®lus la charge est importante, plus la vitesse de
migration sera importante. Cette charge native pauér en fonction du pH, qui est le
plus souvent fixé par I'expérimentateur au moyehutiisation d'une solution tampon.
Selon le signe de la charge native, les moléculasrpnt migrer vers l'anode
(molécules chargées négativement) ou vers la cath@dolécules chargées
positivement). Pour les protéines, il convient ddecfaire le dép6t a mi-chemin des
deux électrodes, sauf a vouloir séparer une p®téamt on connait la charge. Enfin,
toutes les molécules non chargées ne seront pags§puisqu’elles ne migreront pas
du tout. Cette question ne se pose pas pour ldesaaucléiques (ADN et ARN) car

les résidus phosphatés qu'ils contiennent leur elttrume charge toujours négative.

la masse moléculairePlus la masse moléculaire est importante, plugitesse de

migration de la molécule sera faible. Toutefoisgheix du support reste essentiel. En
effet, un support mal choisi peut entrainer uneeabs de migration (molécule trop
grosse pour le maillage du support) ou au contraime mauvaise, voir pas de

séparation (molécule trop petite pour le maillagesdpport).

la structure tridimensionnelléA masse moléculaire égale, une molécule pouetans
sa forme, étre plus ou moins ralentie dans sa ess@n par le support. Par exemple,
une molécule de structure globulaire sera moirented qu'une molécule de structure

fibreuse.



De plus, cette technique présente certains avesitagitons par exemple celui de
permettre la séparation de molécules multimériquésultant de I'association d’au moins
deux polypeptides ou sous unités). En revanchee dutterprétation délicate, il est fréquent
gue les molécules présentes dans I'échantillon iscairélectrophorese s‘agrégent entre elles,

formant de tres gros ensembles impossibles a sépare

Pour terminer, citons une variante de cette teghengui consiste a utiliser un gel dont
le pH varie selon un gradient entre les deux é@edes. On utilise un gel de forte porosité
(polyacrylamide ou agarose), pour que la taillefhience pas la migration. Le gradient de pH
est alors généré par des ampholytes, moléculesaarph de synthése introduites dans le gel
au moment de sa fabrication. De telles moléculessgdant des pHi dans une certaine
gamme (gamme large, ex. 3-9, ou % étroite, ex.o0d#5-6,5), migrent rapidement dans le gel
jusqu'a atteindre une zone ou leur charge devieafie.nElles ont alors une distribution
statistique telle gu'elles génerent un gradienpldesensiblement linéaire le long du gel. I
existe de telles molécules de petit poids molépailat solubles (ampholines) et il existe
eégalement des gels a base d'acrylamide modifié¢ermant des groupements acides et
basiques fixés (gels d'immobilines). Pour chaqueramolécule chargée, sa charge va varier
au fur et a mesure de son déplacement (le pH dii@tent en chaque point du gel) jusqu'au
moment ou la molécule va atteindre son point isigtpie. N'étant plus chargée, elle ne va
plus se déplacer : on est a I'équilibre. Les difiiées molécules sont donc séparées en fonction
de leur point isoélectrique d'ou le nom d'isoéldotralisation (IEF en anglais : IsoElectric

Focusing).

1. 1. 2. Gels en conditions dénaturantes (1 dsmei

Comme son nom lindique, dans cette variante,mMe#ecules sont soumises a un
traitement dénaturant avant leur séparation élgatna@tique, détruisant la structure
tridimensionnelle native. Il existe différentes hm@des pour dénaturer les molécules. Les plus
classiques sont les traitements thermiques, lesefdorces ioniques allant perturber les
liaisons faibles qui participent au repliement aeaslécules (liaisons hydrogénes, liaisons

électrostatiques), et bien sur, l'utilisation drtgedénaturant comme l'urée ou le SDS.



Ce dernier est un détergent trés utilisé powrdtébphorese de protéines car il possede
des caractéristiques particulierement intéressames seulement, il dénature les protéines,
mais il se fixe dessus avec une densité linéaipeoxpmativement constante, c'est a dire que
le nombre de molécules de SDS qui se fixe sur umd€ipe est approximativement
proportionnel au nombre d'acides aminés qui la as®pt, donc a sa masse moléculaire. Or,
le SDS est une molécule chargée négativement. Brésance, toutes les protéines vont donc
adopter la méme forme (déroulée) avec une chargatimé proportionnelle a la masse
moléculaire. On estime ainsi qu'il se fixe en maeerenviron deux molécules de SDS par
acide aminé. Sauf cas particulier, la charge nastefaible donc négligeable par rapport aux
charges portées par le SDS. Il en résulte qu'esepoé de SDS la seule variable qui
différencie les protéines el masse moléculaire La forme n'intervient plus (puisque les
protéines sont dénaturées) et la charge nativephmn(puisque les charges apportées par le

SDS sont largement plus nombreuses).

La séparation se faisant donc uniquement en famale la masse moléculaire, par
voie de conséquence, linterprétation des résuttbtsnus est généralement beaucoup plus
simple que pour une électrophorese en conditiondématurante. Un autre avantage est
l'utilisation d'un détergent qui permet de soldgili les protéines hydrophobes, et en
particulier les protéines membranaires, qui ne pauétre séparées par électrophorése en
conditions non dénaturantes. Comme le supporie gdlapté pour séparer les protéines est le
gel de polyacrylamide (compte tenu du fait qu'ureéne typique fait autour de 50 kDa) on
parle couramment de SDS-PAGE (PolyAcrylamide GedciEbphoresis en milieu SDS).
L'urée est, elle, généralement utilisée pour déaatUADN. Un autre agent chimique
couramment utilisé est Jgemercaptoéthanol. C'est un agent réducteur quua popriété de
réduire les ponts disulfures des protéines, dondétieliire ces pontages covalents qui ne sont
pas cassés par le SDS. Cela permet de sépareiffeeerds polypeptides reliés par de tels
ponts au sein d'une méme protéine. La comparaisrSOS-PAGE avec et sanbs
mercaptoéthanol d'un méme échantillon est donceridiinformations sur la structure

guaternaire des protéines.



1. 1. 3. Gels d'électrophorese bidimensionnelle.

L'électrophorese bidimensionnelle ne fait que epgdre les deux types
d'électrophoréses présentées dans les deux paragragrécédents, mais appliquées

successivement sur le méme gel selon deux oriensgatlifférentesKigure 2).

1** dimension 2°™ dimension Révélation
gel en condition natives gel dénaturant (Colorimétrique ou par fluorescence)
électrofocalisation (SDS PAGE)
ETAPE 1 ETAPE 2 ETAPE 3
90°
e Séparation selon pHi
..
A
I
L L .
. "
2 ]
Migration ‘.' : o By >
", s i i Séparation selon la masse
et 1 wigi moléculaire
- *a P vy B
. g tee
pee .. o
& ... N

Figure 2 : Représentation schématique du principe dels d’électrophorése bidimensionnelle.

Tout d’abord, une isoélectrofocalisation est ffée (£ migration —ETAPE 1).
Cependant, dans un échantillon complexe comme ayabtotal d'un tissu, le nombre de
protéines (plusieurs milliers) est tel que de naubes molécules possedent un point
isoélectrique apparent identique, et ne sont dascsgparées les unes des autres lors de cette
premiere étape. Une seconde migration a 90 ° geetaiere est alors réalisée sur SDS-PAGE
permettant la séparation des protéines en foncteteur masse moléculaire, d'ou le nom
d'électrophorése bidimensionnelleé"(?migration —ETAPE 2). Ainsi, a lissue de cette

deuxieme étape, des spots sur toute la surfaceldiogt observés aprées révélation.

Plusieurs centaines de spots peuvent ainsi édieidoalisés sur des gels de grande
taille. Leur révélation est alors effectuée patilizsation de différents marqueurs de protéines
(ETAPE 3) et une caractérisation peut également étre effectdans certains cas par

couplage avec un spectrometre de masse.



Une des étapes limitante de ce processus estplesér d’un outil efficace permettant
de quantifier précisément, puis de repérer surekel'gnsemble des protéines sécrétées,
guelles que soient leurs quantités. Pour celaut tisposer de biomarqueurs des protéines

efficaces et non spécifiques

L’émergence de ces nouvelles technologies pousse d développer de nouveaux
marqueurs plus efficaces, ceux-ci devant étre ggtdant du point de vue économique que du

point de vue fondamental.

1. 2. Marqueurs pour la détection de protéines sugel

d’électrophorese.

La « détection » de protéines est nécessairegsttun pré-requis aussi bien pour
I'obtention de données qualitatives que quantigatisur un protéome donné. En protéomique
sur 2-DE, la « détection » est souvent liée axation, c'est-a-dire a la création d’'une liaison
réversible ou irréversible entre la protéine etcolorant organique ou inorganique. Ainsi,
différentes approches ont été développées et gyg@t@nipour divers types de révélations de
protéines : la détection colorimétrique ou par émission dgorescence des adduits

marqueurs/protéines faisant intervenir des interastde nature covalente ou non-covalente.

Aux prémices de I'analyse protéiques, les margsiagetype covalents ont longtemps
été considérés comme meilleurs car induisant une gtande sensibilité (pas de perte de
signal lors des lavages effectué post-migratior@peddant, I'essor de la spectrométrie de
masse permettant en routine, de déterminer la enaties protéines séparées sur gel
d’électrophorése, est venu inverser la tendancealdraiere décennie a donc vu l'apparition

d’'une nouvelle classe de marqueurs de protéinesowvalents.

Un compromis entre la sensibilité du signal etcéempatibilité avec les nouvelles
techniques analytiques représentant un réel dés iacadre d’étude bio-analytiques, un bref
rappel des méthodes existantes prend a ce stdtiudie toute son importance.

(1) Miller, 1. ; Crawford, J. ; Gianazza, Proteomics2006, 6, 5385-5408.



1. 2. 1. Par détection colorimétrique.

1. 2. 1. 1. Les Marqueurs covalents.

1.2.1.1. 1. Les protocoles au nitrate d’'atge

Le premier marquage au nitrate d’argent remontdénut des années 1384 Cette

technique de révélation de protéines est baséka saturation des gels en sels d’argent. Une

seconde étape consiste au lavage du gel afin dercles interactions faibles avec les ions

métalliques présent dans la matrice. Une derniteeépermet alors de faire apparaitre les

bandes par réduction au formaldéhyde des ions tangesentant des affinités avec les

protéines.

De nos jours, il existe plus de cent facons degomerdes protéines aux sels d’argent

sur gel de polyacrylamide. Cependant, il existexdgtandes catégories de protocoles : en

milieu alcalin ou en milieu acide. Les marquages sels d’argent sont des procédures multi-

étapes. Voici les quatre étapes majeures (outretdges de lavages) :

1. Fixation, pour insolubiliser les protéines et éliminer é@snposés interférant dans les

gels

Sensibilisationpour améliorer la formation de I'image.

L’imprégnation de I'argentavec du nitrate d’argent ou de I'argent ammoniaca
Développement de I'imagavec du carbonate de sodiufpour les marquages acides)
ou avec de l'acide citrigffe’'® (pour les marquages alcalins) et une faible mais

essentielle quantité de formaldéhyde (réducteuraresargent dans les deux cas).

(2)
(3)
(4)
(%)

(6)
(7)

(8)

Switzer, R. C. 3rd, Merril, C. R., Shifrin, \nal. Biochem1979 98, 231-237.

Oakley, B. R. , Kirsch, D. R. , Morris, N. RAnal. Biochen1.98Q 105, 361-363.

Merril, C. R., Switzer, R. C., Van Keuren, M, Proc. Natl.Acad. Sci. USA979 76, 4335-4339.
Hochstrasser, D. F. ; Harrington, M. G. ; Hdchsser, A. C. ; Miller, M. J. ; Merril, C. Rnal.
Biochem1988 173 424-435.

Heukeshoven, J. ; Dernick, Rlectrophoresigd985 6, 103-112.

Heukeshoven, J. ; Dernick, Rlektrophorese Forum ‘88986 Radola, B. J. (Ed.) , VCH, Weinheim,
22-27.

Blum, H., Beier, H. ; Gross, H. Hlectrophoresid987, 8, 93—99.



La sélection se fait alors en fonction de besepezifiques. En effet, les marquages en
milieu basique sont dits étre plus sensibles pesrfdrotéines basiquemsais la quantité
d’ammoniaque semble étre un point crucial dansefaoductibilité. De plus, ce type de

procédeé n’est pas compatible avec les gels en tonslidénaturantes.

En ce qui concerne les protocoles de marquageomrditmons acides, ils sont eux,
compatibles avec des gels aussi bien dénaturéasaqdénaturés mais ne montrent pas une

grande reproductibilité en fonction des conditiatiBsées.

De ce fait, malgré une sensibilité pouvant atteind00 pg, les problemes de
reproductibilité et la faible gamme de linéarité%llimitent I'utilisation de ce type de
marquage pour les analyses quantitatives en 2-Din,Enotons que le marquage aux sels
d’argent ne révele généralement que les protémemsurface du gel, rendant possible des

analyses ultérieures.
1.2.1.1. 2. Les protocoles au chlorure desyll.

En 1983 I'équipe du Pr. Tzellg mis en évidence I'utilisation de chlorure desjat
(Schéma ) pour la révélation de protéines sur gel d’élqutiarése de type SDS-PAGE. Dans
ce cas, c’est l'utilisation d’'une fonction chlorude sulfonyl qui a permis de rendre ce
composeé tres réactif vis a vis des fonctions amswxluisant a un sulfonamide Cette

grande réactivité a alors conduit & un mode opigeati@s rapide et d’une bonne sensibilité.

\N/ \N/
RNH, R ]
> Tres coloré
o)
_s7° SR
@) Cl H
1 2

Schéma 1 : Création d'une liaison sulfonamide.

9) Rabilloud, T. Electrophoresid99Q 11, 785-794.
(20) Tzeng, M., C.et al. Analytical biochemistry1983 128 412-414.
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1.2. 1. 1. 3. Détection UV des protéines par reaales unités

tryptophane sur des composés trihalogénés.

Une nouvelle technique de révelation des protgraesiétection UV a recemment été
introduite par le Pr. Edwartispar utilisation de composés trihalogénés présamtsians le
gel de polyacrylamide. Dans ce cas, le gel estégm# soit de chloroforme, soit d’acide
trichloroacétique (TCA) puis irradié par une luneigrolarisée de 300 nm qui permet alors
'obtention de bandes de protéines fluorescentesmécanisme de la réaction induite par
photoactivation, a été proposé par ce méme grougappose une réaction de formylation
radicalairé® des indoles présents sur les protéines (unitggopiianes Schéma 2. Cette

réaction conduit alors a un aldéhyde aromatiquardéiscens.

Cl

Cl
R R ’ R n Sy R H R %
N N N S N
H H H H H 3

z

.
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H hv ¢ E)
CI)<CI B P

Cl

Schéma 2 : Mécanisme de formylation des indoles mént dans les protéines.

Cependant, la visualisation des protéines estdégendante de la quantité d'unités
tryptophane dans les protéines analysées.

Une extension de cette méthode a finalement éétel&n 2004 par ce méme groupe
en additionnant les composés trihalogénés préamasiea la migratioli. Ainsi, 20 ug de
protéines globulaires typiques peuvent étre obssnen 5 minutes et jusqu’a 20 ng de
protéines riches en tryptophanes telles que leydaabkes carboniques sont détéctées par
marquage pré migratoire. Enfin, la volatilité duacbforme a finalement amener cette équipe

a un protocole optimisé et répétable par utilisate trichloroéthanol.

(12) Kazmin, D.; Edwards, R., A.; Turner, R., Jaréon, E.; Starkey, Anal. Biochem2002 301, 91-96.
(12) Edwards, R., A.; Jickling, G.; Turner, B.,Photochem. Photobid®002 75, 362—368.
(13) Ladner, C., L ; Yang, J.; Turner, R., J.; Adds, R., AAnal. Biochem2004 326, 13-20.
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1. 2. 1. 2. Les Marquages non-covalents.

1.2.1.2.1. Les protocoles Coomassie BrilliahteB(CBB) et

Fast-green.

* Les solutions de CBB

Les CBB ont été introduits pour la détection detgines en 1963 et sont toujours
frequemment utilisés sur gel d'électrophorése. IBBCest une molécule triaryiméthane
disulfonatée qui est vendue sous sous deux vasidftpre 3) : la coomassie R-250(rouge)
et la G-2505 (verte, molécule structurellement proche de R-B%is présentant deux

méthyles aromatiques bloquant les rotations intedeela partie aromatique).

En solution acide, les sondes s’associent auxpgments aminés des protéines par

interactions électrostatiques et hydrophobiquesduoege non-covalent).

L o L® sg
o™ o™

I I
o O e, O
N N N N

Coomassie blue R-250 Coomassie green G-250

Figure 3 : Formule développée des coomassies R-@58-250

Les protocoles originaux décrivent la fixation desomassies en utilisant 1% de
marqueur en solution alcoolique acide (acide agétiqcide trichloracétique ou encore dans
certains cas par addition d’acide sulfosalicyliqugh lavage acide alcoolique dépourvu de
coomassie permet alors une réduction du bruit de fosqu’a apparition de signaux clafrs
Enfin, le caractere non-covalent rend le marquage ges CBB simple d'utilisation et
compatible avec des analyses de spectrométrie ggenflimite détection de 10 & 100'Heet

une linéarité de la réponse d’'un facteur 10 edeéuent observéé

(14) Fazekas de St Groth, S. ; Webster, R. G. yrigaf A.Biochim. Biophys. Actd,963 71, 377-391.

(15) Weber, K. ; Osborn, M. Biol. Chem1969 244, 4406—-4412.

(16) Poland, J. ; Rabilloud, T. ; Sinha,The Proteomics HandbopR005 Walker, J.M., Humana Press,
Totowa.

a7 Patton,W. FJ. Chromatogr. B Analyt. Technol. Biomed. Life,2002 771, 3—31.
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« Les CBB colloidaux

Diezel & al.*®

ont introduit les CBB (de type G) en solution dd@sTCA pour la
fixation sur les protéines. lls ont alors obsermé diminution significative du bruit de fond
apres fixation dans de telles conditions. Cechalément été explicité par la conversion du

CBB dans un état colloidal en présence de 12.5 ¥de

En effet, pendant I'’équilibre conduisant a la fia sur les protéines, le marqueur est
alors présent sous une forme colloidale ainsi gues sine forme libre en solution. La faible
concentration de CBB libre peut alors pénétrer latrite électrophorétique et se fixer
correctement aux protéines tandis que les margseurs forme de particules colloidales sont
exclus et réduisent, par voie de conséquence uie de fond. Récemment, Le groupe du Pr.
Lazarev® a montré que la fluorescence de la CBB pouvait étilisée en scannant les gels
avec un laser infrarouge. Ceci a alors permis darearger de deux ordres de grandeurs la
sensibilité rendant les CBB au moins deux fois pessibles que le SYPRO Ruby et

augmentant leur gamme de linéarité & 10

e Fast Green FCF

Les Fast Gree6 (Figure 4) constituent une autre “ancienne” génération degoeurs
organiques. lls peuvent également étre utilisés [@odétection de protéines sur PAGE, SDS
PAGE, ou bien méme |Ef2H#2

(18) Diezel,W., Kopperschlager, G., Hofmann,Anal. Biochem1972 48, 617-620.
(29) Smejkal, G. B. ; Robinson, M. H. ; LazarevE3ectrophoresi2004 25, 2511-2519.
(20) Gorovsky, M. A. ; Carlson, K. ; Rosenbauni,.JAnal. Biochem197(Q 35, 359-370.
(21) Allen, R. E. ; Masak, K. C. ; McAllister, P.. Knal. Biochen1.98Q 104, 494-498.
(22) Syrowvy, I. ; Hodny, Z.J. Chromatogr1991, 569, 175-196.
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lIs restent moins sensibles que les CBB pour kntification mais montrent toutefois
une bonne gamme de linéarité (factet) 10
OH

I SO
3

X
HO3S\©/\N O ‘ \ﬁ/\©/SO3H
N~ \

Fast green FCF

Figure 4 : Formule développée de Fast green FCF.

1. 2. 2. Par détection de fluorescence.

Les limitations des méthodes colorimétriques oréné au developpement de
nombreux marquage par fluorescence ayant des ggésiproches des marquages a l'argent

et ayant une large gamme de linéarité (de I'oraérad).
1. 2. 2. 1. Fluorescence.

Les biomarqueurs peuvent étre des marqueurs flcemes s’ils peuvent se lier (de
facon covalente ou non) aux protéines et réveler pgésence par le biais d'une simple
excitation lumineuse. En effet, la fluorescencailtésd’un processus triphasique qui s’'opéere
sur des molécules qui sont appelées fluorophoremangueurs fluorescents. Le processus
responsable de la fluorescence est illustré pardiagramme d’états électroniques : le

diagramme de Jablonski.

Dans un premier temps, I'absorption d’un photomdtéie appropriée (domaine UV-
visible) fait passer une molécule de fluorophord'éimt fondamental & un état électronique
excité. Une telle transition correspond a la praomotd’'un électron dans une orbitale
inoccupée d’énergie supérieure. D’apres I'approxioma de Born-Oppenheimer les
mouvements des électrons sont beaucoup plus ragideseux des noyaux (c'est-a-dire les
vibrations moléculaires). Le passage d'un électdams une orbitale antiliante lors de
I'excitation prend environ It s, ce qui est un temps trés court par rapporteaps

caractéristique des vibrations moléculaires't110'%s).

14



Cette observation est a la base du prin€inck-Condorselon lequel une transition
électronique se produit sans changement des posities noyaux dans I'entité moléculaire et
son environnement.’état résultant est appelé étatanck-Condon(correspondant & un état

singulet Sou S), et la transition impliquée est dite vertical@igure 5, Etape 1).

Etape 2
mll Etape 2,
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Figure 5 : Diagramme de Jablonski simplifié illusant le processus de fluorescence (phase 1 : exoited
I'état S, ou S*, phase 2 : passage a I'état excitg, phase 3 : émission de fluorescence).

Dans un deuxieme temps, un processus de convergegrmne, qui est une transition
non radiative permet le passage entre deux éetsr@hiques de s S* (Dans le cas d'un
état Franck-Condon d'énergie; S Etape 2). En solution, ce processus est suivi d’'une
relaxation vibrationnelle vers le plus bas niveabrationnel ($* vers S1) de [l'état
électronique final Etape 3,). En effet, cette relaxation correpond a un tramsfi’énergie
entre la molécule excitée avec les molécules deastd environnantes dans des temps de
I'ordre de 10's.

(23) Valeur ; Blnvitation a la fluorescence moléculaji2004, De Boeck., Bruxelles, 9-21.
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L’émission de photons accompagnant la relaxation Sgevers $ est appelée
fluorescencdEtape 3. L'émission de fluorescence ne se produit géeréraht qu’a partir de
'état excité $ et la durée de vie d'un tel état électronique umfldirectement sur la
fluorescence. En effet, ce processus radiatif texagion de I'état Sallant de 13 & 10°s
peut entrer en compétition avec d’autres mécangengesexcitation si I'émission de photons
est trop lente (désexcitation non-radiative, cosiggr interne ou encore passage intersystéeme).
Enfin, le spectre de fluorescence est situé a degueurs d’ondes plus grandes (ce qui
correspond a des énergies plus basses) que leesgkabsorption en raison de la perte
d’énergie vibrationnelle a l'état excité. L'écamtee le maximum de la premiére bande
d’absorption et le maximum de fluorescence est lépgéplacement de Stokes (ou stokes’
shift).

Une troisieme voie possible de désexcitation arpdetS est le passage intersyteme,
c'est-a-dire le passage a un état tripletFigure 6).

Etape 2,

=S Etape 4
A Sl ................................................................. E; Croisement intersystéme
1074 10°s
Niveau T, 8 ==
)z . c
d’énergie ou 8 § \ Transfert
7 8 . ) e d’énergie non-
10-15s S| 10%a10% g| 10%a10% radiatif vers S,
- S
(=X
Etape 1 Etape 3 g
——> hVex o —> hv
h\) ex
em\ Etape 6
\4
Oy £ =

V|

>

Longueurs d'ondes A (n'm)

Figure 6 : Diagramme de Jablonski simplifié illustrant le pressus de phosphorescence

Le passage intersysteme (ou encore croisemensysteme) est une transition non-
radiative entre deux niveaux vibrationnels de deiats électroniques de multiplicité

différentes (Par exemple 8 T; - Etape 4.
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Le passage intersystéme est un processus s'opmasides temps de I'ordre deé’1D
10%s et peut ainsi entrer en compétition avec leseautbies de relaxation (fluorescence et
conversion interne de; 8 S).

En solution, la désexcitation non radiative deakél; vers un niveau d'emporte
dans la majorité des cas sur la désexcitation tradiappeléghosphorescendg&tape 5. En
effet, la désexcitation radiative de I'état excriplet T, (de multiplicité différente) verspySst
théoriquement interdite (transition interdite) mdameure possible grace au couplage spin-
orbite. De ce fait, la vitesse d’émission de phosescence est rendue de 100 a 1000 fois plus
petite que pour la fluorescence; (& $) permettant alors généralement un processus non-
radiatif vers $ prédominant Etape 6. Cependant, a froid et/ou dans un milieu rigies,
collisions sont inhibées et une émission de phagsicence peut étre observée (de plusieurs
secondes a plusieurs minutes) si la durée de vigw triplet est suffisamment longue (de
10* & 1Gs).

Il existe un grand choix de fluorophores, chacwuvant étre caractérisé par ses
spectres d’excitation et d’émission. Voici deuxrepdes de fluorophores couramment utilisés
(Figure 7) : une fluorescéin8 et la famille des Bodif$p.

NCS

8 9
Aex =496 nm Aex =de 495 a 582 nm selon R
Aem =516 nm Aem = de 503 a 591 nm selon R

Figure 7 : Structures de la fluorescéine (a gauchef)des bodipy (a droite).
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1. 2. 2. 2. Les Marquages covalents.

1.2.2.2.1. Les sondes fluorescamines et autB®PF?* :

Addition d’'une amine sur un acétal.

Au début des années 1980, plusieurs sondes ferts ont été reportées dans la
bibliographie pour la détection de protéines etdattilisations aussi bien post-migration que
pré-migratior’®. La fluorescamind0 (Schéma 3 a d’ailleurs été utilisée il y a plus de 25 ans
pour marquer des chromatines en gel2DCe composé et ses dérivés synthétiques se
caractérisent par une émission de fluorescence apidition d’'une amine sur un acétal activé

conduisant & la formation irréversible d’'une 2-plirre.

R—NH, Aex =390 nm

Aem =475 nm

R= -CH2CH(CH3)2 11

Schéma 3 : Mécanisme d'ouverture de la fluorescampar une amine.

Le MDPF12 (2-methoxy-2,4-diphényl-3(2H)furanoniigure 8) peut également étre

cité bien qu'appartenant a la méme famille de caépaar il s’est révélé étre plus sensible et

&

(0] RNH, = hexylamine
e \ Aex =384 nm

o Aem =472 nm
12

Figure 8 : Formule développée MDPF.

plus stable que la fluorescanfifie

(24) Barger, B. O. ; White, R. C. ; Pace, J. Leniper, D. L. ; Ragland, W. lAnal. Biochem1976 70,

327-335.
(25) Jackson, P. ; Urwin, V. E. ; Mackay, C.HElectrophoresis€988 9, 330-339.
(26) Jackowski, G. ; Liew, C. @nal. Biochem198Q 102, 321-325.
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1.2.2.2.2. Les sondes CBQCA : addition d'unénansur un
aldéhyde.

Un second exemple de marqueur fluorescent sedmificon covalente aux protéines
a été publié par le Pr. Novotny en 1991. En eftet,groupe a développé un nouveau
fluorophore basé sur une structure quinoline fomtatisée présentant une fonction
aldéhydique : CBQCH 13 (3-(4-carboxybenzoyl)-2-quinolinecarboxaldéhydainsi, aprés
réaction avec une amine et formation d’une imirtermédiaire, les composeés fluorescents de

type isoindoliques sont forméS¢héma 4.

HO.

trés fluorescent
13 14

Schéma 4 : Formation des adduits isoindoliques ftascent en présence de cyanures.

Bien que non-testée sur gel d’électrophoreseetaibilité de ce marqueur a pu étre
évaluée en chromatographie liquide capillaire sg dcides aminés et des polypeptides. De
treés faibles quantités d’adduits ont ainsi pu é#tectées (en solution : de 10 a 70 amol pour
les acides aminés et de 5 & 14 amol pour les psptevec une bonne linéarité de réponse (de
I'ordre de 16). De plus, la formation de miscelles par ajoutSizS permet de multiplier la

sensibilité par un facteur 10.

A notre connaissance, bien que trés sensible,arquaur n’a jamais été utilisé sur les
gels d’électrophorese. De plus, la toxicité du ecyarde sodium dans le tampon représenterait
vraisemblablement un risque non-acceptable poundalyses qui se doivent d’étre mises en
place facilement. Enfin, un fort bruit de fond seggnéré par le produit de départ (spectre
d’excitation et d’émission proche du compd<g conduisant a une diminution indéniable de
la sensibilité.

(27) Liu, J.; Hsieh, Y., Z. ; Wiesler, D.; Novotnyl. Anal. Chem1991, 63, 408-412.
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1.2.2.2.3. Le monobromobimane : Attaque desidués

cystéines sur un bimane bromé.

En 1993, le groupe du Pr. Jackson a montré queotd bimane pouvait étre utilisé
pour révéler les protéines sur gel d’électrophoes@réparant le dérivé bromé& pouvant
subir des attaques nucléophffeCette méthode s’est révélée trés intéressante ldaradre
de détection de protéines portant des dérivés iagstar il se forme une liaison irréversible
apres substitutions nucléophile des thiols préssmtda protéine§chéma %. Bien que la
détection non-spécifique soit rendue impossible pette réactivité, une fixation pré-
migratoire des protéines possédant des résidusicgstest donc réalisable.

0

o o o0
N
\_N_/ - N E: / Aex =380 nm
= HS” R Aem =475 nm
\_/ 16 >

Br
Schéma 5 : Liaison du bromobimane par ses résidystéines.

Finalement, une sensibilit¢ de I'ordre de diol de cystéine a pu étre observée.
Cependant, le composé alkylant étant lui méme fitesrescent, de nombreux lavages,
sources de diminution du signal, sont indispensabtair éviter un bruit de fond résiduel trop

important.

1.2.2.2. 4. Les cyanines Cy3 et Cy5 : Attaqueéuaphile sur

des esters activés.

Un marqueur covalent tres utilisé pour la détecte protéines est constitué d’'un des
motifs les plus répandus dans le monde de la fhoerece : Les cyanines C{3 et Cy518.
Ces cyanines fonctionnaliséefigure 9) utilisables sur gels d'électrophorése ont été
introduite par le Pr. Mindéfen 1997. La nature covalente de la liaison peggatement de
marquer les protéines en amont de la migratioroetlgit & des limites de détection proches

des marquages au nitrate d’argent.

(28) Urwin, V., E.; Jackson, Rnal. Biochem1993 209 57-62.
(29) Unli, M.; Morgan, M., E.; Minden, J., Electrophoresis1997, 18, 2071-2077.
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Figure 9 : Cyanines 3.0 et 5.0 pour les marquagespotéines sur gel d'électrophoréese.

Deux inconvénients majeurs sont distinguables dansas de l'utilisation des ces
marqueurs de protéines. Tout d'abord, leur syntleseluit généralement aux produits de
dialkylation lors de I'étape pour insérer le brapaceur (Le dérivé monoalkylé et le dérivé
dialkylé étant difficilement séparables). De pliasforte fluorescence de ces composés induit
une augmentation non négligeable du bruit de famtlant leur utilisation post-migratoire
difficile (lavages intensifs nécessaires du sigoal utilisation de billes polymériques
réagissant avec le reste de fluorophore). Enfinmmme pour I'ensemble des autres
fluorophores covalents, la modification des pratgiportant une ou plusieurs unités cyanines
peut modifier son élution sur gel et limite les dids de détermination structurales par

spectrométrie de masse.

1.2.2.2.5. Les marqueurs Py-1, Py-3 et Py-&rmiation

d’ions pyridinium & partir d’ions pyriliums.

L’essor des études protéomiques a conduit a li@ppade structures innovantes se
liant aux protéines. En ce sens, en 2004, I'équpePr. Wolfbies s’est attaché a la
construction de nouveaux motifs a fort potentiels: ions pyriliums conjugués Py-(1,3 ou 5)
(Schéma 619-20-21). Ces ions pyriliums sont trés connus pour leande sensibilité vis-a-
vis des amines et peuvent, de ce fait, conduirees idns pyridiniums conjugués tres
fluorescent¥. De plus comme dans le cas des cyanines, ces sésge distinguent par un
grand Stokes’ Shift en fonction du nombre de douldéson entre les deux noyaux

aromatiques.

(30) Weltz, B., K.; Yarmoluck, S., M.; Craig, D.,;BNVolfbeis, O., SAngew. Chem. Int. EQ004 43, 5400-
5402.
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Schéma 6 : Propriétés physicochimiques des pyriltuat des pyridiniums correspondants.

Cette grande différence entre longueur d’'onde daitation et longueur d’onde
d’émission est d'une importance primordiale dansddre d’études électrophorétiques car
elle permet de s’affranchir des problemes techradnéuits par le recouvrement des bandes
spectrales. De plus, ils sont également plus aitdesdu point de vue synthétique que les
cyanines (seuls fluorophores covalents ayant degukurs d’'ondes d’émission similaires) et
permettent également des fixations pré-migratoires.

Bien que combinant de nombreux points positifs,a@mposés posseédent néanmoins
des lacunes inhérentes aux fluorophores covalemisassibilité de caractériser les protéines
séparées par spectrométrie de masse (adduitakse)stDe plus, leur grande réactivité leur

confére également une instabilité néfaste, rendantconservation plus difficile.
1. 2. 2. 3. Les Marquages non-covalents.

La nature covalente de la plupart des marqueasssensibles disponibles empéchant
'analyse des protéines par spectrométrie de m@ssmplage 2-DE/Spectrométre de masse),
une nouvelle classe de sondes a vu le jour: legesofluorescentes qui s’associent aux

protéines de facon non-covalente

1.2.2.3.1. Les sondes SYPR6range, red et tangerine : les

sondes de type aniline conjuguée.

Les premieres molécules fluorescentes s’assoaiaxtprotéines par une liaison de
nature non-covalente sont les SYPRRed22, Orange23, et Tangerin@4 (Figure 10). Elles
se lient aux miscelles par des interactions hydsbph formées par le détergent entourant les
protéines dans les gels dénaturés de type SDSgiremit dans certains cas une mauvaise

fixation en fonction de la classe de protéfés

(32) Steinberg, T. H. ; Haugland, R. P. ; Singen.. Anal. Biochem1996 239, 238-245.
(32) Steinberg, T. H., Jones, L. J. ; Haugland? R.Singer, V. LAnal. Biochem1996 239, 223-237.
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Elles se distinguent notamment par de trés bahkestshift (de 100 a 150 nm) Le
marquage est réalisé en une étape apres électesghanais peut également étre inclus
directement dans le tampon conduisant a I'éconatiiee étape. Une réduction du bruit de
fond par des lavages des gels afin d’éliminer sxde fluorophore a finalement conduit a la

détection 1 a 10 ng de protéines.

<)
= ﬁ/\/\/503

€]
‘ = ﬁ/\/\/803
X |
N
N NN /N

/\/\) Aex =300 ou 550 nm /\/\) Aex =300 ou 470 nm

22 Aem = 630 Nm 23 Aem=570nm

Aex =300 ou 490 nm
24 Aem =640 nm

SYPRO Red SYPRO Orange SYPRO Tangerine

Figure 10 : Formule développée des sondes de typkn@ conguguées

1.2.2.3.2. Les sondes SYPR@by et rose : les sondes de

type sels de terres rares.

SYPR® Ruby 25**3*(Figure 11), la plus utilisée des sondes fluorescentes, st u
complexe bathophénantroline de ruthénium s’assgcieomme le CBB, aux résidus

cationiques présent sur une protéine.

Aex =300 ou 490 nm
Aem = 640 nm

Figure 11 : Formule développée du SYPR®uby
Le succés de SYPRQRuby, a généré un grand nombre de copies basédessels

de terres rares comme les sondes RUBE&enotech), ou bien LumitéinBiotum) dont les
structures protégées ne sont pas publiées. Le eample ruthénium est fluorescent de facon
inhérente (avec un stokes shift généralement adréd300 nm A = 290 nm ef\em = 580
nm) et, de ce fait, la limitation inhérente de eetiéthode est la nécessité de laver le gel en fin

de marquage afin de réduire le bruit de fond ndfcisigue®.

(33) Beggren, K.; Chernokalskaya, E.; SteinbergHT.. Kemper, C.; Lopez, M., F.; Diwu, Z.; Hauglamil,
P.; Patton, W., FElectrophoresis200Q 21, 2509-2521.

(34) Rabillout, T.; Strub, J.-M.; Luche, S.; GiratdJ.-L.; Van Dorsselaer, A.; Lunardi,Rroteome2000Q 1,
1-14.

(35) Tsangaris, G. ; Weitzdoerfer, R. ; Pollak, Dubec, G. ; Fountoulakis,M.Electrophoresi004 25,
1168-1173.
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En ce qui concerne la sensibilité, SYPRRuby permet de détecter des protéines de
I'ordre de 1 ng en ayant tout de méme une gamméndarité de 18 Ces résultats font
aujourd’hui de ce composé la référence pour lactiétede protéines sur gel d’électrophorese.
Il est intéressant de remarquer qu’un deérivé de BY¥Possédant un ester activé (marquage
covalent de protéines dans ce cas) a été devefpdé groupe du Pr. Rolando :Hes-(2,2'-
bipyridine)—4’-methyl-4-carboxybipyridine-rutheniuM-succidimylester-bis(hexafluoro)
phosphatgASCQ_Ru). Celui-ci a permis d’atteindre une neeite limite de détection de
I'ordre de 80 ptf. Enfin, malgré la popularité croissante de cesgueurs de type complexes
de terres rares, un probléme majeur est générdeparutilisation a grande échelle : le
recyclage des eaux de lavages riches en sels daipmigturds. Ceci a donc conduit a une

incessante recherche du composé idéal combinamtdsuavantages de ce type.

1.2.2.3.3. Les sondes de type fluorescéine.

Les fluorescéines sont des fluorophores bien catams la bibliographfé. Elles font
partie des structures les plus étudiées dans laidentdes sondes fluorescentes de par leur
propriétés physicochimiques trés intéressantekdstshift d’environ 60 nm et trées bon
rendements quantiques). Cependant, il est conrenquilieu basique, leur fluorescence est
trés limitée® ' *° empéchant ainsi une utilisation sur gels d'éledtioyése. Cette pH-
dépendance a finalement été expliquée par les marsbs formes ioniques de la fluorescéine
qui peuvent émettre chacune différemment.

Le groupe du Pr. Kang a récemment montré queulardscence de tels composeés
augmentait de facon surprenante en milieu acidengirésence de protéines. Dans ce sens,
'addition d'une chaine hydrocarbonée a permig o o
d’augmenter les interactions hydrophobiques avsc le O /
protéines. Ce fluorophore modifigé (Figure 12) a O COOH ;Z;ggm
ainsi pu étre utilisé comme marqueur de protéing no 18
covalent dans les gels d'électrophorése de type- SM 26
PAGE®.

Figure 12 :Marqueur de type fluorescéine.

(36) Tokarski, C. ; Cren-Olivé C. ; Fillet, M. ; Rmdo, C.;Electrophoresi2006 27,1407-1416.

(37) Berlman, I. BHandbook of Fluorescence Spectra of Aromatic Mdéssdcademic Press, New York
1971

(38) Dutta, A. K. ; Salesse, Cangmuir1997, 13, 5401-5408.

(39) Stepanek, M., Podhajecka, K., Prochazkal &hgmuir1999 15, 4185-4193.

(40) Kang, C. ; Kim, H. ; Kang, D. ; Jung, D., Yuh, M.Electrophoresi003 24, 3297-3304.
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Finalement, des bandes de 1 ng de protéines stagatains cas de 0.1 ng ont pu étre
détectées. Cependant une linéarité de la répoasété’observée que pour une gamme allant
de 1 & 126 ng de protéines.

1.2.2.3.4. les DCM : Les sondes de type
tetrahydropyraniques.

Le groupe du Pr. Suzuki a reporté, en 2005, isailon de nouvelles structures
fluorescentes pour la détection de protéines :D@M* 27 et 28 (4-(Dicyanomethylene)-2-

methyl-6-(p-methylaminostyryl)-4H-pyrarFigure 13).

Aex =582 nm
CN Aem =650 nm

Aex =480 nm

CN Aem = 540 nm

27 28
Figure 13 : Marqueurs DCM
Ces composés conduisent a un transfert de chatrgenioléculaire (ICT : mécanisme

d’émission de fluorescence le plus courant) atl’étecité qui subit de grande variation de
leurs propriétés physicochimiques en fonction diliemni En effet, une augmentation de
I'émission de fluorescente étant observée en milgrophobe, la détection de protéines sur
gel délectrophorése par ces composés a pu étrsagd@e. En effet, de intéractions
hydrophobiques stabilisant I'lCT sont observéespessence de protéines plus SDS. Un
Stockes’ shift de I'ordre de 60 et 68 nm a été emsévidence pour les compostset 28

respectivement. Une sensibilité allant jusqu’a @@mL a finalement été observée ainsi

qu’une trés bonne linéarité ()0

1.2.2.3.5. Les marqueurs Flamingo et Kryptdes: sondes

hybrides coumarines-cyanines.

Les sondes Flamin§®9 et Kryptorf 30 sont les deux sondes les plus récemment
introduites. Elles ont montré un gros potentiElgire 14). Développées par la société
Dyonics**, les deux sont de types coumariniques, et plusiggdent des hybrides

coumariniques s’associant avec le SDS entouramptrégsines sur le gel.

(42) Suzuki, Y.; Yokoyama, KI. Am. Chem. So2005 127, 17799-17802.
(42) Wenzel, M. ; Czerney, P. ; Schweder, B. ; Lehm F. Protein identifying and quantifying method.
W02006/079334 Aug. 3 2006, Dyomics GMBH.
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Il'y a peu de bibliographie concernant ces deuxisemmais il est suggeré qu’elles sont aussi

sensibles que le SYPRO (référence en terme de sdhaeescences) ou bien encore que
g

I'argent en restant compatibles avec les analyaesgectrométrie de maés

Flamingo Krypton

Figure 14 : Formule développée du Flamingo et duyfton

Cependant, méme si le coefficient d’absorption éoallaire est trés important (
=105000), le stokes’ shift est lui petit en présede protéines aussi bien pour le Krypton que
pour le Flamingo (de l'ordre de 30 a 60 nm) entatndes problémes techniques liées au

recouvrement des bandes spectrales.

1. 2. 2. 3. 6. Révélation par lecture de I'absodeanative des

protéines.

Une nouvelle approche a été initiee par le graiyp®r. Anselmitti en 2003 et consiste
en la lecture de la fluorescence native des pres¥inCette équipe s'est appuyée sur le
concept développé par Yamamatbal. qui avait permis de révéler les protéines par Emp
détection UV a 280 nm de leur unité tryptophanecauee sensibilité de l'ordre du
microgramme. Ici, la lecture de la fluorescence des unités tryptophanes (fluorescence
natives des indoles) a permis la détection de tsaddel a 5 ng de protéines. Cette méthode
représente ainsi un gain de temps non-négligeahtes de cadre d’étude protéiques. La
détection reste hautement dépendante de la qudetitéls acides aminés et une linéarité de

réponse moins bonne que pour les SYBRDby a finalement été observée (310

(43) Harris, L. R. ; Churchward, M. A. ; Butt, R. HCoorssen J. R. Proteome Re2007, 6 (4), 1418-
1425.

(44) Wolf, B. D. ; Desai, S. ; Shiflett, S. ; Befl, A. Krypton A : sensitive fluorescent proteinistfor
protein detection in polyacrylamide gels. 20th AaihBymposium of The Protein Society, San Diego,
CA, August 5-9, 2006.

(45) Berkelman, T. Detection and quantitation aftpins using a novel fluorescent dye. BioRad tezaini
bulletin 5352, http://www.biorad.com/cmc_uploadédrature/194338/Bulletin_5352.pdf

(46) Roegener, J.; Lutter, P.; Reinhart, R.; Bluglfe; Meyer, H., E.; Anselmitti, DAnal. Chem2003 75,
157-159.
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Malgré la pléthore de marqueurs, il apparait cdpah clairement qu’aucun ne
présente I'ensemble des avantages souhaitableslelarzire d’étude protéomique. D’une
facon générale, bien que schématique :

A - Les marqueurs covalents :

Bonne sensibilité, Bonne gamme de linéarité, Bukés’ shift.
® Non-compatibles avec des analyses ultérieuresnuadifie la masse des

protéines.

B - Les marqueurs non-covalents :

Compatibles avec des analyses post-migrations, $mkes’ shift (dans
certains cas).
® Sensibilité et gamme de linéarité trées dépendaltenombre de lavages

nécessaires pour réduire le bruit de fond résidueharquage non-spécifique.

Décrite en 2003, une molécule isolée d’'un chamgigappelépicoccum nigrunpar

le groupe du Pr. Karuso semble cependant remphsEémble du cahier des charges.

1. 2. 2. 4. Un marqueur de type dihydropyranique Lavapurple.

Lavapurple est un marqueur pro-fluorescent

basé sur I'épicocconofi€31 (Figure 15) qui a été
introduit juste aprés SYPRO Ruby en temps que Deep

Purple total protein stalfi(GE Healthcare). 7

Figure 15 : Structure I'épicocconone

Ce produit naturel de structure originale est nan configurations absolues non-conues.

peu fluorescent. En revanche, en se liant de fagpwalente a une amine (en particulier la
fonction amine des unités lysine des protéinedprihe un complexe de transfert de charge
interne® (en anglaisICT complex sur la molécule32 qui posséde un stokes’ shift trés
important (90 nm). En effet, il fluoresce dans leghe InfraRouge (610 nm) quand il est

soumis a un rayonnement UV ou visible (395 ou 520.n

47 Bell, P. J. ; Karuso, Rl. Am. Chem. So2003 125, (31), 9304-9305.

(48) Mackintosh, J. A. ; Choi, H.-Y. ; Bae, S. H/eal, D. A. ; Bell, P. J. ; Ferrari, B. C. ; VaryR D. D. ;
Verrills, N. M. ; Paik, Y. K. ; Karuso FProteomic2003 3 (12), 2273-2288.

(49) Crawford, A., S.; Veal, D., A., Scott, G., B;,Choi, H., Y., Karuso, Rl. Prot. Res2008 7, 361-366.
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Le mécanisme de fixation de I'épicocconone autepres passe par la formation d'une
énamine stabilisé82 par liaison hydrogéne intramoléculaftévitant ainsi un maximum le
relargage du fluorophor&¢héma . Une quantité de I'ordre du picogramme a finaletypi

étre détectée apres optimisation rendant ce conmposé&ensible que le SYPRO Ruby.

Aex =520 nm o N
Aem = 610 Nnm

RNH,

pH dépendant

Schéma 7 Mécanisme de fixation des protéines

De plus, le complexe formé s’associe égalemens dargel aux miscelles de SDS
présentes autour de la protéirgglre 16).

o Trés fluorescent NHR

pa=3.9 OH Aem = 610 nm

Fluorescent /
=610 nm Non-fluorescent
L’augmentation du moment dipolaire Influenc? du i sur a fluoresE:ence.
U sein de miscelles de SDS La forme protonée de I'énamine est tres fluorescente
augmente la fluorescence (augmentation de I,ICJ. paltr _au)gmentatlon du moment
ipolaire) .

Figure 16 : Augmentation de la fluorescence en mili apolaire par interactions hydrophobiques.

Cette incursion miscellaire augmente notammerfaden synergique la fluorescence
par un facteur 10 sur une gamme de linéarité raneateeintd' (>10%). Ceci est expliqué par
'augmentation du moment dipolaire de la moléculesain de miscelles. L’augmentation de
la fluorescence en fonction du pH (forme énamirsgorée a pH 2.5) confirme I'importance
du moment dipolaire dans I'émission de fluoresceteta molécule.

(50) Coghlan, D. R. ; Mackintosh, J.A. ; Karuso(®g. Lett, 2005 7, 2401-2404.
(51) Svensson, E. ; Hedberg, J. J. ; Malmport,Beliqvist, B. Anal. Biochem2006 355 (2), 304-306.
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Malgré la bonne stabilit¢ de I'énamine dans leqddeons opératoires, une

réversibilité est observée en fonction du*pEbtabilité

pH optimum

0.15
maximale a pH 2.5 Figure 17). Ceci conduit donc a le

libération des protéines marquées permettant kEnss
analyses en spectrométrie de masse post-migrat ']
Cette réversibilité est une premiere dans le caldre

marqueurs non-specifiques covalents de protéines a.s:

gel d'électrophorése. Elle vient ainsi combler
o ¢

principale lacune de tels marqueurs. La nat

. : . _— : A 1 2 3 4
réversible de la liaison rend ainsi possible lg&d#tion

o . . Figure 17 : Réversibilité en fonction
de I'épicocconone dans les conditions de digest du pH de I'énamine
tryptique précédant les analyses de masse. Cesurssupryptigues permettent alors la
génération de massifs moléculaires qui peuvent réfi@@encées dans une base de données

correspondant aux empreintes digitales massiqueeptide a déterminer.

Cette molécule a également la particularité d'étiiesablein cellulo (permettant donc
des tests sur des cellules vivantes en laboratdirefait de sa non cytotoxicitéet de sa
capacité a former un adduit tres fluorescent eremtiydrophobe. Le marquage des protéines
membranaires du noyau a ainsi pu étre réalisé grassage de la barriere cytoplasmique et
élargit donc encore le panel d'utilisation de cergnaur pro-fluorescent (membrane

cytoplasmique également révélée).

Enfin, malgré de nombreux avantages, l'epicoccencomporte néanmoins une
limitation : son temps de demi-vie sous irradiateangel d’électrophorese. En effet, le groupe
du Pr. LazareV’ a montré une photostabilité (83 % de blanchimeés 19 minutes)
inférieure au SPYRO Ruby (44% de blanchiment agr@sminutes) limitant le nombre

possible d’accumulations.

Le but de notre étude sera donc de mettre au gainpremiere synthése de
I'épicocconone. Ceci permettra d’identifier des atieins structures-fluorescence qui
conduiront d’'une part, a obtenir une gamme de fipbores de structures analogues mais de
longueurs d’'ondes d’excitation et d’émission diidtes, et d’autre part a améliorer sa

photostabilité.

(52) Choi, H. Y. ; Veal, H.Y. ; Karuso, B. Fluorescence2006 15, 475-482.
(53) Smejkal, G. B. ; Robinson, M. H. ; Lazarev,Eectrophoresi004 25, 2511-2519.
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La détermination de la configuration absolue destres assymétriques par une
synthése énantioselective représente un seconttrodp@alqui pourra étre relevé une fois la
synthése racémique mise au point. L'épicocconoisariapartie de la famille des azaphilones,
il convient d’étudier les précédents bibliograplEgueportant les synthéses de tels composés

afin de proposer la voie synthétique la plus effecat convergente possible.
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2. SYNTHESE D'AZAPHILONES - BIBLIOGRAPHIE.

Monascurobiciné*, rubropunctamicing®, (+)-sclerotiorin€®, (-)-mitorubine®’ et
daldinines® (mélange de quatre esters possédant une longiregilas ou moins insaturée)
sont des métabolites produits par respectivementcleampignondvlonascus purpureus
Wentii, Monascus rubropunctatuSato, Penicillium sclerotiorumvan Beyma,Penicillium

rubrumandDaldinia concentricgFigure 18).

Pyranique Dihydropyranique o

R' =n-C;H;5: Monascorubrin (+)-sclerotiorin o}

n-CgHy; : Rubropunctatin Rom a7 Epicocconone
X
HO P X=0,N
o e o Z R

< Synthon commun a I'ensemble Dihvdropvridonique

E Z>0 des azaphilones Liycropyridonique
Ho ©

o N

35 (-)-mitorubrin 0 20 o
o o o Z WOI" ~—\_ Macrocyle peptidique
M B 36 Daldinine e} -
60 Z2e) O
_ R" = CH(CHy)14 cl
© 6 CH(CH))s

S-15183a CH(CHp)7CCH=CH(CH); Chlorofusin
CH(CH,),CH=CHCH,CH=CH(CH),

Figure 18 : Exemples d'azaphilones - Synthon commatiensemble des structures

Il est intérressant de remarquer que le syntl8h en série pyraniqgue ou
dihydropyranique pourrait représenter une briqueléowaire pour la construction de

I'’ensemble de ces structures.

Les azaphilones sont ainsi nommeées de part l@nit@fpour les composés aminés. La
particuliarité structurale de ces composeés estdagmce d’'un cycle pyranique en leur sein qui

leur confére la capacité de se lier & des aminasenduire & degpyridones®.

(54) Kumasaki, S.; Nakanishi, K.; Nishikawa, Eha3hi, M.Tetrahedron1962 18, 1171.
(55) Haws, E., J.; Holker, J., S., E.; Kelly, Agwll, A., D., G.; Robertson, Al. Chem Soc 1959 3598.
(56) [a] Eade, R. A.; Page, H.; Robertson, A.; BuyiK.; Whalley, W., BJ. Chem Soc, 1957, 4913.
[b] Whalley, W., B.; Ferguson, G.; Marsh W., CedRvo, R., JJ. Chem. So¢Perkin Trans.11976
1366.
(57)  Buchi, G.; White, J., D.; Wogan, G., B.Am Chem Soc, 1965 87, 3484,
(58) Hashimoto, T.; Tahara, S.; Takaoka, S.; Tdrj,Asakawa, Y Chem Pharm Bull., 1994 42, 2397.
(59) Juzlova, P.: Martinkov4, L.; Kroen, ¥.Ind. Microbiology, 1996 16, 163.
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L’épicocconone, bien qu’ayant un noyau dihydropigiae, est aussi classée parmi les
azaphilones. Pour I'épicocconone, une réversibildda liaison a été démontrée et, de par ce

fait, pourrait expliquer la faible cytotoxicité repée par le groupe du Pr. KaruStléma 8.

o
RNH, _ o
Irréversible
R 33 pyrane 0 R' pyridone
(forme cyclique)
R' =n-C;H;5: Monascorubrin
n-CsHj 1 : Rubropunctatin
JH. R
O N
RNH P
2 "//OH
Réversible

énamine
OH ————

Dépendant du pH (forme ouverte)

Schéma 8 : Formation irréversible dgpyrones / Formation réversible d'énamine.

La biosynthéses des azaphilones pyrannfjukesirs synthéses, leurs toxicfte%°354

$26.67.68.5%nt intensément été étudiés pendant les 50

ainsi que leur activités biologiqu®
dernieres années. Cependant, bien que structussitetreés proches de I'épicocconone, ces
molécules différent dans leurs propriétés. En egffes molécules conduisent a des pyridones
en présence d’amines (RMH La liaison crée entre 'amine et I'azaphilonevidat alors

guasiment irréversible, ce qui explique leur faytoxicite.

Les différentes stratégies rétrosynthétiques s$emamportées ci-apres afin de
comprendre et d’envisager la voie synthétique les mlonvergente et efficace possible (la
bibliographie concernant la désaromatisation oxtelarra traitée en détail plus en aval dans

le manuscript / cfl. 2. 2. Désaromatisation oxydahte

(60) Kurono, K. ; Nakanishi, K. ; Shindo, K. ; Tadd. Chem Pharm Bull., 1963 11, 359 (

(61) Vleggaar, R. ; Steyn, P., S. ; Nagel,JMChem. Soc., Perkin Trans1974 45.

(62) Hetherington, A., C. ; Raistrick, IRhil. Trans Roy. Soc. (London), Ser, 8931, 220, 269.

(63) Pollock, A. V. Nature (London),947, 160, 331.

(64) Oku, H. ; Nakanishi, TPhytopathology1963 53, 1321.

(65) Nukina, M.; Marumo, STetrahedron Letf.1977, 2603.

(66) Haraguchi, H.; Taniguchi, M.; Motoba, K.; Shib, K. Oi, S.; Hashimoto KAgric. Biol. Chem 1990
54, 2167.

(67) Takahashi, M.; Koyama, K. Natori, Shem. Pharm. Bull1990,38, 625.

(68) Matsuzaki, M.; Tahara, H.; Inokoshi, J.; TamaH.J. Antibiotics,1998 51,1004.;

(69) Da-Jun Yang, D.; Tomoda, H.; Tabata, N.; MasuR; Omura, Sl. Antibiotics 1996 49, 223.
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2. 1. Synthese de Whalley.

Le groupe du Pr. Whalley a reporté la premiéret®se d’azaphilones (sclérotiorffie
et tétrahydrosclérotiorif®. Ces synthéses sont basées sur une procédusemureprise
dans la majorité des futures syntheses d’azaplslargavoir, la cyclisation-désaromatisation
d’un énol sur un aldéhyde en milieu acide puisiég@age de I'intermédiaire réactionnel par
un oxydant $chéma 9.

OH O O
OH \~\// O mélange de diastéréoisomeres
H
P,0s 0 Pb(OAC), o Z>0
—_— —_—
HO EtOH o NG o N~
Cl o 60 % 11 %
|

41 42

| 40 (+)-sclerotiorin

Schéma 9 : Premiére synthése d'azaphilones - Sysghde Whalley.

Il est important de remarquer que dans ces trayaeliminaires, l'intermédiaire
réactionnel1 est isolé et caractérisé, preuve d’une relatigbilie de celui-ci dans le cas de
cycle pyranique. Cet intermédiaire est alors pipgé du tetracétate de plomb (Pb(O4c)

pour conduire a I'azaphilord2.
2. 2. Synthese de Suzuki.

Comme dans la synthese proposée par le groupe. dMRlley, le groupe de Suzuki
s’est basé sur une cylisation-désaromatisante éhah sur un aldéhyde en condition acide.
Cependant, dans ce cas, l'acide utilisé est l'acmoluénesulfonique (APTS) et

lintermédiaire est directement piémésitu par du Pb(OAG)?

De plus, ce groupe a également résolu le talorchlle de cette voie d’accés aux
azaphilones en mettant au point une synthéseffieéace du substrat de dépaBichéma 10
Ainsi, une premiere désaromatisation d’'un diphénmmnobenzylé45 est réalisée pour
conduire a uro-quinol 46. Une attaque de type Michael d’'un acétoacétatd’ siquinol 46
suivie d'une réaromatisation et perte de ;CBOEt conduit finalement a la cétone

aromatiquet?.

(70) Chong, R.; King, R., R.; Whalley, W., B.Chem Soc,Chem Commun, 1969 1512.

(71) Birchall, G.; Galbraith, M.; Gray, R. W.; King. R.; Whalley, W. BJ. Chem. Soc., (C1971, 3559.
(72) Suzuki, T.; Okada, C.; Arai, K.; Awall, A.; Bhizu, T.; Tanemura, K.; Horaguchi, J. Heterocycl.
Chem., 2001,38, 1409 — 1418
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Finalement, une déprotection du phénol benzylipae de I'hydrogéne activé suivi
d’'une carbonylation du cycle aromatigue par réactle type Friedel-Craft conduit au céto-

aldéhyde précursedd avec un rendement de 53 % sur 6 étapes.

OAc
HO OH BnCl BnO oBn EtSNa  HO OBn  Pb(OAc)  Bno o)
_— —_— —_—
H3PO,, DMSO DMF AcOH 61 %

43 44 45 46
99 % 99 % o O
-CH4,COOEt M
NaOEt; EtOH
reflux
ion pyrilium
OH
®
N0 APTS, AcOH HO OH  HC(OEY; MO O pppac MO OBn
HO Z 100C O AlCl3(cat), toluéne EtOH
>0 o H 48 o 47 o
49
Pb(OAC),
72 % 98 % 90%
o)
o)
=
chJ\o 0 69%
=

51

Schéma 10 : Synthése d’azaphilones de Suzuki

L’intermédiaire réactionnel piégé ne correspondadpas a une quinone comme dans
la synthése de Whalley mais a un ion pyriliaén Ceci a été confirmé par des études RMN en
variant notamment le contre ion présent sur I'omoni Cependant, la formation de tel
composé semble nécessiter une forte activationmijee (100°C) qui est peu compatible
avec des molécules hautement fonctionnaliséesrditerment des0 par Pb(OAc) conduit
alors au produit possédant le squellette de lamaklA 51 avec un rendement de 69%.

2. 3 Synthese de Porco.
Publiée en 2004, cette synthése differe des adfias la méthode de cyclisation-
désaromatisation. En effet, le groupe du Pr. Parcéussi a cycliser un énol sur un alcyne

grace a l'activation par un sel d’or (AulIntermédiairement, le méme type d’oxonium est

aussi formé et conduit apres oxydation aux azapedgchéma 1)
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NH, | NH,

| | NO, (\) i .
© Cu(NO3),, 3H,0 © Pd/C, H, Br,, HOAC o
OAc OAc
CHO AC,0, tymp OAc  THF, tamp tamb

N O OAc O OAc O~ Ofe
52 53 54 92% (Deux étapes)
85% - NaNO,, HCI conc.
THF/H,0, -5C
- HgPO, 0T 2 40T
58
P (CH2)6CH3 \
HO 4 HO Br o Br
PdCl,(PPhg), 1-nonyne, Cul, Et;N BBrs, CH,Cl,
- -
CHO DMF, 60T CHO ch,cl, -78C CHO
OH o, OH O
0 57 56
Au(OAc)3 5% mol 95% 87%

CI(CH,),ClITFA (10:1

IBX, TBAI
puis NS0, sat O 849 (racémique)
oH (CH)eCH3

®
=0 \
S-15183
HO 59 (CH2eCH; | (-)-spartéine (2,4 eq), O,, CH,Cl, a
CU(CH5CN),PF, (2.2eq), DIEA, DMAP -78 to -10C ., o 61 /
100%
2 - KH,PO, / K;HPO, pH 7.2 81% 9796 ee(CHz)GCH3 L, R=-CO(CHy)CH
CH4CN

Schéma 11 : Synthése d'azaphilones de Porco

L’oxydation de I'ion pyrilium formé intermédiairesnt a pu étre réalisée de facon tres
efficace (60 % de rendement global en céto-aldébgdi partir du composg2) selon deux
méthodes différentes : soit par action de I'lBXsoit par une élégante méthode utilisant de
I'oxygéne singulet complexé par différents ligaffds Cette deuxiéme méthode a d'ailleurs
pu étre réalisée de facon énantiosélective parsatitn de spartéine comme ligand de
'oxygéne singulet. Un précurseur d’azaphilone aaprs étre obtenu en 8 étapes avec des

rendements globaux de 50%.

2. 4. Synthese de Yao.

Publiée en 2005, la premiere synthése reportédepgroupe de Yao est basée sur
'addition de I'anion du dithiane préalablement ¢tannalisé sur I'halogénure benzylique
64°"7 (Schéma 12

(73) Zhu, J.; Germain, A. R.; Porco, J.Angew Chem, Int. Ed. 2004 43, 1239-1243.

(74) Zhu, J.; Grigoriadis, N. P.; Lee, J. P.; PotkdA.J. Am Chem Soc 2005 127, 9342 -9343.

(75) Zhu, J.; Porco, J. Drg. Lett.2006 22, 5169-5171.

(76) Wei, W.-G.; Yao, Z.-11. Org. Chem2005 70, 45854590.

(77) (a) Wei, W.-G.; Qian, W.-J.; Zhang, Y.-X.; Y,ab-J.Tetrahedron LetR006 47, 41714174.
(b) Wei, W.-G., Zhang, Y.-X.; Yao, Z.-Jetrahedror2005 61, 1188211886.
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Apres déprotection de la cétone masquée et amémagdonctionnel, I'énol généré a
partir de la céton&l1 en condition acide HCIOs’additionne sur I'aldéhyde en position ortho
du cycle aromatique pour conduire a un ion oxonifpyrilium 72) qui sera oxydé au
Pb(OAc). L'étape d’oxydation-désaromatisation conduit slau produit désiré3 précuseur

de la chlorofusine avec un rendement de 51 % sux éapes.

TBSOM o o
_o o.  DMF, POCl; _O O c:H(OMe)3 p-TsOH _O O (\ CH(OMe),
—_—
n-BulLi, THF -78t0-20 C
60C MeOH, MS 4A 50 C CH(OMe), 47%
HO 62 al 64 65
87% 95% TBSO

n-BuLi, THF, Mel
-781t0-10 T

96%
CHO
S Acy0, Et3N 1N HCI, acétone CH(OMe),
-
S CH,Cly, DMAP ;.
68 75%
AcO Hg(OAC),,
CH3CN-H,0
(viv 4:1)
_0 O HO OH HO OH OH
® 72
CHO AICl3 CHO S0O,Cl, cl cHO HCIO4 X0
o o o = OAc
CH,Cl,, reflux CH,Cl, HOAc HO
69 70 71 HOAC
AcO AcO . ACO l thE)OAc)A
95% 86% 72% A
Ao 5%
ing € ---eo- HO
chlorofusine  =<=----_- ____ o _ OAC

Schéma 12 : Synthése de Yao

Cette synthese apporte donc une information imaptetconcernant le type d’acide a
utiliser : I'acide perchlorique semble étre le reeit acide pour obtenir une forme pyriliufa
intermédiaire. En effet, la forme oxonium est alotgenue sans la nécessité de chauffer
comme c’est le cas dans les synthéses décrited/palley. Un inconvénient majeur qu’est
'explosivité de cet acide rend cependant ce cosapdificilement utilisable pour des
synthéses sur grande échelle. Une information Emesite a cette méthode est toutefois tres
intéressante : un acide fortement déshydratant Iseddnc étre la clé pour I'obtention de

I'ion pyrilium en condition douce.
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2. 5. Synthese de Pettus.

La derniere synthése d’azaphilones a été pubhé2086 par le groupe du Pr. Pettus
(Schéma 1} Elle differe des autres synthéses par le fa# tp cétone présente sur le
composér7 (nécessaire a la cyclisation) est introduite véylation d’'un anion benzylique
formé régioselectivement par un amide de WeiffreBprés aménagement fonctionnel, la
synthese du noyau pyridiniq@2 est réalisée par désaromatisation du noyau argueatiu
composéd0 en milieu acide suivie d'une oxydation a I'lBX. lpeoduit désiré précurseur de
la daldinine 82 est alors obtenu en 7 étapes avec un rendemel7 d¥ a partir du
cétoaldehyd@&0.

HO BocO
Boc,O, DMAP, i-Pr,Et  BOcO DIAD, PPhz, HO(CH),TMS H
CO;Me co,Me 98% (deux étapes) CO,Me
o)
2

OH OH
74 75 SiMe,
Déprotonation
régioselective
LDA, THF, -78C 7 |
) ) - uis
TMEDA (leq) |P AN/O
\
o
BocO
BocO X DIBAL-H o NaH, THF, 0C BocO
o -
o THF, -78C .
) 1 goutte t-BuOH CO,Me
of )or 06)20 o
/2 79 78 SiMe h) 2
SiMe3 3 SiMe
98% 81%
ZnBr,, CH3NO,
77
o
t
HO HO. . o
APTS X 1- evaporation N
69% - _0 x0T, daldinine
AcOH ® 2- dichloroéthane, IBX, TBAI HO
OH O oH  ©0Ts 0o

80

81

82
57 % (deux étapes)

Schéma 13 : Synthése d'azaphilones de Pettus

Dans cette variante, il faut souligner que I'imédiaire est isolé par évaporation a sec
du milieu réactionnel puis redissout dans le dicd@thane pour I'étape d’oxydation. Ceci
laisse penser que I'intermédiaire de type oxonistireativement stable et pourrait étre isolé
intermédiairement. Enfin, bien qu’efficace, cetyathese souffre d’une faible accessibilité du

produit de dépari4 dont la synthése est relativement longue.

. Marsini, M., A.; Gowin, K., M. ; Pettus, T., R., RR.Org. Lett.2006 8, 3481-3483.
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Aux vues de ces difféerentes syntheses, il appalaitement qu’une désaromatisation
d'un cycle aromatique présentant une cétone bepmylien position ortho d’'un aldéhyde
aromatique et tres favorisée en milieu acide et lgoiermédiaire ion pyrilium aromatique
peut étre piégé par introduction d’'un oxydant . &€efant la différence structurale majeure
entre les azaphilones présentés ci-avant et 'épammwne pourrait remettre en cause toutes
ces hypothéses. En effet, Iion oxonium for®® serait « seulement » benzylique dans le
cadre de la synthése de I'épicocconoS8ehgma 13 Ceci pourrait ainsi conduire a une
absence de désaromatisation des diphénols. Dessafediésaromatisation en condition acide

déshydratante seront donc nécessaires afin deéevéaifvoie synthétique.

OH o (e}
o X Oxydati HO
O jon pyrilium aromatiqgue  ©XYdaton Z 70
/ HO Z R o] 7 R
Stabilité comparable ? 83 84
|_> Analyse de I'ion pyrilium correspondant OH ° (0]
\g X Oxydation HO Z>0
\ ion dihydropyrilium ~ ---------- >
HO R ? o R
85 86

Schéma 14 : Confrontation des intermédiaires possitstabilité relative.
3. VERS LA SYNTHESE D’ANALOGUES DE L’EPICOCCONONE.

Toute synthese de molécule naturelle est, en pagtidue pertinente par I'abondance,
le prix et la symétrie du substrat de départ egésae substrat de départ sélectionné remplit
toutes ces conditions car il est facilement displeni peu cher et de symétrie, @2,6-
dieméthoxytoluen83)

(e}

OTBDPS
(6]

95

Oxydation u

Epicocconone

OMe OH Déprotectionet  PH OH X
désaromatisation 6 . g ©
0
oTROPS— o
MeO on HO
91 OTBDPS 94b  oTBDPS

OMe O y

Ry =H, R,=i-Pr 84

NR;R, Ry=Et, R=Et 85 OMe
M OMe
¢ — NRiR,  ————
oH Me%@—ﬁ MeO
OTBDPS © 83
diméthoxytoluéne

R, =H, R,=i-Pr 89
R, = Ry =Et 88

Schéma 15 : Rétrosynthése envisagée a partir duédiroxytoluene.
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L’épicocconone pourrait ainsi étre obtenue paritamdde lafhydroxydicétoned5
sur un f-cétoester pré-fonctionnalisé suivi d'une cyclisatide type Knodevenagel. La
dicétone serait préparée a partir du la@tl par déprotection suivi de désaromatisation
oxydante. Le lactodl pourrait étre synthétisé en deux étapes a pasirathidoalcool88 ou
89 via cyclisation en lactone et réduction. Deux avaldools ont été envisagés (primaire et
secondaire) issus des amidbket 85 correspondants aprés orthométallation et piégpage
un époxyde (approche n’ayant jamais été envisagés & synthése d’azaphilones). Enfin,
ces amide84 et 85 seraient obtenus a partir du diméthoxytoluene &&ction de Friedel et
Crafts.

3. 1 Vers la synthese de l'alcool tertiaire 95.
3. 1. 1 Obtention du lact8l.

3. 1. 1. 1. Synthese des amides 84 et 85.

* Synthése de 'amidg4 :

L’amide secondaire84 (Schéma 1§ s’obtient a partir du diméthoxytoluene et de
l'isocyanate d’isopropylei{PrNCO) par amidation en présence de chlorure d'liumm
(AICI3) dans le dichlorométhaffgCH,CL,). Il est & noter que seul cet acide de Lewis perme
ce genre d’activation de l'isocyanate. En effeg daitres acides de Lewis testés pour cette
réaction (TiCl, SnClh, BR/Et,0O) n’ont pas conduit au produit désiré. FinalemBatide 84

est obtenu avec un rendement de 95% apres punficat

OMe Nac. OMe O
AlCI; o J\

N
CH2C|2’ Tamb H
Me Me
83 84

95%

Schéma 16 : Acylation du diméthoxytoluéne.

(79) Dobler, M., ROrg. Biomol. Chen2004 2, 963-964.

39



*« Synthese de 'amidg5:

L’amide tertiaire85 (Schéma 1Y s’obtient, via une acylation de Friedel et Cradts
partir du diméthoxytoluene et du chlorure de ditlparbamoyle en présence de tétrachlorure

d’étain (SnCJ) a reflux du CHCI,. L’amide 85 est obtenu avec un rendement de 99% aprés

purification.
x

OMe CI” N OMe O

snCl, k J
N 99%
CH,Cl, reflux, 2H K
Me MeO
83 85

Schéma 17 : Acylation du diméthoxytoluene.

3. 1. 1. 2. Alkylation du cycle aromatique par @hométallation.

L’alkylation du cycle aromatique se fait par adulitid’'un époxyde apres avoir
effectué une métallation orthodirigée par la famectamide $chéma 18 De plus, I'utilisation
d’'un époxyde dérivé du glycidol permettrait d’aveicces a une synthese énantiopure de
I'épicocconone car ses deux énantiomeres sont milsles commercialement. Enfin, afin de
réaliser l'alkylation désirée, le glycidol doit étprotégé de telle fagon qu’il supporte les
conditions réactionnelles. Dans un premier tempsyhthése racémique de I'épicocconone

étant envisagée, c’est le glycidol racémique qra sélisé.

OMe O
NRR, Via orthometallation OMeNR1R2 5 op
MeO i Me 5 + |>_/
HO o R ou S disponible
Ri=H, R=i-Pr R3=H,P
R;=Et, R=Et R=H,P

Schéma 18 Voie de synthése envisagée de I'amidoalcool.
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L’alkylation se fait en deux étapes. La premieraespond a la métallation du cycle
aromatique orthodirigée par un amide secondairéediare. La deuxieme est I'addition sur
I'époxyde. Un contrdle rigoureux de la températese nécessaire afin de bien controler la

formation des différentes espéeces.

Amide tertiaire : Cett®-metallation a déja été largement décrite par ¢eige duPr.
Sniecku$® avec des électrophiles peu encombrés (mais nandes
époxydes). Ce groupe a alors obtenu les produsisédéavec de trés

bons rendements.

Amide secondaire : L’alkylation d’'un cycle aromatipar un époxyde via métallation
orthodirigéepar une amine secondaireest une réaction ayant déja
été réalisée par le groupe 8u. Lepoittevin® en 1994 et diPr.
Nicolaou’® en 2001. En présence de TMEDA et avec un controle
thermique semblable a celui de I'amide secondaies, groupes
obtiennent le produit désiré avec un rendemenée 7

Le choix d'un groupement protecteur de I'alcoolnmire présent sur le glycidol
compatible avec l'alkylation du cycle aromatiqud aa facteur important en vue de la
synthese totale de la molécule naturelle. En effte protection doit étre stable a 'ensemble
des conditions opératoires de la totalité de lah®ge et doit étre facilement déprotégeable en
fin de synthése. L'utilisation des dérivés silysmble étre une bonne approche car ils sont
labiles dans des conditions réactionnelles doucele(x fluorés) et stables aussi bien en
milieux acides faibles gu’en milieux basiques owamomeétalliques. L’alcool libre du
glycidol est tout d'abord protégé sous forme d'étlie tert-butydiphénylsilyle. Cette
protection se fait en utilisant le chlorure teet-butyldiphénylsilane (TBDPSCI) en présence
d’'imidazole et de diméthylaminopyridine (DMAP) dales diméthylformamide (DMF). Le
glycidol racémique protég86 est obtenu avec un rendement de 89% aprés ptigfica
(Schéma 1%

OH imidazole, DMAP, TBDPSCI

O: /
DMF, Tamp, 30 mn

86 87

o OTBDPS

89%

Schéma 19 : Protection du glycidol par TBDPSCI

(80) Snieckus, V. ; Beak, Acc. Chem. Resl982 15, 306-312.
(81) Choukchou-Braham, N.; Asakawa, Y.; LepoittevinP.;Tetrahedron Lett1994 35, 3949-3952.
(82) Tae, J.; Gray, D ; Nicolaou, K. 8ngew. Chem. Int. ER001, 40, 3675-3678.
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OMe O J
TMEDA (2 éq) o ’\L 0%
§ —_— -
sec-BuLi (1.1 éq) MeO L Me!
THF, -78°C & -20°C
OMe O 30mn 0. 87 OTBDPS 88 OH
Ry Rouge brique OTBDPS

N - -78°a-10°C, 10 min

R, 0°C, 2H OMe O J

OMe N
MeO L MeC
i 89 OH

OTBDPS
Schéma 20 : Alkylation du cycle aromatique par mison orthodirigée.

MeO H
TMEDA (2 éq)

84: Ry =-iPr, R, = -H 64%

‘R, =- = sec-BuLi (2.2 éq)
85 Ry =EL R =-Et THF, -78°C &4 -20°C

30mn

La réaction dd-metallation est réalisée dans les mémes conditingontrole de
température que dans la littératpour I'un et I'autre des amide®! et 85 (deux équivalents
de base nécessaire pour 'amide secondaire). [@andelux cas, une coloration rouge brique
caractéristique de l'anion est alors obsen&®ehéma 2D Malgré la formation de I'espéce
lithiée aucune trace de produit désiré n’est miséwedence avec 'amide tertiaire malgré de
nombreuses tentatives. L’encombrement stérique rgépar l'amide tertiaire en étant
certainement la cause (Posteriori de notre étude, des résultats allant de le sess de
observations effectuées en série amide tertiaiteétén reportée par le Pr. Clay8&n une
activation par du BFOEL est nécessaire afin d’ouvrir I'époxyde par ceermédiare
orthomeétallé). La solution semble donc étre I'séition d’'un amide secondaire car moins
encombré. Apres une rapide optimisation, 64 % dduyit désiré89 est finalement obtenu. Ce
résultat est trés intéressant car le rendemennolgst comparable a ceux décrit pour des
époxydes plus simplé Une forte dépendence a la qualité shebutylithium (s-BulLi) est
observée. En effet, celui-ci est tres sensibleodt &re conservé a -20°C. Ceci se traduit
généralement par un précipité de lithine (LiOH)gerit avant méme ouverture d’'une bouteille
neuve génant la formation de I'espéce orthométdtdée de la réaction. A noter que la

régiosélectivité est totale, comme attendu car maciire régioisomere n’'a été détecté.
3. 1. 1. 3. Synthese de la lactone 90.

La lactonisation d’amidoalcools est une réactioalisdble en condition acide. Un
premier essai a été effectué en utilisant I'Acholuénesulfonique (APTS) mais n’a pas
donné les résultats escomptés (faibles rendemdrgsprésence d’eau au sein méme de la
structure cristalline de 'APTS (pentahydrate) skmbtre la cause de cette mauvaise

réactivité.

8 Clayden, J. ; Stimson, C., C. ; Hellinwell, M.; ét&an, M.Synlett2006 6, 873-876.
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L'utilisation de I'acide camphorsulfonique (CSA)tedors envisagée car il est non
hydraté sous forme cristalline commerciale. Lalsgs¢ de la lactor@0 a donc été effectuée
a partir de I'amidoalcooB9 en présence de CSA au reflux du toluéne. La lac8ihest

obtenue avec un rendement de 96% aprés purificéBicmema 2.

OMe O J\ APTS (2 éq) OMe O
N toluér{e, reflux 2H o
H z
MeG CSA (2 éq) Me OTBDPS  96%
OH toluene, reflux 2H 90
890TBDPS

Schéma 21 : Lactonisation en milieu acide de I'aridlcool 5

3.1.1. 4. Réduction de la lactone 90 en lacfil.

La réduction de la lacton@0 en lactol92 nécessite des conditions tres précises. En
effet, un certain nombre d’essais ont été réahsi@sde réduire convenablement le substrat de

départ Tableau J.

Intermédiaire réactionnel

OMe O OMe OAI(i-Bu), OMe OH
o DIBAL-H (1.3 éq) o H.0 o 93%
MeO OTBDPS Solvant, -78°C MeG OTBDP{ MeO OTBDPS
90 93 91
OMeIO OMe OH
ap
OH — OH
OTBDPS OTBDPS
MeO MeO
92
Solvant 91 92
CH.Cl, 0% 50 %
THF 350 30%
Toluéne 93% 0%

Tableau 1 : Rendement en lactol 91 en fonction dav&nt de réaction.

C’est principalement dans le choix du solvant ga’'wptimisation a été effectuée. En
effet, lorsque le solvant utilisé est le @Hb, le produit subit une sur-réduction non-
contrblable en didd2 (50%) via ouverture de I'acétal intermédiaire &féhyde. Dans le THF,

cette sur-réduction est moins observée (30%).
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Finalement c’est dans le toluene que la réduct®nadlactone90 par I'hydrure de
diisobutylaluminium a -78°C a conduit au lactol awk trés bons rendements sans obtention
du diol (Schéma 22 Le lactol91 est obtenu a hauteur de 93% aprés purification.

3. 1. 1. 5. Condition de déprotection désaromaante.

3.1.1.5. 1. Alcool primaire protégé par TERP

« Déprotection en milieu acide :

La formation d’un ion pyrillium ou bien encore deiforme quinonique correspond a
la deuxieme étape clef de la synthese (aprés Iituneed’époxyde par orthométallation). Elle
suppose la déprotection des deux éthers méthyligijes/entuellement, la désaromatisation

« one pot » du noyau aromatique par perte d’eanikeu acide chéma 22

@ . .
OMe OH OHH \(O,H(ou Acide de Lewis) OH OMe
Lo , . H0 ®
mmllleu acide / acide de lewi o 2 Z 0 o m
VoG OTBDPS o OTBDPS o 9 MeO OTBDPS
91 ) OTBDPS 95

Schéma 22 : mécanisme supposé de la déprotectimaménatisation escomptée

Le mécanisme de déprotection des éthers méthylisugsose la présence d’'un acide
de Lewis complexant les doublets libres de I'oxygamsi que la présence d’'un contre-ion
suffisamment nucléophile pour attaquer le méthfile de libérer le phénolSchéma 2R De
plus, il est intéressant de noter que la préselwegtoupement attracteur (carbonyle) sur la
position ortho (En Rsur le compos®1) du cycle aromatique conduit généralement a une
déprotection plus rapide.

x )
S CHs "
OMe @0 M o
b j@[Rl - jij[
. _X
HsC
MeO R, MeO Ry MeO R,

98 H,0

OH

Ry
99
MeO R,

Schéma 23 : Mécanisme de déprotection des éthethyliques aromatiques
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La principale difficulté sur le lactol est la défation du deuxieme éther méthylique
car les différents exemples reportés dans la lgtdjphie dans le cas de deux éthers
méthyliques sont réalisés a température élevéeaearudn utilisant des acides de Lewis trés
fort. Le lactol91 étant fonctionnalisé, avec notamment la présehge alcool protégé sous

forme d’éther silylé, un compromis entre tempématle déprotection et force de I'acide devra

donc étre trouvé.

Un grand nombre d’essais a été effeciiab(eau 3. La majeure partie des conditions
opératoires de la littératufe’>2*8>8%nt été testées mais n'ont pas conduit au prathsiiré.
Au mieux, un seul des deux phénols est déprotégs léa conditions acides. Le tableau ci-

apres représente l'ensemble des essais effectuésdaf déprotéger les deux éthers

meéthyliques.
Entrée Réactif Température | Temps Ref Produit

1 BBr; (2 éq) -78°C a Tamb 1 nuif 72 Dégradation

2 BBr; (3éQq) -78°C a Tamb 1 nuit 72 Dégradation

3 BBr; (5 éq) -78°C 7H 72 Transméthylation (7096
4 BCl(2.5 éq) -10°C 30mn Transméthylation (5096)
5 BCk (6€q)/CHCI, reflux 30mn Transméthylation (109%p
6 BCL/ n-BuNI -78°C a Tamb 2H Dégradation

7 AICl; (8 éq) Tamb 1H 75/83 Dégradation

8 AICl; 0°C 1H 75/83 Dégradation

9 HCI (6 €q)/MeOH 0°C 30 mir| Transacétalisatiodd) 97
10 HCI (6 €éq)/MeOH reflux 1H Dégradation

11 Pyridine/HCI/DMF Tamb a reflux 1H 82 Dégradation

12 HBr/AcOH Tamb 10mn 81 Dégradation

Tableau 2 : Résultats des essais de déprotectiapiénols en conditions acides.

La plupart des essais de déprotection réalisésrésence de BBr(Entrée 1 et 2
conduisent ainsi a une dégradation avec notamraggdrition d’'une trainée caracteéristique
sur chromatographie sur couche mince (CCM). Cetmjas lorsque que la température de
réaction est maintenue a -78%Enfrée 3) qu’une surprenante transméthylation a été obeervé
en présence de cet acide de LevAgire 19). Le méthyl présent sur le phénol est alors
transféré sur le lactol présent en ortho dimin@amsi les tensions stériques présentent sur le

substrat de départ (transfert du méthyl sur urolguxirté par un carbone $p

(84) Huang, W-H. ;Chien, P-Y. ;Yang, C-H. ; LeeRAChem. Pharm. Bull2003 5, 339-340.

(85) Malamas, M.S. ; Manas, E.S. ; McDevitt, R.Bunawan, I. ; Xu, Z.B. ; Collini, M.D. ; Miller, ®. ;
Dinh, T. ; Henderson, R.A. ; Keith, .C. ; HarrisAJ. Med. Chem2004 47, 5021-5040.

(86) Demyttenaere, J. ; Vervisch, S. ; Debenedettj,Coussio, J.; Maes, D.; De Kimpe,3ynthesis2004
11, 1844-1848.
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OH OMe

OTBDPS
MeO

96

Figure 19 : Produit de monodéprotection 96.

L'utilsation de BC} a également conduit au produit de transméthyl@mrCe lactol
monodéprotég86 est alors isolé avec un rendement de 50% lorsgjuéaktion est effectuée
a -10°C pendant 30 minutesnfrée 4 et seulement 10% dans des conditions plus dure (d
la forte dégradation du substrat de départ au xeflu CHCl,, entrée 5. En présence
d’'iodure, 6 heures de réaction a température aneifihy,,) suffisent alors a dégrader

complétement le substrat de départ.

Un changement de la nature de l'acide de Lewottmment I'utilisation d’AlCG{ n’a
pas conduit a de meilleurs résultaatfée 7et 8). En effet, cet acide de Lewis est moins fort
gue son analogue boré est nécessite donc une tumeéde réaction supérieure. Ainsi, sa
mise en réaction a,h, pendant 1 heure avec le produit de départ indetfarte dégradation

du milieu réactionnel.

L'utilisation d’acide Bronsted (Acide chlorhydrigu- HCI), n’a pas conduit a des
résultats plus probant&iitrée 9 et 10). En effet, seule la mise en réaction du substeat
départ a 0°C pendant 30 minutes a permis d’isalgproduit d’acétalisatio®7 (Figure 20)
en présence de méthanol. Lorsque le milieu réamtioest placé a reflux du méthanol, une

dégradation similaire du substrat de départ edeggmt observée.

OMe OMe

OTBDPS
MeO

97

Figure 20 : Produits de transacétalysation 97.

Enfin, la mise en ceuvre d’autres conditions acaee8ronsted n’a pas conduit a un
produit majoritaire, une forte dégradation étantabbservée. En effet, aussi bien I'utilisation
d’'un acide de Bronsted faible (Sel de pyridiniuthaud,entrée 1) qu’un acide de Brénsted
tres fort a basse température (Acide bromhydrignérée 19 n’ont pas permis d’isoler le

produit de double déprotection.
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Bien qu’il n'ait pas été jusqu’alors possible ddedsiner quelle était la nature des
dégradations observées, il semble probable quetkepce de I'alcool primaire protégé sous
forme d’éther silylé soit a I'origine de cette sibilgé en milieu acide. En effet, il a été
montré par le Pr. Sunggak Kifmue les composés possédant des alcools protégéepa
groupements silylés sont sensibles aux acides deslLéet principalement a BB et

conduisent aux produits de désoxysilylation.
Un compromis entre force de 'acide, températureéadetion, et stabilité du substrat
ne pouvant étre trouvé, la déprotection des éthethyliques en milieu acide est donc

abandonnée. Un essai de déprotection en miliegimasist néanmoins réalisé.

« Déprotection en milieu basigue :

Un essai de déprotection est réalisé en milieughasa chaud et en présence de thiols
en suivant les protocoles expérimentaux de la dajkdiphi€®. Bien que le chauffage soit
considéré comme une caractéristique des conditibmes, I'absence d’acides de Lewis
pourrait permettre d’éviter les réactions secomdanbservées précédemment. Le la@iodst
donc mis en présence de d’éthanethiol (EtSH) édate a reflux dans le DMFSchéma 23
Aucun produit majoritaire n’est mis en évidenceueé trainée caractéristique de produit de

dégradation est observée sur CCM.

OMe OH

EtSH
0 Dégradation

OTBDPS NaH, DMF

MeO 91

Schéma 24 : Dégradation du substratde départ enienibasique.

Malgré I'absence d’acide de Lewis pour complexexygene, le substrat de départ ne
résiste donc pas aux conditions de déprotectiomjies nécessitant une forte activation

thermique.

(87) Park, J.H.; Kim, Sl. Org. Chem.1988 53, 3111-3113.
(88) Nayak, M.K.; Sharma, L.;Chakraborti, A.K.Org. Chem.2002 67, 6406-6414.
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Ceci conclut donc les essais de déprotection désdigante sur le produit protégé par
des éthers méthyliques car, aussi bien en milie@eagu’en milieu basique, le lactéllL est
dégradé et ne conduit pas au produit didéprotégécdmpromis entre condition douce de
réaction et température nécessaire de déprotentigreut donc, a I'évidence, pas étre trouvée

pour une molécule fonctionnalisée telle que lasftrésence d’un alcool primaire silylé).

Un changement du groupement protecteur de l'algomhaire est alors entrepris

puisque celui-ci semble étre a la base des dégradaibservées.
3.1.1.5. 2. Alcool primaire protégé par uvajpate.
Une protection sous forme de pivaloate semble Ereneilleur compromis pour
supporter les conditions fortement acides de déytadibn. L’échange de groupement

protecteur est alors réalisé en 3 étapes a partaatol92.

* Synthése de 'acétal mixte pivaloyl?2:

La premiere étape consiste a acétaliser le |&itplar du méthanol (MeOH). Bien que
cette réaction représente une étape superflueresliie néanmoins nécessaire afin d’avoir, en
aval, une déprotection correcte de l'alcool primakn effet, une déprotection de cet alcool
primaire sans protection sous forme d'acétal cdnédtwémédiablement a de nombreux
produits secondaires. L'acé®@rl est donc obtenu par traitement du la@blau méthanol en

présence de CSA¢hemaz2h

OMe OH OMe OMe
(0) CSA, MeOH, 15 min> )
MeO o OTBDPS Tamb Me . OTBDPS
quant.

Schéma 25 : transacétalisation du lactol 7.

La seconde étage correspond a la déprotectiolalded! primaire présent sur I'acétal
97 par le fluorure de tétrabutylammonium (TBAF) déa<H,Cl,. Le produit est alors isolé

avec un rendement quantitatfghéma 2k
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OMe OMe OMe OMe

TBAF, CH,Cl,, 1H
o] - o]
0T a Tamb
MeG OTBDPS aTam MeO OH

97 100

quant.

Schéma 26 : déprotection de I'alcool primaire 100.

Finalement, la reprotection de I'alcool primairé €alisée par le chlorure de pivaloyle
en présence de diisopropyléthylamine et de DMAR deil€HCl,. Ces conditions conduisent

a l'alcool pivaloylé1l01avec un rendement de 78% sur deux étegdsema 2Y.

OMe OMe OMe OMe
DIEA, PIV-CI, DMAP, CH,Cl,, 2H

e OH 0T a Tamb oo o%
100 101

o]
78% (2 étapes)
Schéma 27 : Protection de I'alcool primaire 100.

Ce lactol101 peut alors étre mis en condition de désaromatisatkydante. Les esters
de pivaloyle étant des groupements protecteurssriabiles que les éthers silylés, ils peuvent
étre placés dans des conditions acides plus fertglsis dures. Une réduction significative des

dégradations obtenues précédemment devrait domoléservée.

« Déprotection désaromatisatisante :

Dans les conditions réactionnelles classiques,raut@ce du dérivé quinoniqu®?2
ou d'un ion pyrilium103n’a été isolée. En effet, lorsque le produfil est mis en présence de
chlorure d’aluminium (AIG)) a reflux du CHCI, (Schéma 28 seule une trace de produit
didéprotegél05 (2%) est isolé accompagné d’'une majorité de prochahodéprotégd 04
(90%).

OMe OMe OH

OH
o @ Cl
o o ——x—> o . S0 @
MeO OPiv HO OPiv
101 o 108
102
Q o)
HO tH
AICl3, CH,Cl,, reflux, 20H . HQ H
—_
MeO HO o% 0%
104 ©

e

90% 2%

Schéma 28 : déprotection du lactol 101.
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Il est intéressant de remarquer que les prodifi et 105 sont isolés sous forme
aldéhydique et non sous forme lactol. Ceci tenar#fiener I'hypothese déja envisagée : le
produit sous forme quinonique ou sous forme d’igrlipm n’est pas stable a I'’hydrolyse et

ne peut donc étre purifié.

Un nouvel essai a alors été entrepris. Le but dessai étant de chauffer plus fort que
précédemment afin de favoriser la double déprateales éthers méthyliques. Pour cela une
déprotection des phénols a été mise en ceuvre désnsonditions acides similairéSchéma
29) en faisant varier le solvant (chloroforme, éltidh 60°C). La encore, la forme quinonique
n'a pu étre mise en évidence. Cependant, le compéss#romatis€06, présentant un motif
dichloromethyléne supplémentaire, a été obtenwi€elprovient d’une réaction haloforme
entre le diphénol05 cyclisé en quinon&02 et le chloroforme (CHG) catalysé par AlGI

Deux diastéréoisomeres sont alors obtenus aveapport 50/50.

OMe OM
e e o
9 AICl3, CHCl3, reflux, 12H Cl,HC 20
0.__0 > .
MeO )¢< OPiv
]

101 106
r. d. 50/50

38 %

Schéma 29 déprotection et désaromatisation du lactol 5

Il semble donc que I'énergie nécessaire a la ldodéprotection ait bien été
fournie par le passage d'une température de réad® 40°C a 60°C. Ce résultat est
extrémement intéressant car il d’envisager un ptsieégeage de lintermédiaire via un

oxydant adéquat.

Cette étude sur I'acétaD1 nous apporte donc deux informations cruciales :

1- Il est possible d’obtenir une double déprotettamnduisant a la forme
intermédiaire quinonique ou ion pyrilium. Cependast intermédiaires

réactionnels sont non-isolables.
2- Le piégeage de lintermédiaire par un électrigphméme faible, est

réalisable ce qui ouvre la porte a une oxydatiome«mot» de

déprotection/désaromatisation/oxydati@tliéma 3
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\c‘L/ cl
|
H H (@]

~o Yo H Clsg
. AlCl, o o 2
~ opiy CHCl OPiv o] oPw
o o 106
101 102

! o}

, HO
: oxydant m
B T > .
OPiv
(o]

Schéma 30 : Désaromatisation par réaction de typéoforme sur le chloroforme.

Un dernier essai au reflux du toluene a été ralette expérience n’a conduit a
aucun produit majoritaire. Un mélange complexe dwpit polytoluylés est alors obtenu.
Afin de contourner la difficulté, la déprotectiomsd éthers méthyliques a été entreprise a
I'étape de la lactone. En effet, la déméthylatienpthénols est plus facile dans le cas de la
présence de groupement carbonyle en Ottt la fonction lactone serait la forme

« protégée » de la fonction acetal.

» Déprotection sur la lactone — passage a une melécotéle.

Apres déprotection de I'alcool primaire sily@8 et reprotection de celui-ci en ester de
pivaloyle 107, cette nouvelle lactone est donc engagée dandéméthylation par AlGldans
le CHCI, (Schéma 3). Le produit désiré 108 est obtenu au bout de 12H de reflux du
CH.Cl, en présence de 10 équivalents de AKIla pu étre isolé avec un rendement de 80 %

sur 3 étapes.

OMe O OMe O

(0] 1. TBAF, CH,Cl, o 64%

OTBDPS >
MeO 2. Piv-Cl, DIEA, TBAI, CH,Cl, MeO 00
90 107

AICl3, CH,Cl,, reflux, 20H j

OP OH oP O
o) -<----- O <o 0
b op TTTUT HO

T Y

OoP'

P 110 109 108 1
80 %

Schéma 31 : déprotection des éthers méthyliqueslalactone 110.
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Une méthode de déprotection des deux éthers nggikgl compatible avec la présence
d’un alcool primaire (protégé sous forme de pivpast donc réalisable en présence d’'une
fonction carbonyle en ortho et ouvre donc la voia aynthése du produit naturel. L'étape de
réduction de la lactone n’étant pas compatible dseprésence d'un pivaloate, et afin de
tester le plus rapidement possible la réaction nop®envisagéeeSchéma 3%, la poursuite
des essais sera faite sur une molécule modéleésemiant pas d’alcool primaire. Cette série
« desoxy » nous permettra ainsi de nous affraradsr problemes liés a sa déprotection et

reprotection, raccourcissant d’autant la synthemses remettre en cause les étapes clefs.

OMe O OMe O OP O OMe O OoP O
2 étapes 4 2 étapes
L ot I 2 T o | I T
i OPi
Meo OTBDMS /00 OPiv PO v MeO PO
90 107 )
l 2 étapes o l 1 étape
o OP OH or'o Ho OP" OH
. =
O e e 2 X e O
OP' OP' OoP' o) PO
o PO PO 112 111
7 étapes nécessaire a partir de la lactone 90 3 étapes nécessaire sur une_molécule modele "desoxy"

Schéma 32 : Déprotection désaromatisante puis oxiasur un analogue deshydroxylé.

3. 2. A patrtir du lactol modéle en série desoxygéeae
3. 2. 1. Obtention du lactol modéle.

En série désoxygéné, un lactbl8 possédant des phénols protégés sous forme
d’éthers méthoxymeéthyliques (MOM) est alors cilit@. effet, ce groupement protecteur est
stable en présence d’hydrures (permettrait la ®gettdu lactol a partir de la lactone) et sa
labilité en condition acide rendrait sa désaroratitis oxydante possible en « one pot ». Ce
lactol serait obtenu de maniéere analogue au l@dt¢bchéma 33

Désaromatisation oxydante MOM : labile H*

Q 0 MOMO  OH OMe O J\
O Z>0 N
o —> Ho N T m — H
= MeO
o MOMO 113
Rs 112 118

O analogue "désoxy" OH

U o)

OMe
HN4<
VI
MeO

diméthoxytoluene 84

Schéma 33 : schéma rétrosynthétique d'obtentionrdibogue « désoxy » de I'épicocconone.

52



Ainsi, I'analogue desoxy désiré pourra étre obtamwes I'introduction du cycle
furanonique a partir de l'alcodl12 issu de la désaromatisation oxydante du lati@ Ce
dernier sera préparé comme précédemment en emplbygyde de propyléne au lieu du

glycidol.

* Syntheése de 'amidoalco@ll 3:

Apres orthométallation de I'amid84 et ouverture de I'époxyde correspondant,

'amidoalcooll13a été isolé a hauteur de 82 % apres purificaf®chéma 3%

Rouge brique
o. 87
OMe O OMe N >— OMe O J
j\ ) | -78° a-10°C, 10 min
N TMEDA (2 éq) o 0°C, 2H N
H - ; - H 82%
t-BuLi (2.2 éq) MeO
Me H THF, -78°C a-20°C | MeO Li

84 30mn 113 OH

Schéma 34 : Alkylation du cycle aromatique par ouwge de I'oxyde de propyléne

A noter que la régiosélectivité est totale, comrtienau, en utilisant I'amide ortho-
directeur car aucun autre régioisomére n'a étéctiéétd’'étape d’orthométallation dirigée
conduit ainsi au produit de couplad@é3 désiré avec un meilleur rendement que lorsque
I'époxyde utilisé est un glycidol protége. Finalempeune plus grande reproductibilité a été
observée par utilisation déBuLi, beaucoup plus stable que &ecBuLi (meilleure

conservation conduisant a un trés faible taux @H)i

» Synthése de la lacto2® :

BN

La lactonell4 a été obtenue a partir de 'amidoalcddl3 aprés lactonisation en

condition acide$chéma 3% Le produit est isolé avec un rendement de 96%.

OMe O
J\ o o So o
N CSA (1.1 éq), toluéene, reflux 2h
H > o
MeO
o
1137 ©OH 114

96 %
Schéma 35 : Lactonisation en condition acide denti@oalcool 113.
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Une quantité catalytique d'acide ne permettant gadbtenir le composé désiré
(libération d’'une amine primaire rendant la réactiéquilibrée), 1.1 équivalent de CSA

correspond a la quantité optimale pour lactoniser.

* Syntheése de la lactone diphénolidiid:

Comme pour la lactonELQ, les phénols protégés sous forme d’éthers métisgignt
pu étre déprotégés par l'utilisation de 10 equiviael’AICI; a reflux du dichlorométhane

(Schéma 3% Le produit diphénoliqu&l5est alors isolé avec un rendement quantitatif.

S o OH O
reflux, 16H
o > HO
100%
114 115

Schéma 36 : déprotection des éthers méthyliques.

* Protection des phénols :

La nécessité de trouver un groupement aussi hidrlesen conditions réductrices

(pour réduire la lactone en lactol) que labile eitienn acide (afin de réaliser la réaction de
désaromatisation oxydante), la protection des pgeé&uus forme d’éther de méthoxymeéthyle
(MOM) a été envisagée. Une observation intéressamters été constaté8ghéma 3Y. En

effet, en réalisant la protection des phénols dssconditions classiques d’alkylation, c'est-
a-dire en présence d’'un exces de base aminéareediale chlorure de méthoxymeéthyle, seul
le produit de monoprotection sur la position « sutil6 a été observé et ce malgré un
chauffage du milieu réactionnel (pour des raisoascdmmodité, nous appelerons phénol
«sud » le phénol situé en para de la fonctiorofeetet phénol « nord » celui en ortho). Un
effet inductif trop important de la lactone en ortthu phénol « nord » permet d’expliquer la
trop faible réactivité du phénolate résultant deléprotonation. Ainsi, une chimioselectivité

totale d'un phénol vis-a-vis de lautre a ainsi pétre mis en évidence.
~N

(0]
h Position nord k
OH O OH O O O
Et;N (4 éq), THF, MOMCI (3 é
HO Tamp @ reflux, 12H o o o o
115 116 117
Position sud 100 % 0%

Schéma 37 : chimioselectivité du phénol « sud » patilisation de bases tertiaires.
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Cette chimioselectivité, qui permet ainsi d’entiewne différentiation possible des

groupements protecteurs des phénols, sera exphnigdes études postérieues?( 2. 3)

Cette non-nucléophilie du phénol «nord » a fim@at pu étre contrée par un
changement de bas8dhéma 38 En effet, I'utilisation d’hydrure de sodium (Naldonduit
au produit de double protection. Le produit déslrdMOM 117 est alors isolé avec un

rendement de 98%.

o)
OH O ko o)
m NaH, THF, MOMCI m
HO Tomp 1.5H ~o o
115 117

98 %

Schéma 38 : Double protection des phénols par llgtition de NaH

Dans ce cas, la difféerence de réactivité s’exgipar la nature du phénolate. En effet,
I'utilisation de NaH conduit & un phénolate de sodirendant le phénolate plus nucléophile

et donc moins sensible a I'effet inductif de latdae.

* Synthése du lactdl18:

Dans le toluéne, la réduction de la lactddg par le DIBAL-H a -78°C conduit au
lactol 118 avec de trés bons rendements sans obtention d(Bdivema 39 Le lactol118 est

alors obtenu avec un rendement de 95 %.

~o
b
O O
DIBAL-H (1 3 éq)
(0]
toluene -78TC
\O/\O /\
117 . R =H, -CH,0OCH3;

95%
oxydant

Y
o)

(0]
112

Schéma 39 : Réduction de la lactone 117 par le DIBAdans le toluéne.

A partir de cet intermédiaire synthétiqi&8 nous pouvons envisager |'étude de la
réaction de désaromatisation oxydante. En effetrdigement du lactoll18 par un acide
devrait conduire au précurseur supposé quinoniqued{ion dihydropyrylium) de l'alcool

112 pouvant vraisemblablement étre piégé par un oxydan
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3. 2. 2. Désaromatisation oxydante.

La stratégie rétrosynthétique envisagée passkgarmation de I'alcool tertiaird12
provenant de la désaromatisation d’'une forme quipnen ou d’'un ion dihydropyrilium
diphénolique en condition acide oxydante. Afin dessir cette réaction « one pot » sur le
lactol 118 il convient donc d’étudier les réactions de désetisation oxydante de phénol

(Schéma 4D

OH OR

(0] Nuo
R\© Oxydant R\é Nu R <8 R = -H, -MOM
ey >
-H*, -2e° LoV %

Z RO
R = Alkoxy, alkyl
Nu = Oxygen, nucléophile carboné e 112
Z = Différents substituants o

Schéma 40 : Mécanisme sommaire de désaromatisation

3. 2. 2. 1. Rappels bibliographiques.
3.2.2.1. 1. Désaromatisation de phénol etaphtols.

De nombreux systémes d’oxydations mettent en gsundétaux lourds, des dérivés de
'iode hypervalent, des dérivés halogénés, ou deséoés d'oxydation anodiques pour
désaromatiser des phéndls Ainsi, Il existe de nombreux substraBchéma 41 pour
synthétiser des-quinols : I'oxydation de la position en ortho ddes<as de la présence d’un
transfert d’oxygene nucléophile (1), I'oxydation odilkoxyphénols en présence d'un
nucléophile carboné (2), la cycloaddition [4+2] sume o-méthylénequinone (3), I'addition
d’'un nucléophile carboné sur umequinone (4), ou encore le réarrangement d’'un éther
d’aryle dans le cas (5). Dans le cadre de ceti@deétun intérét plus particulier sera apporté a

I'obtention do-quinol par transfert d’oxygene.

OH 0 R OH
©/R 1) —~OR' 2 ©/OR'
o-quinol
R (5) (3)
y (e}
¢ Tm)

o i g

Schéma 41 : Différentes méthodes d'obtention d'arpls

(89) Quideau, S. ; Pouységou, L. ; Deffieux,3ynletf 2008 4, 467—-495.
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Malgré ces nombreuses méthodesplgsiinols de phénols font partis des substrats les
moins pratiques dans le cadre d’étude méthodolegipidésaromatisation oxydante car ils
ont a une forte tendance a donner des réactiomndaices dles a l'instabilité du produit
formé. En effet, leso-quinol (-OH) se convertissent rapidement en dimé28% par
cycloaddition [4+2] §chéma 42 Cette tendance a d’ailleurs été mise a profilsdi@ cadre
de synthese de produits naturels. De plus, certamsnols (-OAc) peuvent conduire a une
ouverture de cycle en milieu basique alors queéteers (-OAlkyl) montrent une relative

stabilit&?92°2

Dimérisation
o -
— —
HsC o)
119 o-quinol -OH 120 CH,4

Ouverture des o-quinols -OAc

O
€] €]
O OJJ\ o o _o_ R Q 8 R
R OH o] \
o-quinol -OAc

MeOH

MeO <«—— MeO
N o

R

Solvant non Nu

Schéma 42 : Réaction secondaires des o-quinolsnédtisation ou dégradation par ouverture de cyclemd’

quinol -OAc en milieu basique

Enfin, leso-quinols hydroperoxydés trisubstitués peuvent sgratker suivant deux
mécanisme¥'?>en milieu basiquesSchéma 43 Tout d’abord, lb-quinol hydroperoxydé
121 peut conduire a up-quinol 124 via la formation d’un oxétan&22 (par addition 1,6)
conduisant a la formation d’'un époxyd@3 puis induisant une migration du groupement
alkyle R, (Voie bleug.

(90) Magdziak, D. ; Meek, S. J. ; Pettus, T. RCRem. Rev2004 104, 1383-1429.

(91) Siegel, A.; Wessely, F.; Stockhammer, P.; Agtd-.; Klezl, P Tetrahedronl958 4, 49.
(92) Carman, R. M.; Van Dongen, J. M. A. Kust. J. Chenml986 39, 2171.

(93) Eley, K. L.; Crowley, P. J.; Bugg, T. D. Bl.Org. Chem2001, 66, 2091.

(94) Nishinaga, A.; Nishizawa, K.; Tomita, H.; Matsa, T.Synthesid977, 270.

(95) Mandal, S.; Macikenas, D.; Protasiewicz, J.Sayre, L. M.J. Org. Chem200Q 65, 4804.
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La deuxieme voie met en ceuvre un réarrangementasigpique de I'hydroperoxyde-

quinoliqgue121 qui conduit & I'oxétan&26 ouvert par un énol et formaimt fine le p-quinol

synépoxydél27 (Voie rougs.

121

o>o>/

HAddy/

R

rearr.

OOH
Ry
125

+

o O
Rs 1&9 Rs
R —.
R, O) R, OH

123 124

S)

126

Schéma 43 : 2 mécanismes identifiés de dégradatioaquinols hydroperoxylés

OH

Ry

Oo-™

OH
127

Parmi toutes les méthodes citées préecédemmerydiadion de phénols-substitués

par la présence d'un oxygene nucléophile restella ptilisée. Les différentes méthodes

d’oxydation désaromatisante de tels phénols selérites dans cette partie bibliographie

Oxydation au plomb tétracétate :

Les groupes de Pinh®yand Thoma¥ont étudié le mécanisme proposé par WedSely
dans les années 1950 d’oxydation de phénols allgméposition ortho. Les deux groupes

concordent sur un transfert d’oxygéne intramoléosila partir d’'un complexe intermédiaire

ArOPb(OAc). En 1980, Le groupe du Pr. Bdtha reporté que l'oxydation deoF
méthylnaphtol par Pb(OAg)conduisait au produit désiré avec un rendemen6deo

(Schéma 44129. Cette étude a notamment démontré que l'utibsatie naphtol dans le

cadre d'étude meéthologique d’oxydation désaromiatiesaétait plus simple car entrainait

moins de réactions secondaires.

(96) Greenland, H.; Pinhey, J. T.; SternhellA8st. J. Chenml986 39, 2067.

(97) Lethbridge, A.; Norman, R. O.; Thomas, CJBChem. Soc., Perkin Trans1275 2464.

(98) (a) Wessely, F.; Sinwel, $4onatsh. Cheml95(Q 81, 1055.
(b) Wessely, F.; Holzer, L.; Vilcsek, Monatsh. Chenml952 83, 1253.

(c) Wessely, F.; Holzer, L.; Langer, F.; Schinege] Vilcsek, HMonatsh. Cheni955 86, 831.

(d) Wessely, F.; Zbiral, Blustus Liebigs Ann. Chert®57, 605, 98.

(e) Wessely, F.; Leitich, Monatsh. Chenil961, 92, 1004.
(99) Perumal, P. Th.; Bhatt, M. Bynthesi498Q 11, 943.
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Toutefois, certains sous-produits de transposititylique du groupe —OAc formé
également ont été mis en évidence dans certainsrites.

AcO oAc

OH ;-
CPo Gy 0
“/ Pb(OAc), (e} j OAC
e d -
O‘ AcOH O‘

128 129 67 %

Schéma 44 : Désaromatisation du naphtol par Pb(OAc)

Oxydation par I'anhydride benzeneseleninic :

C’est en 1977 que le groupe du Pr. Baftda réalisé une désaromatisation en utilisant
'anhydride phénylséleninique S¢héma 45 Comme pour le Pb(OAg) I'anhydride
phénylséleninique permet une libération intramdiioel d’'un atome d’oxygene. Ainsi, le
groupe du Pr. lymf*et plus récemment le groupe du Pr. My&rent tiré profit de cette
réactivité pour la synthése du lacinilene.

o O
ge SH O/@ OSePh
oy U070
_—

“Se OH
’ /O Yy
—_— —_—

s
Ppesa
CH,Cl,
131

130
Lacinilene

Schéma 45 : Désaromatisation par I'anhydride séleinue.

Oxydation par des peracides:

En 1963, le premier exemple de désaromatisatioraltylphénols a pu étre réalisé
par I'utilisation de peracidé¥. En effet, I'utilisation d’acide trifluoroacétiquen présence
d’eau oxygéenée (formation d’acide trifluoroperaged) a permis I'obtention du dimere
provenant de la réaction de cycloaddition du dédesaromatisé du 2,6-dimethylphénol sur
lui-méme. Ceci constitue ainsi une preuve irréfigate la présence d’'un intermédiaoe
oxydé Schéma 4%

(100) Barton, D. H. R.; Brewster, A. G.; Ley, S; Read, C. M.;Rosenfeld, M. N. Chem. Soc., Perkin
Trans. 11977, 567.

(101) Jeffs, P. W.; Lynn, D. Q.etrahedron Lett1978 19, 1617.

(102) Gant, T. G.; Meyers, A. Tetrahedron Lett1993 34, 3707.

(103)  McClure, J. DJ. Org. Chem1963 28, 69.
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OH 0 /¢ o HO CH
O. 3
\@/ TFA (1.5 eq) (\ H
—_— —>
CH,Cl,
H20, (3 eq)

119

Addition rapide 10% 60% 3-7%

Schéma 46 : Oxydation du 2,6-dimethylphénol pafMEAA.

D’une maniére générale, lesquinols ou leurs équivalents hydroperoxydiquest son
générés a partir d’'o-alkylphénols par traitemersidiges en présence d’hydroperoxyde ou de
K,0*1% parmi ces exemples, I'hydroperoxydetdrityle est I'oxydant ayant eu le plus de
succes en combinaison avec un metal de transianexemple, le groupe du Pr. Krohn a
reporté ['utilisation de sels de zirconium, titaney de molybdéne pour catalyser la
désaromatisation de napht!& Toutefois, bien que remarquable, cette réactian &té

appliguée qu'aux dérivés naphtyliques, dontdeguinols correspondants ne dimérisent pas

“/ t-BUOOH

Schéma 47 : Désaromatisation de o-alkylnaphtol paBuOOH en présence de métaux de transition.

ou peu Schéma 47.

45 %

Oxydation par fluorure d’acide perchlorigue :

En 1961, le groupe du Pr. Ward a utilisé un nowwetdant : le fluorure d’'acide
perchlorique conduisant, avec des rendements $ildax dimeres fluorés et oxygéneés
correspondant’. Ainsi, encore une fois, le passage par l'interimiéel désaromatisé a été

démontré mais celui-ci s’est révélé instable.

Il est intéressant de remarquer que dans un dop@aire I'oxydation conduit au
produit de désaromatisation via un transfert deyfgne nucléophile tandis que dans un
solvant apolaire, c’est le fluorure qui est respdies de la désaromatisation pour conduire a
o-fluoroquinone $chéma 48

(104) (a) Matsuo, M.; Matsumoto, S.; litaka,J¥.Org. Chem198752, 3514.
(b) Matsumoto, S.; Matsuo, M.; litaka, ¥.. Chem.Re<.987 58
(105) Matsumoto, S.; Matsuo, M. Org. Chem1986 51, 1435.
(106) Krohn, K.; Brueggmann, K.; Doering, D.; JoneésG.Chem. Bel992 125, 2439.
(107) Kende, A. S.; MacGregor, B.Am. Chem. So&961, 83,4197.
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R
_HF,CI=O
oH o \/g 9 on oHo CHs oy, 0%
Oxygéne nucléophile
FCO; o OH 0% Y9 p
HC o 1
solvent =pentane 3 22 %
CH
119 toluene L - 135 :
ethanol ou
DMF [ Bl
/9 K CH
OXC|~ 3 CH
o’bgl\o oJ o F3 13%
— 22 % Fluor nucléophile
0
o H3C o] 0%
CHs 0%
136

Schéma 48 : Oxydation du cycle aromatique par FGIO

Oxydation par les dérivés de l'iode hypervalent :

A cause de leur tendance a conduire aux dépxgsnolique, I'utilisation de phénol a
généralement été limitée aux cyclisations par @ggeintramoléculaire de I'intermédiaire
réactionnelo-quinolique. Les exemples d’oxydation du Pr Woodksant du PIFA%, des
groupes des Pr. D’hoshitfd et Spillings™® utilisant du PIDA ainsi que le groupe du Pr. Alder
oxydant par Nal@Q mettent d'ailleurs bien en évidence ces extes$toronduisant aux
dérivés spiro$chéma 4%

OH (o]
PhI(OCOCF5),
oH —— v,
ref. 106
137 138
OH o R
Br N. \
~ OH PhI(OAc), Br N
R - 5 o
MeO
ref. 107, 108 MeO 76 %
Br B
139 140
OH o
OH NalO,
—> (@]
ref. 109 95%
141 142

Schéma 49 : Piégeage intramoléculaire de l'internice désaromatisé.

(108) Drutu, I.; Njardarson, J. T.; Wood, J.Qirg. Lett.2002 4, 493.
(109) (a) Murakata, M.; Yamada, K.; Hoshino, T@trahedronl99652, 14713.
(b) Murakata, M.; Yamada, K.; Hoshino, Betereocycle4998 47, 921.
(c) Murakata, M.; Yamada, K.; Hoshino, 0.Chem. Soc., Chem. Commi894443.
(110) Boehlow, T. R.; Harburn, J. J.; Spilling,[@.J. Org. Chem2001, 66, 3111.
(111) Becker, H.-D.; Bremholt, T.; Adler, Eetrahedron Lett1972 13, 4205.
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Enfin, au début des années 2000, les groupes duPPitus'? et du Pr.
Quidead™ 115118 gnt montré que I'acide 2-iodoxybenzoiqlié3 (IBX) et son analogue
stabilisé non-explosifl44 (Safe IBX noté SIBX) étaient des dérivés partedment
intéressant pour la désaromatisation oxydante daqgih sé€lectivement sur la position ortho

du cycle aromatiqueschéma 50

o@ O@ COOH COOH
o * @[ ' ©/
O- ~1Z
1 on 4 OH COOH

© 49% 29% 22%

IBX 143 SIBX ( "Stabilized" IBX)144

° Y4 )
stable
o 0/ e
J~OH™ 7'=0 o
4 : 0

OH

o OH
o | o Y|
O
o

THF, Tamp 14h 145
128 100%

Schéma 50 : Oxydation quantitative d'o-méthylnaphtpar SIBX.

L'utilisation d’IBX permet donc de contrbler legarrangements inhérents des
qguinols enp-quinols. Ceci ouvre donc la voie a un nouveau ehgk : la réalisation de

réaction de désaromatisations oxydantes énantams&s.

En 2008, le groupe du Pr. Kita a ainsi publié tenmer exemple d’oxydant chiral
d’iode(lll) hypervalent conduisant & des excés &oarériques significatifs® (Schéma 51
Cet oxydant est basé sur une structure novatgedifiee par une jonction spirobisindanique.
De plus, une version catalytique (15% mol) de cedi@ction a pu étre mise au point en
présence de 1 éq da-CPBA (co-oxydant) et a conduit a des exces €nastigmes de
I'ordre de 65 %.

(112) Magdziak, D.; Rodriguez, A. A.; Van De Water,W.; Pettus, T. R. FOrg. Lett.2002 4, 285.

(113) Gagnepain, J.; Mereau, R.; Dejugnac, D.; LeheM.; Castet, F.; Deffieux, D.; Pouysegu, Luideau,
S. Tetrahedror2007, 63, 6493.

(114) Lebrasseur, N.; Gagnepain, J.; Ozanne-Beandén; Leger, J.-M.; Quideau, $. Org. Chem2007,
72, 6280.

(115) Gagnepain, J.; Castet, F.; QuideaArijew. Chem., Int. E@007, 46, 1533

(116) Gagnepain, J.; Castet, F.; QuideaArijew. Chem., Int. E@008 47, 628.

(117) Quideau, S.; Pouysegu, L.; Deffieux, D.; mm.; Gagnepain, J.; Fabre, I.; Oxoby, Mkivoc2003
6, 106.

(118) T. Dohi, A. Maruyama, N. Takenaga, K. SenamiMinamitsuji, H. Fujioka, S. B. Caemmerer, Y t&i
Angew. Chem. Int. EQR008 120, 3847.
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CH,Cl,, 0°C 2h
® o

rendemen 86 %
146 e.e. 86 %

Schéma 51 : Oxydation par les dérivés spirobiindajues de périodanes (lll).

Enfin, le groupe du Pr. Quideau s’est égalemegaga dans la synthése de nouveaux
dérivés de periodanes chiraux. De nombreuses stagcont ainsi été décrites utilisant aussi
bien des periodanes de degré d'oxydation (Ill) ). Les structures dérivées de BINOL
ont montré les meilleures activités avec notamrdestexces énantiomériques atteignant 50%
(Schéma 52 Cependant, il est important de souligner queptatodanes chiraux ne sont pas
préalablement préparés mais fornmésitu. Cette formation pouvant conduire & des baisses

d’énantioselectivité par oxydation directe du cymiematique par ljn-CPBA.

CH,Cly, Tamp 2-3h

m-CPBA (1 eq)
(0]
OH o
sealEeeL
128 ' 148
Pz OMe
OO leq---------- 71 % de rendement , 47 % e.e.
2eq---------- 83 % de rendement , 50 % e.e.

Schéma 52 : Oxydation par des périodanes dérivébidels chiraux formé in-situ.

3.2.2.1. 2. Synthese d’azaphilones par désarsatian
oxydante de phénols.

Dans le cas de synthése d'azaphilones, moléculeshgs de I'épicocconone, 3
meéthodes de désaromatisation ont été reportéeslaldmisliographie. L’'oxydation du cycle
aromatique constituant I'étape déterminante dethéges décrites, elle met généralement en

évidence l'importance de l'intermédiaire réactionhetype oxonium qui est oxyadié situ

(119) Quideau, S. ; Lyvinec, G. ; Marguerit, M.atBany, K. ; Ozanne-Beaudenon, A. ; Buffeteau, T. ;
Cavagnat, D. ; Chénedé, Angew. Chem. Int. ER009 48, 4605.
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Méthode au Pb(OAg) Synthéses de Whaley, Suzuki et de Yao.

La méthode la plus reportée pour la désaromatisatkydante fait intervenir le plomb
tétracétate comme oxydant de l'intermédiaire réaciel Schéma 53 Ici, I'importance de la
forme d’ion pyrilium comme intermédiaire réactiohsabissant I'oxydation est déterminante
car la réaction est réalisée par un transfert djerg nucléophile sur un cycle aromatique
appauvri. En effet, aprés complexation d’'un desnpl sur le plomb, il se produit un

transfert d’'oxygene eua de la position complexée.

OAc

ph-OAC
t >//0 2
HO OH oH & T o
i @ Pb(OAC & ® o
0 Acide X0 (OAC), X0 P o
» = HC™ O
O H HO R HO R Ie) F R
R
Acide / Whaley : P,Os (isolement de lintermédiaire), HCly de 5269 %
Suzuki : HCIO,4
Yao : AcOH

Schéma 53 : mécanisme de désaromatisation oxydpatePb(OAc)

Bien qu'efficace et décrite de fagon extensivesdknbibliographie, cette méthode
conduit & des rendements assez faibles en fondtiggroupement R présent sur le précurseur
céto-aldéhydique et de I'acide utilisé. De plustdaicité de I'oxydant utilisé (dérivés de

plomb) constitue un frein a une synthése sur gréskelle.

Méthode a IBX : Synthéses de Porco et de Pettus.

Deux exemples ont été reportés dans la bibliogeapbur I'oxydation d’oxonium en
présence d’'IBX $chéma 53 Encore une fois, la présence d’'un cycle aromatigppauvri

facilite 'oxydation car elle est réalisée partéue d’'un oxygene nucléophile.

HO OH on X |F o)
f ®
0 Acide X0 IBX
- m - = — Ho
=
@) H HO R o) R
R
Acide / Porco : TFA de 57 a84 %
Pettus : APTS

Schéma 54 : Mécanisme de désaromatisation oxydaatel'|BX.
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Cette méthode conduit a l'alcool tertiaire désivéc des rendements tres satisfaisants
atteignant 84%. Cette méthode étant trés simpleetirenen ceuvre, I'IBX semble étre
'oxydant de choix pour réaliser un screening rapikes conditions d’obtention de notre

alcool désaromatisé.

Méthode a I'oxygéne singulet : Synthéses de Pdrde & ao.

Cette méthode d’oxydation a été introduite paic@@n 2005 et a été reprise en 2007
par le groupe du Pr. Yao. Ces méthodes reprenneat approche plus biomimétique
d’oxydation de phénols et ne font pas intervenintdrmédiaire de type pyriliumSgchéma
55). L'utilisation d’'oxygéne singulet en présence deivre est rendu possible par sa
complexation avec des ligands appropriés et a g@uyp screening de ces ligands, étre rendu
énantioselective. L'alcool de désaromatisationaésts obtenu avec un exces énantiomérique
de 95 a 97% par l'utilisation de (-)-spartéine.

OH O O OH *

o)
2-% iqeclzf)(?sHsc{\')APFe, HO P KH,PO, / K,HPO, buffer (pH 7.2)
H 4 q (-)-spartéine, CHACN, tamp o
> HO
1.6 eq DIEA, o] X &
HO
X r  24eqDMAP O, Ng © R
de -78 a -10C Rendement : de 44 a 84 %

e.e.: de95a97%
Schéma 55 : Désaromatisation oxydante de Porco.

Cette méthode est trés intéressante car c’estelde spermettant d’obtenir une
énantioselectivité lors de I'oxydation. De pluss kendements affichés restent concurrentiels
en comparaison des ceux obtenus par utilisatioxydant portant un oxygeéne nucléophile (si

un soin particulier est apporté au niveau du céelé la pression en oxygene).

Aux vues de la bibliographie et afin d’obtenir@us vite I'alcool tertiairel12 désiré,
la méthode utilisée sera celle mise en évidencéep@r. Porco et le Pr. Pettus utilisation
d’'IBX en milieu acide. En effet, une réactivité phe des azaphilones pyraniques devrait étre
observée lors de la mise en réaction du lactol tedd8. Cependant, une stabilité inférieure
pouvant étre envisagékigure 21), une étude méthodologique sur la nature de Kkapeut
étre engageée.

OH

OH OH
@ @
HO Z R HO R (¢} R

Stabilité confirmée par la bibliographiedu pyrilium aromatique Stabilité inférieure suspectée des ions dihydropyriliums

Figure 21 : Stabilité différente entre les séripgraniques et dihydropyraniques
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3. 2. 2. 2. Screening des conditions de désardrsation oxydante.

Apres de nombreux tests non-concluants (pas destrde produits désirés) effectués

en faisant varier la température et la nature agide (acides aqueux : HGJOAPTS, acides
non-aqueux : AcOH, BfOEt), une trace de l'alcooll12 désiré a pu étre obtenu par
utilisation d’acide trifluoroacétique (TFA) et d’'udquivalent d’'IBX dans le dichlorométhane

(Schéma 5§ Cet alcool correspond donc au produit de doulderotection suivi de

désaromatisation oxydante.

CH,Cl,, TFA, 4h i
o) ou
- /\m T°ambiante -
(O]

IBX HO o
1 équivalent o

traces de 112

Schéma 56 : Premiers essais de désaromatisatiomaxie par IBX en présence de TFA

L’ajout de 2 équivalents d’'IBX apres 4H de réactavec du TFA a permis d’obtenir
50% de produit désaromatisechéma 5Y sous forme d’'un mélange diastéréomeérique 50/50.
Cependant, soupgonnant une instabilité de I'intelienge réactionnel, et afin d’augmenter le
rendement, 'IBX a été ajouté de facon plus préaiae facon concomitante au TFA.

m i Hoﬁj@’
O

4H
\O/\o O

r.d. 50/50

2 équivalents

TFA, CH,Cl, puis IBX HO

1H

o)
o
N
o

r.d. 70/30

TFA, CH,Cl, Hom
_— >
IBX, 4h G
r.d. 85/15

Schéma 57 : Evolution de la diastéréoselectivitéxydation en fonction du temps de réaction avanbat
d’IBX

De facon surprenante, aucun effet sur le rendeniest observeé. Par contre, une nette

différence au niveau du rapport diastéromérique atge mise en évidence.
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Ainsi, si I'IBX est ajouté 1H aprés le TFA, le mapt diastéréomérique est de 70/30.
Enfin, si 'IBX est ajouté simultanément au TFA répport atteint 85/15.

Malgré ces premiers résultats satisfaisants, aidefreproductibilité de cette réaction
a éeté observée. En ce sens, les conditions d’hygraemblent jouer un rdle tres important
dans le rendement obtenu. En effet, il a été oBsene baisse conséquente de rendement lors
du lavage au thiosulfate de sodium saturé lorspdesiers essais. Ainsi, un unique lavage
basique par de I'hydrogénocarbonate de sodium @rédtépris apres chaque essais afin de
s’affranchir des dérivés d’iode hypervalent résidukfficiles a séparer apres purification sur

gel de silice.

Finalement, malgré une conversion totale par S0UM de la réaction le rendement

ne dépassa pas 50 % a ce stade de I'étude.

Afin de rationnaliser le manque de reproductiilide la réaction en termes de
rendement et la surprenante diastéréoselectiviagydation, une étude mécanistique de la
réaction par suivi RMN a alors été entreprise.

3. 2. 2. 3. Etude mécanistique par suivi RMN.

« Détermination de l'intermédiaire réactionnel :

La premiere information nécessaire est la détatimn de I'intermédiaire réactionnel.
Ceci a pu étre rendu possible par le suivi RMNaleéhction dans le Chloroforme deutérié
(Schéma 58Figure 22).

A
(0] OH
o TFA, CDCl3 Détermination de la structure de l'intermédiaire
.
~ par analyse H, 13C.

o O
118

Schéma 58 : Mise en solution du lactol 118 danshoroforme deutérié en présence de 25 équivalatgs
TFA.
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Figure 22 : Spectre de RMRH de l'intermédiaire réactionnel aprés 5 min de rééon.

Ainsi, I'ajout de 25 équivalents de TFA au lactdi8 a permis de mettre en évidence
un fort déblindage du proton au pied de I'oxygeitngdropyranique de 4.45 ppm a 5.04 ppm.
Ce deéblindage de 0.5 ppm montre que la forme irddiare présente dans le milieu
réactionnel est de type cycliqueigure 23). En effet, une molécule ouverte sous forme
aldéhydiquel151 ferait apparaitre un proton au pied de l'oxygéwmwecaun déplacement

chimique inférieur a 4 ppm.

T T
o OH o
® =
(@]
NN ] NN
O O 149 H 150, H O o N 151
\6— 5 ppm gl
pp HO 4 <4 ppm

Figure 23 : Pas de forme ouverte de type aldéhydigians le milieu réactionnel

La deuxiéme information que I'on peut déduire gs¢, le proton situé en position
acétalique subit également un déblindage de 5.2&m preuve de la tres faible densité
électronique du carbone le portant. Cette obsemast d’ailleurs proche de celle effectuée
par le Pr. Suzulf en série ion pyrilium : 9.54 ppm. Ce constat comba la présence des
signaux caracteéristiques des deux éthers methokytiggies empéche d’envisager toute

forme quinoniquel50 et confirme I'ion pyrilium Figure 24).

o
k .~ 5=9.23 ppm .~ Sppm<3<6ppm

Figure 24 : Forme pyrylium confirmée.
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La présence d’acide trifluoroacétique (TFA) poiimaener a la formation d’'un acétal
de trifluoroacétateCette espéce n'a pu étre mise en évidence par BiiNior (°F) puisque
I'on observe qu’un seul pic de fluor correspondanTFA @ = -78 ppm).

~o

ko
D@ﬁ
N~
O O a9

Figure 25 : Confirmation par RMN'F de I'absence d'acétal.

Enfin, pour lever les derniers doutes concernantolme intermédiaire un spectre
RMN **C de type DEPT 135 a été effecti@glire 26). Finalement, la présence d’un carbone
primaire & 178 ppm (175 ppm en série pyrilium rép@ar le Pr. Suzuld) vient confirmer

I'existence de la forme oxonium dans le milieu.

— 1787531
— 1123578
—03.3462
— 820430
58.4794
323111
189579
6.3974

~o

o on
&) A
~
HO (O)_4(©)

couplage HMBC
|

200 o0 180 70 160 150 140 130 120 i paeel o0 &0 70 a0 30 40 30 20 in

Figure 26 : spectre RMN 13C (DEPT135) de l'interméade réactionnel en présence de TFA.

Il est intéressant de remarquer que le temps s&icesa la réalisation de spectre
carbone (25 minutes) a permis la déprotection des deux éthers méthoxyméthyliques. De
plus, la régioselectivité de cette déprotectionldendtre controlée de fagon cinétique car un
seul carbone acétalique de MOM a 82 ppm est obsemalement, des études de RMN en 2
dimensions de type HMBC ont permis de déterminer lgugroupement protecteur « nord »
est le plus labile. En effet, un couplage entr€l acétalique du MOM « sud » et le carbone

portant le phénol protégé a pu étre idenfié.
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En conclusion, I'étude des spectres RMN du praibdu carbone 13 a pu mettre en
évidence la natur@’ion dihydropyrilium de l'intermédiaire réactionnel. Ceci a pu étre
confirmé en RMN'H par la présence d’un pic & 5.00 ppm indiquamdaure cyclique de
lintermédiaire et d’'un pic ®.23 ppm correspondant au proton dihydropyranique de l'ion
dihydropyrilium (déblindage en accord avec la lmgiaphie pour les RMN de pyrilium). De
plus, les études complémentaires effectuées phomarl3 mise en évidence la déprotection
sélective d'un des deux groupements protecteursagiiéminutes de réaction en conditions
acides. Ce pic caractéristique a 9.23 ppm corrasgdonc a deux formes intermédiairasno

et diprotégées.

d=9.23 ppm
\Ok /
P! o TFA o ©
N AN
(@) (@) AV N
149, O O T,

Figure 27 : Le pic a 9.23 ppm correspond aux demkermédiaires mono et diprotégés.

« Détermination de la quantité optimale de TFA néaiess la réaction.

Comme observé lors de lI'analyse carbone précédentiéprotection des éthers est
dépendante du temps de réaction. Cela indique doiecla vitesse de déprotection est
certainement liée a la quantité de TFA. La déteatmm de la quantité minimale de TFA est
donc nécessaire afin d’avoir une déprotection e @équentielle possible et ainsi pouvoir
I'étudier par un suivi en RMRH (Schéma 5%

o
§

O OH

OO

\O/\
[TFA] importy \TFA] faible
OH OH

Q ® Q OH
DTFA g TFA <]
~ L~ NN
[eN¢] O O
HO 149, HO'
A

149,

e Contrdle possible? - -ooooooooooo ]

Schéma 59 : Contrdle probable de la cinétique derdéection des éthers de MOM par la quantité d’aeid

Un lissage du spectre (apparition des constantesodplage) a alors été observé
jusqu’a I'ajout de 6 équivalents de TFRiure 28).
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Figure 28 : Evolution du spectre RMNH de l'intermédiare réactionnel de type oxonium pajout de 146
équivalents de TFA.

A ce stade de I'étude, la quantité nécessaireFdefilisée pour les désaromatisations
oxydantes a donc été fixée a 7 équivalents afimaitda meilleure résolution en RMRH
possible et le meilleur contrdle de la cinétiqueddprotection des éthers méthoxyméthyliques.
De plus, les résultats obtenus préliminairementgpant de I'IBX apres 1 ou 4 heures de
réaction semble indiquer que I'exces diastéréomérigst intimement lié a la cinétique de

déprotection des éthers méthyliques.
RESUME :

1- Seule la forme d’ion pyrilium est présente dEnmilieu (apparition d’'un pic a

9,23 ppm correpondant a la forme mono et diprofégée

2- Les deux éthers méthoxymeéthyliques n'ont pas cinétique de déprotection

équivalente, la vitesse de déprotection du phémalrd » étant plus élevée.

3- 7 équivalents de TFA est la quantité optimal@rpobserver I'évolution du
systéme par spectre RMRH et pour mettre en évidence une déprotection

séquentielle des éthers méthoxyméthyliques.

Il convient donc alors d'étudier I'évolution du espre 'H de lintermédiaire
réactionnel en fonction du temps afin de lier cedggosélectivité de déprotection des phénols
a une éventuelle discrimination diastéréofacialeoxydation, responsable de la

diastéréoselectivité observée.
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* FEtude de la diastéréoselectivité de la réaction.

Etude de I'évolution de l'intermédiaire réactionmgl fonction du temps par observation du

massif a 9.23 ppm.

Afin de lier I'exces diastéréomérique a la cinééqde déprotection des phénols,
I'évolution en fonction du temps en RMN dd de I'intermédiaire réactionnel est réalisée en
présence de TFASChéma 6] Un nouvel intermédiaire commence a apparaitresap0 min
de mise en réaction (le proton a 9.23 ppm est neeté¢ convertit en un massif a 9.00 ppm).
Au bout de 4h, seule la nouvelle espéce préseantaptoton a 9.00 ppm est présente dans le

milieu. Celle-ci correspond a l'intermédiaire dipdétégé C.

0
OH OH
ko oH OMOM
TFA, CH,Cl, N ® 0@ ~o®
O —_— o + +
t MOMO HO
\O/\O MOMO A B c
118
AetB C
9.23 9.00 ppm

ppPM
. \ Intermédiaire C minoritaire
20 min. M

1h

4h

Schéma 60 : Evolution de l'intermédiaire réactionhen fonction du temps en présence de 7 éq de TFA.
Apparition d’'un massif a 9.00 ppm.

Comme spécifié précédemment, aucune différencBMN H n’est observée entre
les formes A et B. De plus, un troisieme intermigdipossédant un pic a 9.00 ppm apparait et
devient majoritaire au bout de 4h de réaction. fisieme intermédiaire correspond a
'oxonium diphénolique. Les observations faites sarsuivi RMN de la déprotection des
éthers de MOM viennent donc confirmer ce que ledyars précédentes laissaient entrevoir :
la déprotection séquentielle des éthers méthoxyheéties peut étre a la base de la

diastéréoselection observée.
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En effet, une baisse de la diastéréoselectivitéobservée en fonction du temps
d’attente avant ajout d’'IBX, conduisant au mélaBé0 de diastéréoisomeéres si I'ajout est
effectué aprés 4h de réaction (composé diphénglicpfin de vérifier cette hypothése, il
convient donc de modifier les groupements protestptesents sur le lactol de départ afin de
mofidier la cinétique de déprotection (suivi par RMet d’étudier son impact sur la

diastéréoselectivité (diphénol : r. d. faible — mphénol : r. d. fort).

Etude de I'évolution du spectréd de lintermédiaire réactionnel sur un diphénobtpné

différemment sur la position nord et sud.

Difféerents lactols présentant des phénols diffénemt protégés ont alors été
synthétisés §chéma 61 Ainsi, le groupement protecteur de la position s été modifié.
Ceci est rendu possible par la sélectivité de ptate rencontrée précédemment en fonction
de la base utilisée. Ainsi, trois lactal®4, 157 et 160 ont pu étre synthétisés avec des

rendements allant de 31 a 83 % en partant detianadiphénoliqué 15.

\ \

OH O

TBDMS-CI, Et3N THF o MOM Cl, NaH, THF mDIBAL H, toluene m
TBDMSO TBDMSO TBDMSO

152
82% sur 3 étapes

\ \

OH O

m PMB-CI, K,CO3 o) MOM Cl, NaH, THF mDIBAL H, toluéne m
acetone PMBO PMBO PMBO

155
31% sur 3 étapes

\ \
90%
OH O

BnBr, K,CO3 0 MOM Cl, NaH, THF mDIBAL H, toluéne m
—_—
acétone BnO

158
83% sur 3 étapes

Schéma 61 : Préparation des précurseurs différemingrotégés en position sud.

En premier lieu, un groupement protecteur trésildalen condition acide (t-
butyldiméthylsilane) devant conduire & une baissdaddiastéréoselectivité de la réaction a
été introduit et a conduit au lactd54 en deux étapes (formation de l'intermédiaire
diphénolique rapide). Dans un second temps, unllaéf portant un groupement protecteur
de type p-methoxybenzyle ayant une stabilité proche desrgtheéthoxyméthyliques et
devant conduire a une diastéréoselectivité compmeabté synthétisé.
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Enfin, un lactol160 portant un éther benzylique connu pour étre blaa gtable en condition
acide a été introduit sur la position «sud ». A@ugmentation de la diastéréoselectivité
devrait alors étre observée dans ce cas (formateiintermédiaire diphénolique lente).
Comme pour le lactdl18 les désaromatisation des lactb®), 157 et 160 ont été réalisée en

ajoutant I'IBX de facon simultanée a I'acide trifbhoacétiqueTableau 3

(@]
kO OH 0
m TFA (7 éq), CH,Cl, Hom Cdo
Peo IBX, 4h S
P Rendement r.d.

-TBDMS 50 % 51/49
“PMB 45 % 70/30
-Bn 32 % 71/29

Tableau 3 : Rapport diastéréomérique en fonction groupement protecteur de la position « sud ».

Comme prévu, la présence d’'un groupement protesiblé tres labile en condition
acide conduit a une chute de la diastéréoselextf&id/50). Ensuite, une diastéréoselectivité
moindre est identifiée dans le cas d’un lactol @nésnt un éthgr-méthoxybenzylique. Enfin,
de facon surprenante, un éther benzylique en possiid ne conduit pas a une amélioration
du rapport diastéeréomérique. Ces résultats devrd@mt étre confirmés en étudiant par RMN
'H I'évolution de la déprotection des phénols présam Iion dihydropyrilium sans ajout
d'IBX.

Premier cas Groupement protecteur = -TBDMS

v
~ (@]
o 8.88 ppm 9.00 ppm
0) e PP on v
0~ OH
TFA, CH,Cl, No® Xo®
.
|- ? HO
Si__ t HO
O 154 B’ c
C B’

9.00 ppm|| 8.88ppm

2 min

. L%Q%w L _J{ELW%L )

1h30

Schéma 62 : suivi RMN de la déprotection de l'inte¢diaire réactionnel du lactol 154.

74



Dans ce premier casS¢héma 62 une troisieme espece, encore jamais observée,
apparait au bout de deux minutes avec un dépladenmmique de 8.88 ppm. Celle-ci
correspond au produit de monodeprotecorde la position sud. En effet, il bien est connu
gue les éthers de phénols silylés sont tres labilesilieu acide. Cet intermédiaire réactionnel
conduit alors au mélange 50/50 des deux diastémd@ies confirmant I'importance de la
protection du phénol sud sur la diastéréoseleétitnfin, aprés 1h30, le produit diphénolique

C correspondant au pic a 9.0 ppm est formé de faggaritaire.

Deuxieme cas Groupement protecteur = -PMB

\O \O \O
MeQ o) OH MeO O) MeQ OH o) OH
o t o o) HO HO
157 A B B' C

AetB C B’
9.21 ppm| | 9.00 ppm| | g gg p‘pm

\/ 7

S N . —

3h

I =) f§| A= I)*T I)“q

Schéma 63 : Suivi RMN de la déprotéction de l'inte¢diaire réactionnel du lactol 157.

Aucune ameélioration de l'exceés diastéréomériqua ®té observé lorsque le
groupement protecteur de la position sud esp-umethoxybenzyle. Ceci est dU a la labilité
supérieure des PMB en comparaison aux MCGdhéma 6R En effet, dans ce cas, trois
especes sont observées sur le suivi RMN contrdtes 80 min., les intermédiaivk etB sont
présents de facon majoritaires. Cependant, etaiogrment au cas de la double protection par
des éhers de MOM, une trace de l'intermédi@reayant un déplacement chimique de 8.88
ppm est alors identifie. Ceci démontre donc quéhn¢ede PMB est moins stable que I'éther
de MOM en présence de TFA. Enfin, aprés 3h de imgcseul le pic a 9.00 ppm

correspondant a l'intermédiai est identifié.

Ceci pourrait étre expliqué par la grande stabdii carbocatiop-méthoxybenzylique
formé en milieu acideSchéma 64
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o’ N~ R
25

Carbocation benzylique stabilisé Carbocation moins stabilisé
déprotection rapide : excés plus faible déprotection plus lente : excés plus important

Schéma 64 : Explication mécanistique de la plustfs stabilité des éthers phénolique de p-méthoxytydm
vis-a-vis des éthers méthoxymeéthyliques
Ce resultat confirme encore une fois notre hym®hé&le départ concernant
limportance de la stabilité du groupement protecten positon sud sur la discrimination
diastéréofaciale de l'oxydation. En effet, le greoqent PMB étant moins stable que les
groupements MOM dans les conditions réactionnelldpi-ci conduit a un rapport

diastéréomeérique plus faible.

Troisieme cas Groupement protecteur = -Bn

\O ~

) (6]
o~ oH o) OH
—_— +
t
O O
160 o B
AetB
021 ppm
10min o ! ]L_ }l J,_H_m_ P 1| P 1_
e L i) ao s e ar e as s 3 el iy e a1y r
|
|
|
|
55min | | I
A al ). BN N M,
“ve s g &3 #e &5 | de A5 de 45 we &5 £e 25 2@

4h

|
_JiL l'w-_. ,|L.4 | l_n.#""‘u, _M\J-'«_.JJN — LJ -

Fa a3 ag ra - al 4 13 L a3 aa £3 ae F L

Schéma 65 : Suivi RMN de la déprotéction de l'imteédiaire réactionnel du lactol 160
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Malgré une grande stabilité du groupement proteae position sud (uniquement le
pic & 9.20 ppm présent au bout de 4h corresporalanformes A ou B protégée en position
sud,Schéma 6} I'oxydation conduit a un mélange 70/30 des ddiastéréoisomeres.

Cette contre-expérience semble contredire I'hygpsthmeécanistique précédemment
envisagée. En effet, bien que le phénol en posgi@hsoit protégé et semble stable dans les
conditions acides réactionnelles (pas de pic a $pth ni a 8.88 ppm), une faible
diastéréoselectivité est observée. Ainsi, seul apport 70/30 est finalement obtenu. Une
explication probable peut permettre de comprendreésultat surprenant : c’est I'IBX qui

déprotege I'éther de phénol benzylique en posgimh

~

O e. d. important
IBX .
e. d. faible

Pes ERyse!

Schéma 66 : Probable explication de la chute destiééoselectivité malgré la haute stabilité deiét de
phénol benzylique en milieu acide.

Cette déprotection de phénols protégeés sous fdrétker benzylique par des dérivés
de liode hypervalent a déja été reportée ces dmsiannéé®’. Il donc est probable qu'un
mécanisme oxydatif comparable de type radicalédiagle électron Transfert. SET) soit a
I'origine de la déprotection du groupement benayieposition sud et induise une chute de la

diastéréoselectivitéSchéma 6Y.

(120) Nicolau, K., C.; Montagnon, T. ; Baran, P.; &hong, Y., -L.J. Am. Chem. So2002 124, 2245
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En ce sens, un rendement plus faible en alcodlj3ovenant de la consommation

d’un équivalent d’'IBX permettrait de confirmer eettypothese.

Mécanisme SET transposé a notre intermédiaire

HO~y=0 HO—|=O "ok
¥ CR— N *0% S e ~ %o
o@Ob (@ . o ®
- OH
. ) 5 TF 3 TF
Q TFe 3 TFA, Q M /8 (S
¥
Os_H

Schéma 67 : Déprotection du phénol benzylé en présee d'IBX selon un mécanisme SET.
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Mécanisme proposeé :

De nombreux essais de séparation des deux digistemieresl12 ont été réalisés en
vue de leur identification, cependant, aucun n‘audib En effet, malgré son acétalysation en
ester p-nitrobenzoique, afin de faciliter une séparatioes denantiomeres, suivie d’une
tentative de purification par chromatographie ldguihaute performance (HPLC) semi
préparative, aucune séparation n’a pu étre réali@en que l'identification de lI'isomere
majoritaire n’ait pu étre effectuée jusqu’a présettque, de ce fait, aucune certitude n’est
acquise concernant la diastéréoselectivité de tlakgn, un premier mécanisme pourrait étre

proposé aux vues des suivis RMN.

En effet, aprés liaison de I'IBX sur l'intermédiaidéprotégé sélectivement sur la
position nord, une répulsion stérique de I'IBX aaéthyle dihydropyranique conduirait & une
discrimination diastéréofaciale et ménerait danspmemier temps a un diastéréoisomere
majoritaire Schéma 68 Dans le cas des composés diphénoliques, I'IBXirpait se
complexer aux deux phénols mais préférentielleraenphénol sud plus accessible. Aucune
répulsion stérique au méthyl dihydropyranniqueerais ainsi possibleSchéma 6%

A - Le phénol nord est déprotégé : 1 seul diastéege majoritairer{on-déterminé

/ RX en courg

— produit monodéprotégé

~o Jo/
ko OH 0 /OH‘\ o Q
TFA (7 eq) O'"""Q \ 6
o — \ o » HO
o CH,Cl,, IBX OH H (0]
\
o) 118 0 - 112
— CH, _

Pas de transfert d'oxygene sur la face inférieure
car répulsion stérique entre I'IBX et le méthyl dihydropyrannique

Schéma 68 : Une seule possibilité de liaison dBXIsur I'intermédiaire dans le cas du produit
monodéprotégé.
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B - Les deux phénols sont déprotégés : 2 diasté@sss 50/50. Deux possibilités
d’accroche a I'IBX mais I'accroche « sud » sera#jonitaire car moins encombrée et plus

loin du méthyle dihydropyranique ne conduisantdgase discrimination diastéréofaciale.

Produit didéprotége 2 approches possibles

| AL A
o) S o
O\l-‘Do O\l/po
N ou N
E OH 5 OH

Schéma 69 : Mise évidence de la perte de diasté&léctvité sur l'intermédiaire diphénolique.

3. 2. 2. 4. Optimisation du rendement.

* Pour I'obtention de I'alcool modekb

Une faible reproductibilité dans les rendementslenol désaromatisé a été observée
tout au long de cette étude. En effet, un rendesgpérieur a 50% n’a, a ce stade, jamais pu
étre obtenu malgré une conversion totale en pratsiré sur le suivi RMN ; les conditions

d’hydrolyse semblant donc jouer un réle primordiahs la quantité d’alcool isolé.

Tous les essais réalisés subissaient jusqu’alotavage intensif en fin de réaction par
de I'hydrogénocarbonate de sodium saturé afin gareé les résidus d’'IBX difficilement
séparables sur gel de silice. Il s’en suivait umgef coloration violette de la phase aqueuse.
Apres différents essais, il est apparu que l'alceel dégradait proportionnellement aux

nombres de lavages basiques. Un nouveau protocime@été mis en place.

1 - Filtration des résidus d’'IBX et lavage des Inbtes par CHClI;.
2 - Evaporation a sec du filtrat.

3 - Préparation d’'un dépot de silice puis purifimat

Ce protocole a pu permettre I'obtention de 64 9% pdeduit désiré. Bien que
satisfaisant, le rendement a été une nouvelle dptsnisé et pour ce faire, un modele ne
présentant pas de carbone stéréogene au piedxggédite dihydropyranique a été synthétisé
afin de simplifier le spectre RMN observable sur beut réactionnel (pas de
diastéréoisomeres). Ceci permettra alors de jugéagbn plus aisé le ou les produits présents
dans le brut réactionnel. De plus, I'obtention @ alcool pourrait finalement permettre

I'acces et I'évaluation d’'une nouvelle lignée delécales proche de I'épicocconone.
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e Pour I'obtention de I'alcool modéls4

Cette partie s’inscrit dans le cadre de la theagathe Boulangé. De facon similaire,
I'alcool 164 présentant deux méthyles au pied de I'oxygenedddpyranique a été obtenu
avec un rendement global de 31 % en 7 étapes eyehat I'époxyde ouvert par une espece

orthométallée$chéma 7]

OMe t-BuLi (2.2 éq.), THF, J\
_ AICl, LPINCO. E SOMEN TMEDA (2 0eq.) oMme N
O 2
Veo I ] CH,Cl, 78T 10 -10C " ﬁf (@zo éq.)
e i
5%
78T 10 T amp
OMe O
OH O OMe O J\
N
m AICl3, CH,Cl, m CSA N
- B
& MeO
HO Reflux, 16 h MeO toluene
163 162 161 HO
98% 76% 75%
1" NaH, MOM-CI, THF
2" DIBAL-H, toluene, -78TC
3" TFA, IBX (4€q.), CH,Cl,
o)
Z 164
(o} Pas de disatéréomeres

58 % (3 étapes)

Schéma 70 : Synthése en 8 étapes de l'alcool diyléth

L’analyse du brut réactionnel lors de la derni&ae d’oxydation a permis de mieux
comprendre la perte de produit obtenu lors dessessasérie précédente. En effet, dans ce
cas, le spectre RMN est véritablement simpliBél{éma 7L Celui-ci a permis d’identifier,
en plus de l'alcooll64, une espece présente a 40% dans le brut réactidDetté espece
désaromatisée correspond a l'intermédiaire réantiprun adduit d’IBX de l'alcool désiré.
Cet adduit est finalement « hydrolysé » au courtaqaurification et conduit au relargage de
I'alcool sur I'ensemble du gel de silice. Il senthié donc que la perte majeure de produit de
désaromatisation oxydante soit due a un adduitXd’fiBésent dans le brut réactionnel. Un
essai d’ «hydrolyse » de cet intermédiaire suitgejuantité a alors été entrepris afin
d’identifier uniguement le produit désiré sur leutbréactionnel (Les lavages par des
réducteurs aqueux conduisent comme c’est le caslg®lavages basiques a une dégradation
du produit désiré). Ainsi, le brut réactionnel & ptacé dans 5 mL de CD{Gdn présence de
silice (Schéma 7)1 Aprés 2 jours de réaction, uniguement l'alcoel désaromatisation est

observeé.
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Schéma 71 : Suivi en RMN dtH de la cassure des adduits d'IBX par de la sil@prés deux jours de réaction.

Sur petite quanitité, une hydrolyse des adduitBXl’a ainsi pu étre réalisée
(résolution en un seul pic aussi bien a 2.5 qué& fpm). Cependant, cette méthode n'a
malheureusement pas montré une bonne reproduétibdns I' « hydrolyse » des adduits de
deérivés d’IBX sur plus grosse quantité (problemessdlubilité des dérivés d’IBX dans les
solvants utilisés — prise en masse de la silicép Be trouver une réactivité similaire a la
silice en milieu homogene, le brut réactionnel agréaporation a alors été solubilisé dans du
méthanol avec ou sans TFSdhéma 72 Aprés 10h de réaction, aucune évolution n’est

observée sur le suivi RMN.
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T
N
o 0 CDCl;; MeOH ~~ HO 0
X >
avec ou sans TFA o

Schéma 72 : Aucune hydrolyse des adduits en sotutlans le MeOH avec ou sans TFA.

Finalement, c’est I'utilisation de réducteur edieni organique (cyanoborohydrures de
sodium) qui a permis d’obtenir une hydrolyse caeedes adduits d'IBXJchéma 73 et
ainsi d’augmenter le rendement en produit puriidéautres réducteur sont actuellement a

I'étude afin de s’affranchir des cyanures libérésge I'utilisation de NaBECN.
o] o]

\
I .
o NaBH;CN o

112 165 112

Schéma 73 : réduction des adduits d’iode hypervalen présence de réducteur soluble en milieu orgaré

Une synthése hautement convergente conduisardlcodl tertiairel12 issu de la
désaromatisation oxydante a donc été reéalisée eux cholécules modéles (un ou deux
méthyles au pied de I'oxygene dihydropyranique)ci@eut ouvrir maintenant la voie a la
synthése du produit naturel. Dans le cadre de egtithese, il faut distinguer deux étapes
déterminantes : I'ouverture d’'un époxyde par ungées orthométallée et une réaction de

désaromatisation oxydante.

Le suivi par RMN de la désaromatisantion oxydanfeermis de déterminer la nature
d’un intermédiaire réactionnel de type ion dihydmytium. Ceci a finalement conduit a la
compréhension du mécanisme réactionnel permettaptidiser le rendement de la réaction.
De plus, une diastéréoselection patransfert (transfert de chiralité a longue disegra été
observé sur I'analogue monomeéthylé et a permistdioble produit désiré avec un rapport

diastéréomérique de 85/15.

L’étape suivante dans le but de synthétiser l@&monone et des analogues est donc la

formation d’'un cycle furanonique préfonctionnalisé.
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4. FORMATION D’ACYLFURANONE ET D'’ACYLPYRANONE PAR
OUVERTURE DE DIOXINONES.

4.1. Etude la reéactivité d’acylcétene sur desa-hydroxycétones
(formation de cycle a 5 chainons).
Apres avoir obtenu l'alcool quaternaire préalaldamenvisagé dans le schéma

rétrosynthétique, I'étape suivante correspond @tréduction du motif furanone et de la
chaine polyinsaturé&ghéma 7%

o o}
Hom acylfuranonisation o) 20
_— [e)
—
O
112 R
(6]
analogue de I'épicocconone epicocconone

Schéma 74 : Formation d'acylfuranone a partir d'una-hydroxycétone.

4. 1. 1. Rappels bibliographiques.

4.1.1.1. Furanones par utilisation d’acylcétenesu équivalent

synthétique.

Les furanones fonctionnalisés en position 3 ebrt sles composés présent dans de
nombreux produits naturéfd 122123124128 gynthétiqued®*?’a activité biologiquesigure
29).

HO Br
(0] O R,
Br 3 166 R;= -CHz R, = -H
OH 10 | 11 Rt 167 Ry=-CH,CH3 Ry = -H
5 OH 168 R]_: -CH3’ R2 = 'CH3
X HO 169 R;= -CHz R, = -H
170 Ry= -CH,CH,CH;z R, = -H
X =H : Cadiolide A = =
Br 172 Yopr cagoie s 171 R;= -CH(CH3)(CH,CHg), R, = -H
HO Br

famille des cadiolides Acide tétroniques fonctionnalisé en 5

Figure 29 : Produit naturel possédant des furanonasylées en position 3

(121) Ley, S., V.; Clase, J., A.; Mansfield, D;,Osbom, H., M., |.J. Heterocycl. Chen1996 33, 1533-
1544

(122)  Tsuchida, T.; linuma, H.; Nishida, C.; KingahN.; Sawa, T.; Amada, M.; Takenchi, JAntibiot.
1995 48,1104-1109

(123) Werner, A.; Hadacek, Phytochem.Anafl995 6, 218-223.

(124) Hung, H.; Comins, D., L., .@rg. Chem1996 61,391-392

(125) Monde, I., C. ; Takasugi, M. ; Katsui, \Masamune, TChem. Lett199Q 1283-1285

(126) Yokota, M.; Masayuki, Y.; Yanagisawa, T.; lakai, K~Chem. Pharm. Bulll994 42,865-871.

(127)  Pshenichnyj, G.V.; Mashenkov, V.A.; HevskiiS. Khim. Geterotsikl. Soedii986 1371-1374.

84



C’est notamment le cas pour les molécules podastunités d’acides tétroniquess,
167, 168 169, 170 et 171 (furanones acylées en position 3) qui sont des oség naturels
isolés ayant montré de activité inhibitrice de dlatpase HIV-1. En effet, la capacité de I'acide
3-acyl-5-(hydroxymethyl)-tétronique & inhiber ausin les protéases du virus du $tgue
les phospholipases,X°a conduit au développement de nouvelles méthogehétiques de
formation de ce type de compoS8sCes synthéses sont ainsi généralement réalisgasia

e‘l§2 ,133,134

des furaneS*, de furanon nues ou bien encore adthydroxycétone en présence

d’ester activés en conditions basiques.

A partir d'a-hydroxycarbonyle :

La premiére méthode de formation d’acylfuranom¢éareportée en 1954 par le groupe
du Pr Lacey® (Schéma 75 Cette méthode a dailleurs été reprise par muge du Pr.

More™3 en 1988 pour la synthése de dérivés d’acide tiémen

o]

Lo ST 2 g
© OW solution alkaline o
_ = _
benzene o O

173 174 175

partiellement formé

o o
Q )/:(f )H/O 0
OH R
™ e | LT | ——— 0
R, toluéne, dean stark R, O O R

EtsN ' R>

R1=R2=iPr 85 %
R1=R2=Et 80 %
R1=R2=Me 65%

Schéma 75 : Premiére formation « one-pot »gtactones

Elle comprend deux étapes. La premiere correspobaddition de I'alcool d’'una-
hydroxycarbonyle sur le diketene (conduisant/acétoesterl74 aprés ouverture par un
nucléophile). Une cyclisation de I'acétoacétatd résultant sur le carbonyle présenteeest

alors possible en milieu basique a chaud pour dom@ula 3-acylfuranone correspondante.

(128) Koggo, B.E., Hug, P., Moss, S.; Laschdo,eter, H., H.J. Antibiot. 1994 47,143-147.
(129) Schiehser, G.A.; Cautield, C.E., Senko, N\A&an Burg, G.FUS 5,366,993994

(130) Rao, Y.SChem.Rev.1976 76,625-693

(131) Oraziano, M., L.; lesce, M.,$ynthesi4985 1151-1153.

(132) Honda, T.; Mizutani, K; Kanai, I., CJ. Org. Chem1996 61, 9374-9378.

(133) Matsuo, K., Arase, Them. Pharm. Bulll995 43,2091-2094.

(134) Matsuo, IC, Hasuike, YChem. Pharm. Bulll989 37,2803-2806.

(135) Lacey, R., N., Zhem. Socl954 816-822

(136) Ager, D.J.; Mole, S.Jetrahedron Lett1988 29, 1807-1810.
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Des essais monotopes ont pu, dans certains aaduio® aux lactones désirées mais
des réactions secondaires et des problémes d’éliilmind’eau n'ont pas permis de rendre la
meéthode généralisable a I'ensemble des carbonwleslg/droxylés (rendements également

conditionnés par leurs températures d’ébullition).

C’est en 1998 qu’une évolution de cette métho@étcareportée par le groupe du Pr.
Kulinkovich'®’: I'addition d’'une a-hydroxycétone sur ug-cétoester suivi d’'une cyclisation
par réaction de Knoevenagael de fagon monotGmgma 7% Ceci conduit alors aux

composés désirés avec des rendements variables.

(o] (0] o)

Z (0] Z A
(0] OH \)LORg, O)K/

- - | o

NaOMe, MeOH

O

0 X g
R, | i R,

de 31281 %
Z =CO,Me, CN, COMe
R; = Me, Et

Schéma 76 : Synthése de d'acylfuranones monotope

De mauvais rendements ont été obtenus dans le’'am®ol fortement encombrés
(Schéma 7Y. Ceci représente une limitation majeure de ce¢hode qui n’est, ainsi, pas
généralisable. En effet, dans ce cas, il a été maante I'encombrement stérique autour de
I'alcool jouait un role déterminant. Ainsi, en peése de deux méthyles en posifdule la

cétone (composE&78), aucune trace de produit désiré n’est observé.

O O O O O o
o o]
OH MeOMOMe OMOMe MeO o
[ Ry —_—
NaOMe, MeOH
o o)
/K 176 /‘\ L j\
(0] (0]
31%
Z
)H%OH \)kC)R
—X—>
O 178 NaOMe, MeOH

\
Schéma 77 : Limitation de la méthode - alcools entwés.

Aux vues des résultats reportés dans la biblidueapl apparait donc que la synthése
de ce type de composés pourrait donc se faire gie fenonotope mais qu’elle nécessiterait

une addition facilitée de I'alcool sur le synthdinarbonylé avant cyclisation.

(137) Tyvorskii, V., I.; Kukharev, A., S.; Kulinkaeh, O., G.Tetrahedron1998 54, 1801-1808.
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4.1.1.2. Utilisation de dioxinones comme précugsrs aux

acylcétéenes.

De part leur grande réactivité, les acylcéténashsent étre d’excellents synthons pour
accéder a des acylfuranones a partir-kiydroxycétones. En effet, a I'issu de I'additioast
favorisé d’un nucléophile sur le cétene (pas délproe lié a 'encombrement de I'alcool) un
énolate est généré et peut réaliser une cyclisaliotype Knoevenagel sur la cétone aen
(Schéma 78

SR,
%TRZ I HOH R
3 O Q R; R =
precuseur > E——
d'acylcéténe Et3N R)K?C(\g o Re

(0]

formatlon in situ

Schéma 78 : Possible formation d'acylfuranone pailisation d'acylcéténe.

« Généralités sur les acylcétehifs

Les acylcétenes82 sont des outils tres intéressants en chimie ogganSchéma 73
lls peuvent étre générésa thermolyse ou photolyse de dioxinonE81™°, de S-cétoester

179"*° ou bien encore de diazodicétod@s'* (par réarrangement de Wolff).

O O OH O
179 180
- hv ou A
ROH vV ou o o
L ' A
. . 183
o~ o hv ou A Nucléophile
MO -acétone
181

acylcetene

T 0

possible dimérisation
O O

)H(U\ 184

N,
185

Schéma 79 : Acces aux acylcéténes.

(138) Bell, K.; Sadasivam, D., V.; Gudipati, I.,;Bi, H.; Birney, JTetrahedron Lett.2009 50, 1295-1297.
(139) Clemens, R. J.; Hyatt, J. A.Org. Chem1985 50, 2431-2435.
(140) Wentrup, C.; Heilmayer, W.; Kollenz, Synthesid994 1219-1248.
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Bien que tres approprié, I'utilisation de tels thygns en synthése organique présente
certaines limitations. En effet, la formation deyleéténes (dans le cas des dioxinones ou
dans le cas des acétoacétates) est réversibleppbss donc qu’ils soient piégés par un
nucléophile plus réactif que le produit éliminé.nBde cas de précurseurs de type diazo, bien

gu’irréversibles, leur explosivité limite leur pfoi.

Cette réactivité vis-a-vis des nucléophiles eslggent observée pour le diketelrl@6
(Schéma 80- Il ne s’ouvre toutefois pas en acylcéténe). Maheusement, celui-ci est
difficilement accessible sur le marché car tredainle. De plus, I'acces aux diketenes

differemment substitués n’a, a notre connaissgaomis été décrit dans la littérature.

Fonctionnalisation possible

difficilement fonctionnalisable —_—
1

|

(o] (o]
e s e (] SRS S
- . - . o i
o toluene Cl EtgN N\

MOR +*  R,OH

Schéma 80 : comparaison diketene — acetoacétaiexidones

2 Et;N

186 /\
o 9 K,CO4 { Q ]
_—

compétition

Enfin, bien que les acétoacétates soient de bwoésugeurs d'acylcétenes, leur
décomposition entraine la libération d’'un alco8icliéma 80-R,OH) qui peut géner le
piégage de I'acylcétene par un alcool plus encombebsence d'alcools résiduels dans le
milieu aprés formation de l'acylcéténe rend, ddaig les dioxinones bien plus intéressantes
gue les acétoaceétates dans l'optique de piégecysetne par un alcool tertiaire encombre

(synthése d’analogues de I'épicocconone).

L’étude et I'application de la methodologie de thyse d’acylfuranones a paritrad’
hydroxycétones et de dioxinones (jamais repoiit@3it ainsi parfaitement dans le cadre de
ce travail. Cela a finalement conduit au déveleppamdune troisieme étape clef
(introduction du cycle acylfuranonique) pour la thgse d’analogues de I'épicocconone.
(Schéma 81
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HO PPN 0 o
o R, toluéne, DIEA, reflux - R,

Schéma 81 : Utilisation de dioxinones pour la syee de cycles furanoniques fonctionnalisés

La possibilité de fonctionnaliser facilement lasxihones représente un deuxieme
avantage pour l'utilisation de telles moléculessdinsynthese d’analogues de I'épicocconone.
Il convient donc a ce stade d’'analyser les difftaeméthodes de synthése référencées dans la
bibliographie.

* Synthése des dioxinones

La création de synthons polyvalents utilisablesrpme grande variété de composeés
est un des buts majeurs en synthése organiquei, Adnpossibilité de faire varier un des
substituants sur un squelette commun tels que desiidioxinones ouvrent la voie a une
généralisation presque totale dans le cadre datibn d’intermédiaires de type acylcétenes.
Entre 1983 et 1990, le groupe du Pr. Sato a déeux voies d’acces plus générales a ce type
de composés. La premiére s'articule autour dedativété des-cétoacidé* ou encore deg
cetoestet-butylique"*? en conditon acide. La seconde fait intervenir ciderde Meldrum &
chaud®®,

Utilisation def-cetoacide ou dB-cétoester :

by

Cette méthode consiste a mettre gueétoacide ou ses dérives estetautyliques
(déprotégésn situ) en présence d'une cétone (généralement I'acébonen équivalent
synthétique) en condition acid8dhéma 82 L’'accés aisé a ce type de précurseur peut ainsi

permettre I'obtention d’'une grande variété de diories.

M aorborc
R oP >
1 RMO

a -P =H, conc. H,SO,, Ac,0, Acétone !
b -P =H, conc. H,SO,4, AcOCMe=CH,
¢ -P =t-Bu, conc. H,SO, Ac,0, acétone

Schéma 82 : Synthése de dixionones a partir#eétoacide ou d@-cétoester t-butylique.

(141) Sato, M.; Ogasawara, K.; Ol, K.; Kato,dhem. Pharm. Bull1983 31, 1896.
(142) Heneger, K., E.; Winkler, J., Detrahedron Lett1987, 28, 1051.
(143) Sato, M.; Sekigushi, K.; Osagawara, H.; Kan€k Synthesid985 224.
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Une faible sensibilité au groupementd® R, et observé confirmant la généralité de la

méthode pour des substrats stables en milieu acide.

Utilisation de dérivés d'acide de Meldrum :

Cette deuxieme approche permet d’envisager laheget de composés précurseurs
portant des substituants instables en conditiodesciElle reste toutefois limitée car il est
nécessaire de chauffer dans le toluéne en préséanoe cétone pour observer la formation de
la dioxinone désirée.. La synthéese de dioxinon#&rdmment fonctionnalisées est réalisée en

2 étapes : acylation d’'un acide de meldrum et duveen acylcéten&s¢héma 8R
0 0.0 L
R R, R . e} (o)
2 o Acvclati )Jj;“\ toluéne, reflux, acétone
yclation Ry (o) - M
> R o
o o)< )< !

O O R,

Schéma 83 : Synthése de dioxinones fonctionnaliségmrtir d'acides de Meldrum.

4. 1. 2. Etude méthodologique.

Afin de mettre en place une méthode efficace dethgge d’acylfuranones pour
'obtention d’'analogue de I'épicocconone, une étudéthodologiqgue sur des modéles
moléculaires a alors été engagée. Ainsi, un proogaetope d’addition/cyclisation d’ure

hydroxycétone sur un acylcéténe provenant de Eduve de dioxinones a été réalisé.

4. 1. 2. 1. Essai préliminaire.

~

Le premier essai réalisé a partir de la 3-hydrxyethylbutan-2-one a reflux du
toluene en présence de 1.05 éq de 6-methyl-1,3rdibones et de 2 éq de
diisopropylethylamine (DIEA) a permis d’obtenir peoduit désiré avec 71% de rendement
(Schéma 84

P

o O

o o
° N, @osea)

)J\’/\OH DIEA (2 eq), toluene, reflux | O 71%
'

187 - acetone 188

Schéma 84 : Premier essai de cyclisation par unex@hone en présence d'une base tertiaire.
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Ce premier résultat satisfaisant valide le syntlamylcéténe pour réaliser cette
addition-cyclisation de facon monotope. De plus, spectre RMN tres propre du brut
réactionnel permet d’envisager une trés bonne dsiehéctivité.

Afin d’optimiser le rendement de cette réactiome uvariation des conditions

opératoires a alors été entamée.

4. 1. 2. 2. Influence de la quantité de base mdsaire.

Une variation de la quantité de base introduitdéaenvisagéer@bleau 4. Ainsi, le
méme alcool a été mis en réaction au reflux duetwuen présence d'une quantité

décroissante de base azotée tertiaire (DIEA) €2 €l de dioxinone.

P

(@) O
1.05 e
o NNg ( a)

OH > | O
DIEA (x eq), toluene, reflux

187 188
Dioxinone DIEA (x éQq) Toluene yield
1.05 éq 2 éq 15 mL 71 %
1.05 éq 1éq 15 mL 64 %
1.05 éq 0.5 éq 15 mL 58 %

Tableau 4 : Variation de la quantité de base.

Ce tableau laisse apparaitre que la quantité de jmae un réle déterminant dans le
rendement obtenu en fin de réaction. En effetjlisation de base de Hunig en quantité
stoechiométrique ou sous-stoechiométrique ne pegpaset’atteindre les 71 % de rendement

observés lorsque deux équivalents de base soritoamhdis.
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Cependant, I'analyse RMN du brut réactionnel @xgérience réalisée en condition
sous-stoechiométrique ne laisse pas apparaitredsspsoduits minoritaires observés dans les
autres cas. Ceci laisse donc penser que la quaptithale de base est bien 0.5 équivalent
mais que l'intégralité de la dioxinone n'a pas e &onvertie a cause d’une cinétique trop
diminuée de l'addition de I'alcool sur I'acylcéte(erte de I'acylcéténe?). Une optimisation
de la quantité de dioxinone a alors été envisadi@éedsaugmenter le rendement tout en
gardant la grande chimioselectivité observée lad'essai réalisé avec 0.5 équivalent de
DIEA.

4. 1. 2. 3. Influence de la quantité de dioxin@nécessaire.

Une variation de la quantité de dioxinone a akitsamorcéeT@bleau 5. Ainsi, le
méme alcool a été mis en réaction au reflux duetduen présence d’'une quantité croissante
de dioxinone et de 0.5 éq de DIEA.

P

o o©o
MO (x éq)

OH > | O
DIEA (0.5 eq), toluene, reflux

187 188
Dioxinone (x éq) DIEA Toluene yield
1.05 éq 0.5 éq 15 mL 58 %
1.20 éq 0.5 éq 15 mL 74 %
1.50 éq 0.5 éq 15 mL 87 %
2.00 éq 0.5 éq 15 mL 83 %

Tableau 5 : Variation de la quantité de dioxinone.

Ces essais laissent apparaitre I'importance dguémntité de dioxinone en présence
d’'une quantité sous-stoechiométrique de base. e &ffmeilleur rendement en produg8
ainsi qu’'une absence de produit de départ ont lg&4éreés dans le cas de I'utilisation de 1.5
équivalents de précuseur d'acylcétene (brut réamtbne faisant pas apparaitre de sous-
produit de réaction). A ce stade, un effort sup@étaire d’optimisation en faisant varier la
concentration du milieu réactionnel a été abordée diessayer d’obtenir une conversion

quantitative du substrat de départ.
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4.1. 2. 4. Influence de la concentration du nilu réactionnel.

Une variation de la quantité de solvant a aloésefivisagéeT@bleau §. Ainsi, une
mmole du méme alcool a été mis en réaction auxedlu toluene en présence de 1.5

eéquivalents de dioxinone et de 0.5 éq de DIEA.

P

o O

1 |
(OmmO) MO (15 eq) O o

OH > | O
DIEA (0.5 eq), toluene (x mL), reflux

187 188
Dioxinone DIEA Toluene (x mL) yield
1.5 éq 0.5 éq 5mL 84 %
1.5 éq 0.5 éq 10 mL 88 %
1.5 éq 0.5 éq 15 mL 87 %

Tableau 6 : Variation de la quantité de solvant.

Les données reportées dans ce tableau font appalai faible influence de la
concentration (une concentration plus importantenilieu réactionnel aurait néanmoins pu
étre envisagée), de faibles variations dans lederaents en produit isolé ayant été observées.
Cependant, deux explications peuvent étre mis antasoncernant la non-quantitativité de la
réaction Gchéma 8%

1- Une probable déshydratation de l'alcool en ciowli basique a chaud
pourrait expliquer cette chute de rendement.
2. La libération d'une molécule d'eau a chaud paitirrentrainer une

dégradation de l'acylcéténe par décarboxylatiohaud.

O O o

(6] O
)J\’QOH )J\/ , toluéne, DIEA, reflux

- | [0)
-H,0
A

S
)J\/ OQ % )Cj)\ + o
» — > 2
o perte de I'acylcétene par
décarboxylation

Schéma 85 : Cause probable de non-quantitativitélaeéaction.

Au vues des résultats satisfaisants obtenus peéu@ent (88% de rendement), il n’est

pas necéssaire a ce stade d’empécher la formatau ¢gbar ajout de tamis moléculaire.
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Enfin, la compatibilité de la BNl (base ayant une réactivité similaire a la DIEAtten
étant moins onéreuse -, = 88°C) ainsi que la solvato-dépendance de cétietion a été
étudiée.

4.1.2.5. Influence de la base et du solvaritligé.

L’ a-hydrocétonel87 modele a été mise en réaction dans les conditptisisée en
présence de Bl et de NMP Tableau 7. Dans ce cas, la NMP est choisie car il est connu

gue la DMF se dégrade a chaud en libérant desitgsanbn-négligeable de diméthylamine.

J( 188

o~ o
Q om IS @se T 7
» | ©
187 base (0.5 €q), solvant, reflux
Dioxinone Base Solvant yield

1.5 éq DIEA 0.5 éq Toluéne 10 mL 88 %
1.5 éq EIN 0.5 éq Toluéne 10 mL 83 %
1.5 éq EIN 0.5 éq NMP 10 mL Polymérisation

Tableau 7 : Changement de la base / de la poladitésolvant.

Aux vues de ces résultats, la triethylamine senéide la base de choix pour cette
réaction par rapport au compromis a trouver erdreehdement et le colt de I'expérience
(entrée let2).

L'utilisation de NMP comme solvant a conduit a upelymérisation du milieu
réactionnel laissant envisager une meilleure rééetidans les solvants apolaires. La
fragmentation thermique de la dioxinone se réalisasec une cinétique intéressante vers

100°C, le toluene est donc le candidat idéal peuype de réaction.

4.1. 2. 6. Influence du substrat de départ.

Afin de vérifier la généralité de la méthode mae point, il convient de tester un

substrat de départ supposé moins stable dansheg#ioas réactionnelles. L’hydroxyacétone

a alors été choisie.
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Eneffet, une fois la cyclisation effectuée, lestpns dihydrofunaniques sont beaucoup plus
acides et peuvent conduire a une dégradation audrieore a une polymérisation du produit
désiré Schéma 8%k Une attaque de I'eau libérée sur le cycle fundonee pourrait également

générer de forte dégradation.

P

Protons acides

(@) (@]
(@] MO o (@] o)
OH 5 OH dégradation
EtsN | o H
H
187 188

189 190

Schéma 86 : Comparaison alcool tertiaire / alcoalrpaire. Dégradation possible dans le cas d'alcool
primaire en présence de base a chaud.

La 3-hydroxypropan-2-one a alors été mise en i@aen présence de 1.5 equivalent
de dioxinones a chaud dans le toluene avec respewnt 0.5 et 2 équivalents de

triéthylamine Tableau 8.

K
o MO
—_—

&OH - | o
H EtzN (x éq) H
H

) toluene 100 H
Dioxinone Et:N (x éq) Toluéne Rendement
1.5¢éq 0.5éq 10 mL 58%
1.5 ¢éq 0.5éq 10 mL 88%*
1.5€éq 2 €eq 10 mL dégradation

Tableau 8 : Importance des conditions réactionnellequantité sous-steochiométriques de base nédessa

et de tamis moléculaire.

Le produit désiré est obtenu avec un rendemeB8ée lors de I'utilisation de 0.5 éq
de EgN (entrée J). Ce tableau reporte donc I'importance primordiddela quantité de base
ajoutée dans ce type de réaction. En effet, I'agu® équivalentsefitrée 3 conduit a une
polymérisation du milieu réactionnel, rendue pdssitpar I'acidité des protons
dihydropyraniques. Cependant, seulement 58% deujirdéisiré est isolé. Ainsi, des substrats
tels que les 2-(5H)-furanones) serait plus sersildle’eau libérée dans le processus de

cyclisation.

Cette hypothese a finalement été confirmée apagsut de tamis moléculaire qui a

permis d’augmenter le rendement de la réactiorujasgg% entrée 2.
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4. 1. 3. Application a la synthese d’acylfuranopesir I'obtention

d’analogues de I'épicocconone.

4. 1. 3. 1. Analogues de premiere génération.

Afin de synthétiser des analogues du produit nhtlaenéthodologie mise au
point pour la formation de cycle acylfuranoniquesuee étape a partir di-hydroxycétones

et de dioxinoniques fonctionnalisés a été utilisée.

La principale modification structurale dans ceslama#es de premiere génération est
lite a la partie sud de la molécule. En effet,eifag intéressant d’étudier l'influence du
groupement S-dicétonique présent la chaine polyinsaturée dudytonaturel sur la
fluorescence en synthétisant en premier lieu levé&keprésentant une seule cétoBehgma
87). De plus, la grande chimiothéque d’acides (prodeidépart de la synthese de dioxinones
fonctionnalisées) pourrait représenter un réel @aggndans le cadre de I'étude de la relation
structure-fluorescence en remplacant la chaine iqsAyurée par, aussi bien, un cycle

aromatique, qu’un cycle hétéroaromatique ou biemengu’une chaine aliphatique.

< ]
2 M O
HO Rs 0 Y
e > O R,
Ry Et;N (2eq), toluene, reflux — R,
o Ry R
O
Analogues de premiére génbération / epicocconone

Schéma 87 : Premiére génération — une seule cétemela chaine latérale.

* Synthése des dioxinones:

Les dioxinones ont pu étre préparées selon lesitommgl décrites par le Pr. Sato :
formation de dioxinones a partir d’yhcétoestet-butylique (voir chapitres. 1. 1. 2). Bien
gue connue, il a tout de méme fallu mettre unehgsd efficace et trés générale d’acces aux

[-cétoesters-butyliques.
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Une premiere étape consiste en la formation d’'uid@mie Weinreb a partir des acides
aromatiques ou bien encore des chlorures d’acidesmondants. L’addition d’énolates de
l'acétate det-butyle sur ces amides de Weinreb a permis I'olientles acétoacetates

précurseurs des dioxinones dans les conditiongteiepar la bibliographieSchéma 838

©
i ps
e N O O A0 (36q), (CHy),CO (260) <,
o Ot-Bu >
R™ INTTS R ot-B ' PN
| THF o tBU H,SO4conc. (1€q) R o)
- de0CaT mp

Conditions de Sato

nécessité d'une synthese efficace :

Schéma 88 : Synthése de dioxinones a partir degtoester t-butyliques

Malgré les bons rendements donnés par le Pr. &afus récemment par le Pr.
Blechert**, ce contrdle de la réaction par des quantitésigggcde solvant, d’acides et
d’anhydride acétique n’a pas conduit a de trés bams de conversion. En effet, en solution
concentrée up-cétoestet-butylique portant une partie aromatique n’est mdskde dans le
milieu réactionnel ce qui a mené a une optimisatiea conditions opératoires. Ainsi, aprés
un screening rapide des quantités respectives alguehpartenaire, il est apparu que seule la
guantité d’acide est déterminante. En effet, uop grande concentration en$0, méne a
une déprotection trop rapide de l'ester et inéladent a un plus faible contrdle de la
cyclisation. En ce sens, l'ajout d'une quantitésplimportante d’acétone et d’anhydride
acétigue ont permis d’'obtenir une conversion tottedioxinone sans formation de sous

produits Gchéma 8%

O O Ac,0 (15 éq), (CH3),CO ( 10 éq) J(o

@)
M H,SO, conc. (1éq)
R O 2 4
K > RMO
- H,0O, -isobutene

Schéma 89 : Condition optimisée de formation dexdimnes.

Les dioxinones ont finalement pu étre synthétiséesxme prévu en condition
deshydratante avec de rendements moyens a exsell@int dioxinones portant différentes

fonctions (alkyle, aryle) ont pu étre synthétispascette méthodd ébleau 9.

144 Gebauer, J.; Blechert, $. Org. Chem2006 71, 20212025
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LDA, THF, -78C <

Yo

o

o}

Li

o o “ L
S S, Sy e SA, e
191-200 201-210 211-220
-R Amide de Weinreb [F-cétoester Dioxinones
-Phenyl 98%191 99%201 64%211
2-Furyl 94%192 94%202 64%212
-C/Hss 86%193 91%203 71%213
2-Naphtyl 92%194 96%204 50%214
-Benzyl 91%195 90%205 59%215
-p-diméthylaminophenyl 789%96 96%206 71%216
-méthoxy
is@thoxy)phényl 72%197 74%207 97%217
-0-methoxyphenyl 709498 (ester) 69%208 54%218
-p-methoxyphenyl 959499 98%209 57%219
-p-nitrophényl 969200 85%210 69%220

Tableau 9 : Tableau récapitulatif de rendementsdiexinones.

Les dioxinones ont ainsi été synthétisées aveaatetements globaux allant de 50 a

62% . Les meilleurs rendements sont observés psurdmposé®13 (71%) et217 (97%). |l

est intéressant de noter que ce sont leurs dsheryliques 203 et 207) qui se sont avérés
étre les plus solubles dans les conditions réaotibes. Ceci confirme ainsi le réle

prépondérant que joue la solubilité des esters tmyclisation (observation faite lors de

I'optimisation).

Apres la synthése de I'ensemble de ces dioxineas,le composg12 s’est montré

peu stable a température ambiante (furyl), la itétalyant pu étre purifiée sur gel de silice.

Ceci permet encore une fois de mettre en exergpkisameilleure stabilité des dioxinones en

comparaison des dérivés acides de Meldrum corresmos
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Enfin, le faible rendement global dans le cas derlethoxyphényl est du a la méthode

de synthese : passage par un ester méthylique einpamide de Weinrel®¢héma 90

O

);,2
LDA, THF, -78T <
Py
- 0 L
o9 - ~o o o
o o o AC,0, (CH3),CO
OMe > - )
THF, -78C /OK H,S0, conc.
198 208 218
69% 54%

Schéma 90 : Synthése de la dioxinone o-methoxy 218.

Comme attendu, I'addition de I'énolate de I'estbutylique sur I'ester benzoiqu®8
conduit a un rendement inférieur de 69%. Ceci eglliqué par la faible stabilité de
lintermédiaire tétraédrique présent apres additiam énolate sur un ester, libéramtsitu le
[-cétoester pouvant étre déprotonéaeet donc consommer un équivalent de I'énolate de

'acétate de-butyle.

Apres 'obtention des premieres dioxinones fonutalisées, la synthese d’analogues

de I'épicocconone a pu alors étre entameée.

* Synthése des analogues de premiére génération :

Une difficulté supplémentaire est présente damssede cet alcool de départ. En effet,
la formation de deux régioisomeéres furanoniquesraiuétre observée par la présence de
deux cétones en positian de l'alcool. Le but de cette partie est donc dkdea la voie

synthétique en étudiant la possible possible rétpotivité de la réaction.

Un premier essai de formation du cycle acylfuramoa a été réalisé en suivant les
conditions préalablement optimisées sua-tydroxydicétonell2 (sur un mélange de
diastéréoisomeéres) et en utilisant la dioxin@dé a reflux du toluene et en présence de 0,5
équivalent d'E4N (Schéma 9L
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Hom Et;N (0.5 éq), toluéne, :ﬂlux
(e} /k

o O

112 (1.5 éq)
©)\/go

Schéma 91 : Synthése d'analogues de I'analogue pti§ue en position sud.

Dans ces conditions optimisées (0.5éq deNEtaucune trace de furanone n’est
observée. La conjugaison avec I'oxygene dihydrapgeee (donneur) semble donc diminuer
I'électrophilie des cétonemnentrainant une mauvaise cyclisation de type Knosyein
(Schéma 92- I'effet donneur diminue I'électrophilie des céés). Cependant, aucune trace

de -cétoester correspondant au produit d’additiorialedol sur I'acylcétene n’a été isolée.

o
o o o} Q
Hoj)\:'i\/?\ Hom Hom Hom
D - ———
o 9 0 o

Densité électronique plus importante sur les deux cétones

Schéma 92 : Les 3 formes mésomeres de l'alcooilaieet 112.

Cette réactivité différente a donc conduit a unavetle optimisation des conditions
réactionnelles sur ce type de substrats portantéesies moins réactives. Ainsi, 'utilisation
de deux équivalents d’gM a reflux du toluene permet de générer de fac@amupative et non
partielle (comme c’est le cas lors d’'une utilisat@atalytique de la base) I'énolate, conduisant
au produit désiré avec un rendement de 68ehéma 93

O

EtzN (2 éq), toluéne, reflux
(0] )(

O

112 Q (15¢q)
@)\/&O

Schéma 93 : Synthése de 'analogue 221 en utilisalgux équivalents de EiN.

De facon surprenante, aucune trace du mauvai®siégiére n'est observée. La

cyclisation de type Knoevenagel semble étre cobdrelr la cétone située en position « sud ».
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Aucune certitude concernant les raisons de cégj@selectivité étant acquise, une
premiere hypothése pourrait néanmoins étre formuléee contrainte stérique déplacerait
I'équilibre vers la formation du produit de cycligam en position para de I'éther d’énol

intracyclique Schéma 94

Et3N (2 €q), toluéne, reflux

-(CH3),CO o o

(1.5 éq)
wo
contrainte stérique
o ; 1
—_— ™ Om — ‘
%)

(@)

i produit minoritaire !

-H,0 -H,0

60%

0%
Schéma 94 : Une contrainte stérique contrdleraitriggiosélectivité.

Il faut souligner que la faible différence énergéé entre les deux cétones (2.3 ppm
d’écart en RMN"C/ position sud : 197,5 ppm et position nord 1356h) ne permettrait pas,
a elle seule, d’expliquer la chimioselectivité teteencontrée.

A partir des alcoolsl12 et 164, 12 analogues de I'épicocconone ont alors été
synthétisés par la formation d’'un cycle furanonicgre une étape donnant acces a une
premiére lignée de nouveaux pro-fluorophores. Gepu étre obtenu par l'utilisation des
dioxinones211a220préparées précedemmenableau 14..
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(0]
Hole EtzN (2 éq), toluene, reﬂ»ux o O/ Ze R
o R, o><o o Re
(1.5éq) 3 o
RSMO A
Entrée -R; -R, -R3 Rendement Al Rendement B

1 -CH; -H -Phenyl 709R221* 0% 222
2 -CH; -H 2-Furyl 90%223 0% 224
25%225 30%226

3 Che H “CrHis (conversion)
4 -CH; -H 2-Naphtyl 629R227* 0% 228
5 -CH; -H -Benzyl 30%229 0% 230
6 -CHs -H -p-diméthylaminophenyl 15931 0% 232

i i -p-methoxy- 0 0

! Che H | pistethyleneglycolphenyf  1°%0233 0%234
8 -CH; -H -0-methoxyphenyl 279835 0% 236
9 -CHs -H -0-hydroxyphenyl 859237 0% 238
10 -CH -H -p-methoxyphenyl 669239 0%230
11 -CH -H -p-nitrophényl 549241 0% 242
12* -CHs -CHs -p-methoxyphenyl 869R243* 0% 244

Tableau 10 : Synthése des analogues de premiér&ggion (* réalisé en présence de tamis moléculaire).

Une grande variété de groupenment a pu ainsiiétreduite en B avec une tres
importante chimioselectivité sur la cétone sud.sCiaiguement dans le cas de I'introduction
d'une chaine aliphatigue (moins encombrante) quéo 3u mauvais régioisomere de
cyclisation est observéEftrée 3). Ceci semble donc confirmer I'hypothése évoquée
précedemment dans le cas de substituant aromatlguehimioselectivité sur la cétone sud

serait engendrée par la contrainte stérique lota dgclisation.

Les rendements obtenus sont corrects dans lait@ajes cas, sauf pour les composés

tres polaires qui rendent la purification de ceud#ficiles (entrée231et233).

De plus, un facteur déterminant n'a pas été priscempte lors de ces essais
préliminaires de cyclisation : la forte dépendardcd'eau de cette réaction. En effet, le
probleme de libération d’eau dans le milieu n’a ié@ntifié qu’'a posteriori de ces études
préliminaires et l'utilisation de tamis molécula4eA n’'a été réalisé qu’a partir du composé
243 Un gain non-néglieable est ainsi obtenu car lrapmsé243 est isolé avec un rendement
de 86%.
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Il faut souligner que le compos@&hydroxyphényl 237 provient du composé®-
methoxyphényl235 aprés déprotection de I'éther méthylique en présate 10 équivalent
AICl3 a reflux du dichlorométhane. Les 85 % isolés meténsi en avant la grande stabilité

des analogues en milieu acide.

Enfin, la nécessité d’'une évaluation rapide desprétés de fluorescence sur de
nombreux analogues a conduit a des essais prélesnae cyclisation sur de faibles
guantités (0.05 mmol — 10 mg d’alcool) menant solément de seulement quelques mg de
composé finaux (validé par spectrométrie de masB *H). De ce fait, la caractérisation
compléte de certains analogues (cas des com@Ze2%instable, et231) n'a pu étre

réalisée par manque de matiere.

« Détermination du diastéréoisomere majoritaire didation.

La séparation du diastéréoisomére majoritaire a€fpe effectuée sur le compose
naphtylique227. En effet, c’est dans ce cas que la séparatiorgsude silice est la plus

« aisée ». Une expérience a éteé réalisée sur langelnitial de diastéroisomeres 75:25.

Lors de la premiere purification, I'intégralité dquroduit formé a été isolée et les
déplacements chimiques caractéristiques en RMINu diastéréoisomére majoritaire ont pu
étre identifiés.

Une deuxiéme purification a permis d’isoler 1.5 ohg deuxieme produit qui s’est
avéré étre le diastéréoisomére majoritaire. Unetallisation de ce diastéréoisomere a
finalement pu étre obtenue par un mélange acé@tieyte/cyclohexane (1/10) sous lent flux
d’azote (évaporation sur 4 jours). Il faut souligtienportance de la cristallisation sous lent
flux d’azote afin d’éviter toute possible ouvertute cycle dihydropyranique par 'humidité
ambiante. Les monocristaux récupérés ont finalernentluit & une structure aux rayons X
confirmant I'anti-oxydation vis-a-vis du méthylehgidropyranique lors de la réaction de

désaromatisation oxydant8ghéma 9h

Ceci vient donc apporter un argument de poidhiygpbthése mécanistique formulée
précédemment, a savoir, un transfert de chiralit@ngue distancecf transfert) est observé
lors de I'oxydation (en anti du méthyle dihydropyique) lorsque le premier groupement

MOM (en positio nord) est déprotégé.
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majoritaire minoritaire majoritaire minoritaire

o

o
HO™ e . HO™ e EtzN (2 éq), toluéne, reflux
(6]

a
112

M(l-5éQ)
e )

3

Solubilisation par un mélange 1:10
AcOEt:Cyclohexane puis évaporation du solvant
sous lent flux d'azote (4 jours)

— produit monodéprotégé . .
présent sur la molécule:

relation cis des deux méthyls
anti-oxydation

- TH, .

anti-oxydation

Schéma 95 : Détermination du diastéréoisomere magore par structure aux rayons X.

» Evaluation des propriétés spectrales des analaipeemiére génération:

L'étude des propriétés de fluorescence des comspesésolution a alors été
débutée au sein de notre laboratoire. Pour ce, faifeutylamine a été utilisée comme mime

de protéinesgchéma 9%

JH.
(0] O| N/\/\
0o o “ONH, o 7 OH
O - O
= Solvant, TC =
R R
(0] (0]
Analogues pro-fluorescent de premiére génération Enamine fluorescente

Schéma 96 : Test comparatif de fluorescence / aéition de butylamine

Ces composés se caractérisant par la formationedénamine fluorescente en
présence de protéines, il convient d'étudier leorihiscence de ces composés a chaque
maximum de longueurs d’'ondes d’excitation. Ainsi,fluorescence de la molécule native

ainsi que la fluorescence de I'adduit énaminigé¢caéalisée.
Une variation de la fluorescence en fonction duasu utilisé a été observée. En effet,

c’est dans les solvants trés apolaires qu’un sigiggiificatif a été distingué (Dans I'eau une

exctinction quasi-compléte de la fuorescence dsnoie).
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Cette observation vient confirmer les résultatdlderescence de I'épicocconone. En
effet, il a été prouvé que I'ajout de SDS permetiaia molécule naturelle de s’insérer dans
les miscelles formées par le détergent (« envinoreme¢ hydrophobe ») et d’augmenter de
facon significative la fluorescence observée enpamaison au milieu aqueux. De ce fait,
c’est I'acétonitrile qui a été sélectionnée afinldenir une résolution optimale pour comparer
rapidement les différents analogues synthétiségufe 30). Les analogues de premiére
génération ont donc été placés en solution damgtbaitrile (54 umol.L}) avec ou sans
butylamine (10 éq 540 pmol. Sur laFigure 30, seuls les spectres d'absorption de
'analogue 239 sont representés car I'ensemble des analoguesnpegtales courbes tres

similaires (maximum d’absorption et allure tresgbre).

Analogue 239 (54 pmol.L '1) Bilan UV CH ;CN

0,9
Aex; = 350 nm 5
|=0.80
0,8 Aex; = 306 nm ol’ / o ]
1=0,70 Aek, = 360 nm -
0,7 =066 Aex; = 451 nm o O ) ]

N TN AN | o
4 S | WA W e el
o | LA

Absorbance

250 350 450 550 650
A (nm)

Figure 30 : Profil UV de I'analogue p-methoxyphénglvec et sans butylamine

Deux spectres d’absorbance sont ainsi observésl’lpoalogue239 en fonction de la
présenceRigure 30, courbe mauve) ou de I'absence de butylanfigufe 30, courbe noire).
Ceux-ci correspondent respectivement aux spected&®damine (formation quantitative et
instantanée) ou de la molécule native. Un effeltdctirome est alors observé en présence de
BuNH; et deux maximas sont observés pour chaque courbe :

Absorption sans butylamine (molécule nativigx; :308 nm ehex, : 360 nm.

Absorption avec butylamine (€namine)ex; :350 nm ehex; : 451 nm.
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La fluorescence de la forme native et de la foém&minique ont été alors été évaluées
pour chague maximum d’excitatioRigure 31).

Analogue 239 (54 pmol.L '1) Fluorescence ( Aex = 306 et 360 nm ) sans BuNH , CH;CN
Aem, = 500 nm
25 F=19
Aex, = 360 nm
20
8 /’\
c 15 A
. ﬂr \k
3
5 10 Aem; =500 n
T
5
0 amaa ‘
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
A (nm)
Analogue 239 (54 umoI.L'l) Fluorescence ( Aex: 350 et 451 nm) avec BuNH , CH;CN
300
Aem, =587 nm
I = 243
250 Aex, =451 nm O,H\N/\/\
200 ,/A/_\\ —
()
[S]
c
@ —
3 150 Aem, =587 n
5 lg =219
,_—f Aex; =350 nm
100
50
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Figure 31 : Profil Fluo de I'analogue p-méthoxyphém 239 avec ou sans butylamine

Tout d’abord, une faible émission de fluorescefiee= 15 a 19,courbe bleugsde
'analogue239 natif est observée avec une intensité maximal@Oandn apres excitation aussi
bien a 306 ou 360 nm. A noter que pour I'ensemlele ahalogues, la fluorescence la plus
forte découle toujours de la longueur d’onde d’'&tmn la plus importante.
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L’ajout de butylamine conduit & une augmentationptiénomene de fluorescence (I
= 219 ou 243, courbes mauves) aprés excitatiorDao85451 nm. Un effet bathochrome est
alors observé avec une émission de fluorescenténdenine & 587 nm. Ceci représente donc
un déplacement de stockes de 237 et 136 nm regpmetnt. Une faible différence de

fluorescence est d'ailleurs observée en fonctioladengueur d’'onde sélectionnée.

Un point négatif est toutefois observé sur cetaguee : comme pour I'épicocconone,
une bande d’émission trés large d’environ 200 nioletenue. Elle découle du nombre d’état

vibrationnel au niveau énergétiqueed est liée a la structure méme du noyau fluorgsce

RESUME :1- Le marquage par une amine a donc @idéven solution par la création
guantitative d’'une liaison covalente entre la banyine (utilisation de
butylamine comme mime de protéines) et l'analogue memiere

génération.

2- La molécule native est faibkent fluorescente alors que l'adduit
énaminique est fluorescent (la fluorescence énaisie toutefois modeste).

3- Un effet bathochrome est obseaussi bien sur le spectre d’absorbance

gue sur le spectre de fluorescence (environ 100 nm)

4 - Un stokes’ shift de 130 87 2ym, supérieur celui de I'épicocconone (97 et

224nm), est obtenu.

Comme évoqué précédemment, les composés de peegérération (d@21 a 243
ont des spectres d’absorption tres proches. De fgusnt la particularité d’émettre dans les
mémes gammes de longueurs d’'ondes et ont un piefiluorescence (forme de la courbe)
identique. Afin de comparer qualitativement et deoh rapide l'intensité de fluorescence en
fonction des variations structurales réaliséescegr analogues de premiére génération, une
simple lecture de lintensité de fluorescence ddiasétonitrile est réalisée (a une
concentration identique de §0mol.L™"). Ces résultats sont reportés dansaldeau 11et

comparé aux valeurs obtenues pour I'épicocconone.
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Analogue Molécule native _ Enamine _
AUV (nm) | AMfluo (nm) | Intensité | AUV (nm) | Afluo (nm) | A Stockes| Intensité
221 313/372 510 58 351/472 585 113 98
223 311/369 507 442 352/465 593 128 193
225 309/370 499 31 350/466 582 116 81
227 298/357 512 48 351/464 570 106 173
229 319/376 505 65 351/473 585 112 92
231 325/360 435 8 354/433 570 141 5
233 307/364 523 9 349/453 590 137 120
235 326/370 504 5 351/469 589 120 147
237 324/368 508 1 350/463 597 134
______

241 305/380 347/489
243 308/361 501 26 354/460 590 130 155

Epicocconone|  308/384 562 160 385/512 609 97 3950

Tableau 11 : Fluorescence des analogues seuls statelogues en présence de butylamine a 50 pmbl.L

Les modifications structurales effectuées surdei@ sud de la molécule n'ont donc
pas conduit a une amélioration vraiment représeetate la fluorescence des composeés de
premiere génération (aucuns composés ne dépasSénturdtés de fluorescence). Les
composés ayant montrés la meilleure fluorescende eteilleur Stokes’ shift (environ 130
nm) sont les composés portant un groupement dorsugde cycle aromatiqu23 — furyl/
239 - p-methoxyphényl). lIs restent cependant plus de diix ihférieurs a I'épicoccononex(l
= 3950). Enfin, une différence majeure est obserageniveau des longueurs d’ondes
maximales d’absorption, I'épiccoconone absorbanésapddition de la bulyamine a 512 nm
(effet bathochrome de 79 a 40 nm).

Une faible fluorescence est observée pour les osagpportant des substituants trés
donneurs. C’est le cas pour les analogues de gygienéthylaniline231 ou o-phénol 237.
Cette faible fluorescence est également obserggudrn groupement fortement attracteur tel
gue lep-nitro 241 Ceci pourrait étre expliqué par un phénomeénerdestert d’électron
photoinduit (PET). En effet, le Pr. Burgess a mémjue la substitution de Bodipy avec des
groupements tres donneur ou trés attracteurs penivaionduire a des extinctions de
flurorescence par la capacité de tels substituardenner ou accepter des électfoh&ia
leur HOMO ou LUMO). Ainsi,

nitrophényl sur le cceur de l'analogue a pu conddaas notre cas a une exctinction de

lintroduction d’'un grqaement diméthylaniline ou p-

fluorescence par un mécanisme similakg(re 32).

(145) Loudet, A. ; Burgess, KChem. Rev2007, 107, 4891-4932.
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Figure 32 : Les groupements donneurs provoquent winction par PET reductif — Les groupements
attracteurs provoquent une extinction de fluoresaenpar PET oxydatif.

Aux vues de I'écart important en intensité de faszence avec I'épicocconone, il
semble donc déterminant d’introduire yBelicétone sur la partie sud de la molécule (seule

différence structurale majeure). Ceci conduira axlogues de deuxieme génération.
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4. 1. 3. 2. Analogues de deuxiéme génération.

L’introduction d’un motif S~cétoester sur la position sud des analogues seppos
présence d'un groupement cétone supplémentairée squelette de la dioxinon&¢héma
99).

0 (0]
O Z) J( HO.
o R, oho
Ry
=3 N
i/\bi\/k& > RQMO o R
R3

Analogues de premiere génération Analogues de deuxiéme génération

Schéma 97 Comparaison structurale des analogues de premigreeuxieme génération.

L’introduction d’un groupement Rsur la partie sud de la molécule a également été
engagée afin de stabiliser facétoénol en évitant une libre rotation trop impaté (connue

pour étre source de désexcitation non-radiativiéti excité).

» Synthése des dioxinones

L’'optimisation de la réaction d’acylation de la tnddioxinone a été réalisée sur
'amide de Weinreb provenant de l'acide benzoigA@si, aprés déprotonation de la
dioxinone181 (formation d’'un énolate de lithiu45 rouge brique caractéristique), I'énolate

correspondant a été additionné sur I'amide de V@bit®1a -78°C.

o o
N
Mo
LDA, THF, -78C 245
oj(o
0 N‘\OL' /Q
i 1. (COCl),, CH,Cl,, reflux \ ' o o o
y 7 L S
R™ OH EtsN, HN(Me)OMe, CH,Cl, ©)kN\ THF/,\-78°Ce‘1TA Q)Mo
191 246

Schéma 98 : Pas d’addition d’énolates de méthyldinmnes sur 'amide de Weinreb 191.
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Malgré différents essais, aucune trace de pratiadylation246 n’est isolée. En effet,
'énolate 1-4 ne semble pas suffisamment dur pdfiecteier une addition sur un amide de
Weinreb.

La mise en réaction d’analogues synthétiques dades de Weinreb que sont les
chlorures d’acides a alors été envisagée. Cepeltidaligation de tels composés suppose une
limitation de rendement. En effet, seul 50% de cosépdevrait étre obtenu dans le meilleur
des cas par utilisation de 1 éq d’énol&ehiéma 99 En effet, les méthyldioxinones acylées
de type246 présente deux protons acides qui peuvent eux-n@&@needéprotonés par un
énolate de lithium. Finalement, malgré I'utilisatide 2 équivalents d’énolate, seul 47% de

produit désiré est isolé.

)'iii (26q)
O

LDA, THF, -78C 245

@i e
°
0 MCU ys o oo

o o 0 énolate N
Cl N o T > 0]
THF, -78C a TA

246
47%

Schéma 99 : Acylation des dioxinones par utilisatide chlorure d'acide.

Dans un second temps, un groupementRMe devrant permettre de stabiliser les
analogues dicétoniques a été inséré sur le mat¥irine. Ceci a pu étre réalisé en milieu
basique par addition de I'énola2d5 sur de l'iodure de méthyle (Mel) avec un rendentent
100 % Schéma 10p

O O (6] o (e} (6]
X K,CO5 acétone X
o 2003, - o
Mel
246 247

100%

Schéma 100 : Synthése de la dioxinone méthylée 247.

A partir de ces dioxinones, la synthése d’analegiesI’épicocconone présentanide

cétoénol sur la position sud a ainsi pu étre ergjagé
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* Synthése des analogues de deuxiéme génération :

La mise en réaction des compos¥ss n'a pas permis I'obtention des composés
désirés dans les mémes conditions réactionnellepiacédemmensthéma 101

o

Hom Et;N (2 éq), toluéne, reﬂ:x
(6] J(

164 0 0 0 (15¢q)
NS0

246

EtsN (2 éq), toluéne, reflux

traces

Schéma 101 : Forte dégradation des dioxinones diasscondition réactionnelles — Faible conversior d

I'alcool de départ.

Dans ces conditions réactionnelles, aucune tracenauvais analogue®9 n'a été
détecté et tres peu d’analog248 (2 mg) a pu étre isolé. Il est important de noiee malgré
ce faible rendement, le spectre RMIN du brut réactionnel fait état de la non-conversie
I'alcool de départ et de la disparition de la dimtie246. De plus, une forte dégradation du
milieu réactionnel est observée ainsi qu'un produijoritaire 250a issu de la
décarboxylation de la dioxinone est obser8éhgma 10P La décarboxylation menant au
composé250apeut étre expliquée par la présence d’eau damslieu réactionnel aprés les
premieres traces de formation du composé dediéle produit de décarboylation n’ayant pu
étre isolé en série phényl, il sera décrit en gereethoxy2500)..

)( OH O

o o o OH Ojl O
o) !
X traces d'eau S ™ A
X . e o | — + CO,

Schéma 102 : Décarboxylation de I'acycéténe provarde la dioxinone 246.

Un nouvel essai a été réalisé en présence de taoléculaire. Cependant, aucune
améelioration en termes de conversion n’a été oBselihsemble donc que la dioxino246 ne
soit pas stable a chaud dans le toluene et queooetitions conduisent a sa forte dégradation.
De plus, un bilan similaire a été obtenu lors denise en réaction de la dioxinone méthylée
247.
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A ce stade, une protection de la cétone présemtia gioxinone sous forme d’éther
d’énol silylée a donc été décidée afin d’étudien smpact sur la stabilité de I'acylcétene
intermédiaire. L'utilisation de chlorure de t-butiyhéthylsilyle (TBDMSCI) n'ayant pas
conduit a I'éther d’énol désiré, cette protectiopwaétre réalisée en présence d’'un exces de
triméthylamine par ajout de triflate débutyldiméthylsilyle (TBDMSOLtf) dans le
dichlorométhane §chéma 103 Cependant, la faible stabilité de I'éther d’érmilylé
correspondant a rendu difficile sa conservatiopiol&ction totale a température ambiante au
bout de 4h). Les dioxinones silylés ont donc étgesiien réaction rapidement apres formation

et filtration rapide sur gel de silice.

L P

O O O TBDMSO O O

CH,CI, EtzN
N o 2-l2, Elg - X o
TBDMSOtf

246 251

82%
Schéma 103 : Protection de la cétone présente autibxinone 246 sous forme d’'éther d’énol silylé.
Un essai de cyclisation sur l'alcodb4 a alors pu étre mis en oeuvre dans les
conditions réactionnelles classiques en présentantis moléculaire. L’analogue dicétonique

a alors été isolé avec un rendement de 39&khéma 101

(0] EtsN (2 éq), toluéne,
HO tamis moléculaire, reflux .
=~ 0 >
(0]
164 TBDMSO O 'O (1.5¢éq)
249
NN
(@)

39% 0%
251
Schéma 104 : L'utilisation d’'une dioxinone protégdmrmet d’augmenter le rendement en analogue 248.

L'utilisation de la dioxinone silylé@51 a donc permis d’augmenter la conversion en
analogue dicétonique48 Ceci confirme la meilleure stabilité de I'acylegé correspondant
lorsque la cétone présente sur ce type de dioxieehprotégée. Malgré ce meilleur résultat,
le rendement en composé deésiré reste faible etlbgne souffre d’'une désilylation dans les
conditions opératoires car seul le produit déprdtégt isolé. Une déprotection similaire
partielle des dioxinones a chaud pourrait doncigupt ces faibles rendements.

Enfin, aucunes traces de comp@48 est détectée. Une chimioselectivité tres forte sur

la cétone « sud » est donc également observéeierd&tonique.
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Afin d’augmenter le rendement de la réaction, onogification de la nature de I'éther
d’énol a été engagée. En ce sens, la protectios feome d’éther d’énol méthylique a été
réalisée (obtention du mélange de C et O alkyafianutilisation de dimétylsulfate (&O,)
en présence de carbonate de potassiupC@¥) dans l'acétone. Cependant, la mise en
réaction de cette dioxinone dans les conditiongti@aelles classique de synthese des
analogues n'a pas permis d'isoler le produit dé¢Béhéma 10h En effet, une forte

dégradation du milieu réactionnel est alors observé

O (o) (0]
™ o K,CO3 acétone
Me,SO,4
246 50% (mélange de C- et O- alkylation)
OMe O (0]
Wo
o L5 65) 252
5 éq
HO e > Dégradation
o Etz;N (2 éq), toluene, reflux

164

Schéma 105 : L'utilisation de dioxinones protégéssus forme d’éther d’énol méthyliques conduit a ufaete
dégradation du milieu réactionnel.

Aux vues de ces résultats, et afin de compareideapent linfluence sur la
fluorescence d’une variation structurale en présetigcnef-dicétone sur la position « sud »
des analogues, quatre dioxinones ont été synthétig€ de type éther d’énol dont deux
présentent un méthyle entre le motif dioxinoneatdtone masquédableau 13.

J( /k TBDMSO o/%

MO( ? RWO TBDMSOtf RWO
LDA, THF, -78C 245 KZCOsM 2Icétone — 253 ot 257
o” o
o Mou /Q TBDMSO o/ko
Py o) o) CH,Cl, EtsN PR
R N RWO TBDMSOtf R
THF, -78CaTA 246 et 254 251 et 256
-R Dioxinone Dioxinone (Me) D|0_X|n,one [?'02('”0“9
silylee silylee (Me)
-phényl 47%246 81%247 81%251 61%253
-p-méthoxyphényl 419854 100%255 82%256 62%257

Tableau 12 : Tableau de rendement en dioxinonestpgees.
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Cette méthode conduit donc a I'obtention des diomes sous forme d’éther d’énol
silylé avec ou sans le méthyle entre les futursdicarbonyle avec des rendements globaux
allant de 23 a 38% (respectivement deux et trapes). Ce faible rendement global est
principalement dd a la faible conversion en prodigcylation de I'énolate de la méthyl
dioxinone 245 (inférieur a 50 %). Enfin, les enols silylés ontntré une certaine sensibilité
sur gel de silice conduisant a des rendements mesindalgré une conversion compléte sur

RMN du brut réactionnel.

A partir de ces quatres dioxinones, cinq analogigeBépicocconone présentantfa

dicétone en position sud ont pu étre synthétisés.

Hoj/fo;i\/i EtzsN (2 éq), toluéne, reﬂ»ux
R, J(
© 164 R 1BDMSO 0" o (1.5 éq)

Rs N o)

R4

R; R, R3 R4 C
-H -Me $-méthoxyphényl -H 129R858*
-Me -Me p-méthoxyphényl -H 159259
-Me -Me p-méthoxyphényl -Me 259260
-Me -Me -phényl -H 399248
-Me -Me -phényl -Me 299261

Tableau 13 : Tableau de rendement des analoguegtdiciques C. (*réalisé sans tamis moléculaire).

Tout d’abord, leTableau 13 reporte une conversion assez faible en analogues
dicétoniques (rendements isolé inférieur a 40%pe@dant, seuls certains de ces analogues
ont été synthétisés en présence de tamis moléeukansi, les composéxb8et259 devraient
conduire a des rendements supérieurs en cas shfitlh de desséchant. Ensuite, une
différence majeure en RMN entre les composés substpar un méthyRe0 et 261) et les
autres 258 259 249 a été observée. En effet, dans le cas gle Re, la molécule n’adopte

pas une forme cétoénolique mais dicétonidtigure 33).

(e}
pas d'encombrement O

O Z)
O
O =
HO —
6 2\
O \
Rs Rs encombrement stérique
Pas de substitution de la dicétone : forme cétoénol L'encombrement stérique empeche la formation La forme dicétonique permet la libre rotation et
de la forme cétoénolique. diminue ainsi les contraintes stériques

Figure 33 : Différence structurale induite par langsence d’'un méthyle entre les deux cétones.
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Il semblerait que la présence d'un méthyl entrel)8-dicarbonyle induise une
contrainte stérique plus importante endes cétones en position «sud » empéchant la
formation de la forme cétoénolique. De ce fait, imybridation sp du carbone portant le
méthyl réduirait d’autant les tensions et pourexipliquer un comportement différent de ces

analogues dicétoniques (plus proches des analaigueemieres génération).

Enfin, et dans le cadre de la thése d’Agathe Bmdaune optimisation de la réaction
est cours avec notamment une variation du groupepretecteur de la cétone. En effet, la

stabilité des éthers d’énol silylés présents suditinone semble étre le véritable talon

d’Achille de la méthode.

» Evaluation des propriétés spectrales des analaipeemiére génération:

De facon similaire aux analogues de premiere @géin@r, c’est la butylamine qui a été
choisie comme mime de protéines pour les évalustide fluorescence des analogues
dicétoniques dans I'acétonitrile. Un premier esséié effectué avec le composé cétoénolique
248 (Figure 34). Ainsi, cet analogue a été placé en solution dfanétonitrile (54pumol.L™)

avec ou sans butylamine (30éq 5.4 mnid).L

Analogue 248 (54 umol.L ) Bilan UV CH 3CN

3
épicocconone
2,5
Aex, =510 nm
2 Aex,=410nm =180

Aex,, = 360 nm | = 1,64 /’\
1,5 1=137 /-\ —
O O/OH
1 \ /y \ / \ o N>

Absorbance

250 350 450 550 650 750
A (nm)

Figure 34 : Profil UV de l'analogue 248 avec et sstbutylamine & 54 umol.t.
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Deux spectres d’absorbance sont obtenus pourldgna 248 en fonction de la
présence Kigure 35, courbe mauve ou de l'absence F{gure 34, courbe noire) de
butylamine. Celles-ci correspondent respectivensmnt spectres de I'énamine (formation
quantitative) ou de la molécule native. Comme ptéo@ment, les courbes obtenues pour
I'analogue 248 sont représentatives des autres analogues adaptantorme cétoénolique
(composé59, 258 et épicocconone). En effet, pour les analog@B et 261, des profils
d’absorbance et de fluorescence proche des analagueremiere génération sont obtenus). Il
est également intéressant de remarquer que langeesge deux méthyles au pied de
I'oxygéne semble ralentir I'addition de BuNldt de ce fait, 30 éq sont nécessaires pour que la
conversion soit rapide (< 1 minute) et quantitativa effet bathochrome est alors observé en
présence de BuNHt deux maximas sont observés pour chaque courbe :

Sans butylamine (molécule native)ex; :305 nm ehex, : 410 nm.

Avec butylamine (énaminepex; : 360 nm ehex, : 510 nm.

Un spectre d’absorption plus en accord avec a#uiépicocconone est obtenu (voir
I'allure surFigure 35). En effet, dans le cas de composé cétoénoligaebande majoritaire
est observée a 410 nm pour la molécule native (MB8Qpour I'épicocconone) tandis qu’en
présence de BuNHune bande d’absorption avec un maximum a 510strabdenue (512 nm
pour I'épicocconone). Enfin, une intensité plus aripnte en absorption est observée en
comparaison des analogues de premiére génératiofludrescence de la forme native et de

la forme énaminique ont été alors été évaluées ploague maximum d’excitatiofFigure

35).

Analogue 248 (5,4 umo.L ) Fluorescence ( Aex =305 et 410 nm ) sans BuNH , CH,CN

700
aem, =532 nm

| =508 ‘1 éepicocconone

600 /_\ / m,
500 . f

400 ~

300 e, =531 im
.= 200
200 - /\
100 J
0 \ \ \ \ \
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800
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Analogue 248 (5,4 pmol.L '1) Fluorescence ( Aex : 360 et 510 nm ) avec BuNH , CH;CN

500

épicocconone Aem, = 605 nm
a e = 429

\

400 5‘«‘"‘/ \ /\

300 -
Aem, = 605 nm

- = 234

200 A

100

0 \ \ \ \ \ \ \ \ T
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Figure 35 : Profil de fluorescence de I'analogue 4vec ou sans butylamine a 5.4 pmot.L

A des concentrations similaires aux analogueséﬁfegénération, une saturation du
signal et observé. Ainsi, les mesures pour cesognak de deuxiéme génération ont été
réalisées a 5.4pumol’L Une forte émission de fluorescence 1200 a 598, courbes bleues)
de l'analogue248 sans butylamine est alors observée contrairemert amalogues de
premiére génération et a I'épicocconone. Ainsi, cemposés dicétoniques de deuxieme
génération ne peuvent plus étre considérés comroeflymrophores contrairement a
I'épicocconone (fluorescence native-:d 5 & 1umol.[}). A ce stade, aucune explication ne

peut étre apportée concernant cette difféerencenégtigeable de fluorescence native.

L’ajout de butylamine permettant la formation tnamine conduit dans le cas des
composeés cétoenoliques a une diminution du phénerdenfluorescence par rapport a la
molécule native = 234 ou 429, courbes mauves) apres excitatid@@0a8 510 nm. Un effet
bathochrome est alors observé avec une émissidluatescence de I'’énamine & 605 nm.
Ceci représente donc un déplacement de stocke$5det ®5 nm respectivement. Une grande
différence de fluorescence est dailleurs obsereée fonction de la longueur d’onde
sélectionnée. Cependant, bien que moins fluorespeatla molécule native, cet analogue

dicétonique est beaucoup plus fluorescent quenla®gues de premiére génération.
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RESUME : 1 - LagB-cétoénol joue un role tres important dans la fisoence de ce type de
structure. Ces analogues de deuxieme génératiesi laien natif que sous
forme énaminique étant fortement fluorescents,edbfit de la molécule
naturelle qui est pro-fluorescente.

2 - Un effet bathochrome esterd aussi bien sur le spectre d’absorbance
gue sur le spectre de fluorescence aprés ajoutimeam

3 - Un stockes shift de 95 b 2vn, proche de celui de I'épicocconone, est
obtenu.

Comme précédemment et afin de comparer qualitagme de facon tres rapide
I'intensité de fluorescence en fonction des variadi structurales réalisées sur ces analogues
de deuxieme génération, une simple lecture deehsité de fluorescence dans I'acétonitrile
est réalisée (a des concentrations identiques gemB0.L™). Ces résultats sont reportés dans

le Tableau 14et sont comparés aux valeurs obtenues pour I'épicmne.

Analogue Molécule native _ Enamine _

AUV (nm) | Afluo (nm) | Intensite | AUV (nm) | Afluo (nm) | A Stockes|] Intensité
258 304/414 530 3088 366/497 596 99 3020
259 305/415 524 2727 366/505 603 98 3988
260* 276/384 564 2583 350/498 588 90 264
248 308/414 531 5537 365/512 606 94 4157
261* 322/384 505 2628 351/489 591 102 202
Epicocconone |  308/384 562 160 385/512 609 97 3950

Tableau 14 : Fluorescence des analogues seuls stat@logues en présence de butylamine normalis®a 5
-1
pmol.L-.

La comparaison entre les entrées 1 et 2 (comp2s8xt 259 permet d’idenfier
linfluence de la présence dun méthyle supplémentaau pied de I'oxygéne
dihydropyranique pour les analogues de secondergé@re De facon surprenante, la
présence de ce méthyl sur les analogues dicétaniquauisent une augmentation de
fluorescence de la forme énaminique (passage d@ a03950 d'intensité maximale de
fluorescence). Ceci n‘ayant pas été observé pauatalogues de premiére génération, la
présence de ce second groupement méthyle inddoad une conformation plus bloquée de

I’énamine provenant de I'analog@89.
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Ceci empécherait donen partie sa libre rotation source de desexcitation non-
radiative Gchéma 10h Cependant, malgré cette différence dans I'émisde fluorescence,
les longueurs d’onde d’excitation et d’émissiorvagent que tres peu.

r 1%

O’)H‘N/\/\

'

BuNH,
258 ——>

— Plus de libre rotation de I'¢énamine —

4

Desexcitation non-radiative
— 1 %*
OH N~ >

BuNH,
259 ———

Moins de libre rotation de I'énamine

g

Monis desexcitation non-radiative

Schéma 106 : Desexcitation non-radiative par lilmaation sur I'’énamine 262 (conformation moins bloge).

La comparaison directe de la fluorescence deddgmionone @= 3950 & 50pmol.t)
avec les analogues9 (I = 3988 a 5Qumol.L™Y) et248 (I = 4157 & 5qumol.L'™) montre la
faible influence sur la fluorescence de I'aromagicitué en position sud aprés le cétoénol.
C’est la substitution des analogues entre les détones qui a plus influenceé la fluorescence
de I'énamine. En effet, les énamines provenant actesposés260 et 261 montrent des
propriétés proches des analogues de premiere giénér@eci est a rapprocher d’'une forme
dicétonique observée en RMN Hd dans le CDGldes analogue60 et 261 qui empécherait
la participation de la forme cétoénolique indis@dahs pour une importante fluorescence de

ces COmposes.

Concernant le mécanisme de fluorescence de I'epicmne décrit par le Pr. Karuso
(transfert de charge intramoléculaire ou ICT), é@lgie structurale ainsi que les
caractéristiques physicochimiques des analogueeuldeme génératiol\§, Aem €t intensité
de fluorescence) mettent en évidence la partigpatnportante de la fonction 1,3-dicétone

dans le phénomene d’ICT.
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Les analogues de premiére génération ne compopastce motif 1,3-dicétone
présentent des caractéristiques physicochimiques glbignées du produit natur@ky, Aem)

et une inténsité de fluorescence beaucoup plukefaib

Le mécanisme de type ICT mettant en jeu un sysgmsk-pull entre un groupement
donneur et un groupement accepteur, des équild@eme-énols et imine-énamines peuvent
permettre de délocaliser les électrons entre I#éreintes formes de ces fonctions et créer
ainsi les conditions de transfert de charge. Unamiéme reprenant les informations tirées des
relations structures-fluorescence (importance doérwl) peut donc étre proposé mais les

formes présentes peuvent varier d’un solvant arkeet en fonction du pH.

Ainsi, dans un solvant organique tel que l'acétdai ou nous avons mesuré les
intensités relatives de fluorescen&eliéma 10, nous pouvons envisager qu’un transfert de
proton entre la fonction cétone et 'énamine salpige dans un premier temps, conduisant a
un énol et une imine. Ce transfert de proton pduaseir lieu spontanément ou étre réalisé
suite a I'excitation. Dans ce dernier cas, il agid’'un Transfert de Proton Intramoléculaire
a I'Etat Excité (ESIPT), mécanisme fréequemment oaetr@ en fluorescence. Suite a ce
transfert, I'énol généré en position nord seraigteupe donneur et la fonction cétone en
position sud serait le groupe accepteur, permeltadébut du push-pull et conduisant a une
nouvelle espéce présentant donc deux fonctionsaldm®s en position sud (énols ou énolates)
et deux fonctions acceptrices en position nordofegiet imine, voir iminium). A ce moment,
le moment dipolaire de la molécule serait maximurtedransfert de charge résultant serait

important, d’ou une forte fluorescence.

imine iminium hvem
*
H\?\")/\/\

o | o I o UNTTN
OH

O oH O

—_— ou O
—_—

HO HO

@o H\o HO

A R AR

MMF an |gu_e Début du push-pool

ICT tres fort ICT fort

retour du push-pull

Schéma 107 : Push-pull constant entre les deux éiQues cétoénolique et cétoénaminique dans le LN,

Dans l'eau neutre, Il a été reporté par le Pr.uKarque I'adduit énaminique de
I'épicocconone n’émettait que faiblement. Cependamie forte augmentation de la

fluorescence est observée lorsque cet adduit @sé gin pH acide (pH 2.3).
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Ainsi, a la lumiére de ce premier mécanisme, uxgi@tion de ce phénoméne
pourrait étre proposé&¢héma 108 En effet, les possibilités d’échange de proteacae
solvant en milieu tamponné (neute ou acide) peanettle mieux connaitre la nature de

I'espece intermédiaire présentant le moment dipolai plus fort (responsable de I'ICT).

pH neutre
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hvery(
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iminium hverf
l"i 'ﬂ * H.O A~ * JHL AN
o™ o) pE ) i)
@ O
o} 2 on O OH o ™ o
O _ e O —_— —_—
=l
)
HO—\ Ho— HO HO
HO O
© R o R 4R R
/ ICT plus fort

Début de la cascade 2

Schéma 108 : Push-pull constant entre les deux éiQues cétoénolique et cétoénaminique dans I'eau

Ainsi, en milieu neutre, l'intermédiaire préserntdm moment dipolaire le plus fort
posséde deux accepteurs en position nord (cétandret) et deux donneurs (deux énols) en
position sud. A ce moment, le transfert de chamg@reduisant ne serait pas suffisant pour
observer une bonne fluorescence dans I'eau (Legohénme de fluorescence généré par un
mécanisme de type ICT est connu pour étre forteme@hué lorsque la polarité du solvant

augmente).

Cependant, en milieu acide, I'imine en positiomdhest protonée et conduirait donc a
une augmentation trés importante du moment dipoldér I'intermédiare. Ceci se traduirait
par une augmentation du transfert de charge eesrdoinctions donneuse en position sud
(deux énols) et les fonctions acceptrices en pmosithord (cétone et iminium). Ceci

permetterait alors une émission de fluorescenceipiportante dans I'eau.

Enfin, 'augmentation de la fluorescence aprémliad’'un détergent tel que le SDS a
également été reportée par le Pr. Karuso. Ceciana tt méme sens que notre proposition
mécanistique car, en créant artificiellement unieuilapolaire par la formation miscelle, le
SDS contribue a augmenter de facon synergique feenbdipolaire et donc I'lCT.
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Enfin, La fluorescence des molécules natives &oume explication a travers cette
premiére esquisse de mécanisme. En effet, darsscerm transfert de charge entre un énolate
et un oxonium dihydropyranique induirait une borilu@rescence §chéma 109 De plus,
'absence de libre rotation (ici produit cycliséermettrait d’expliquer la meilleure

fluorescence native de certains composés en compardes formes énaminiques.

hver/
Début de la cascade 1] % o

*
o} / Q
o o o O. X0 O
—_— o R — —_—
= HO
HO \‘) HO
O
o o O R
o /R
/ ICT fort

Début de la cascade 2

Schéma 109 : Mécanisme de fluorescence pour leséruaes natives
En conclusion, un équilibre cétoénolique (sud)regéquilibre cétoénaminique seraient
engagés dans un push-pull conduisant a I'apparitione espece intermédiaire possédant un
fort moment dipolaire. Ce fort moment dipolaire asemlors responsable de la meilleure
fluorescence de ces composés de geuxieme génémaaqgrius, le déclenchement de ce push
pull par I'équilibre cétoénaminique pourrait étre type ESIPT si celui-ci intervient a I'état
excité. Une collaboration avec le Pr. Datta (phgsica Université de Bombay) permettra,

sous peu, d’avoir de plus amples informations sunécanisme de fluorescence.

Enfin, de facon surprenante, les composés suéstpar un méthyle entre les deux
cétones en position sud sont trés fluorescenteraent dans I'acétonitrile. |l semblerait donc
gue dans des solvants plus polaires, la moléculeenadopte une forme cétoénolique. Des
études ultérieures confirmeront probablement celitgervation par RMN du proton dans
I'acétonitrile. Apres évaluation de leurs proprégpectrales par mesures de fluorescence en
solution dans I'acétonitrile, I'application de nasalogues pour la révélation de protéines sur
gel d’électrophorése de type SDS-PAGE a alorsrétisagée.

4. 1. 3. 3. Evaluation des analogues pour la détent de protéines
sur gel d’électrophorese.

Afin de tester nos analogues rapidement, unelmmidion a été engagée avec I'équipe
qui a isolé la molécule naturelle en 2003 et quada base de la compagnie Fluorotechnics®:

le groupe du Pr. Karuso de I'Université de Macarahniversity (Australie).
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La collaboration avec ces deux entités a finaléngenduit a la réalisation des gels
SDS PAGE en utilisant nos analogues de premierdeakieme génération afin des les

comparer a I'’épicocconone.

+ Analogues de premiére génération.

L’ensemble des gels réalisés a été révélé parl5@’'ome solution basique (tampon
borate pH 10.2) d’analogue it.mL™. Ceux-ci ont été comparés a un gel témoin révété p
50 mL d’une solution basique (tampon borate pH Yl6'@picocconone & 0.8%g.mL™>. Les
protéines suivantes ont donc étés insérées danselpaits du gel (fug par puits sauf pour

I'entrée J) :

o
=
=
(7]

Protéines ou mélange de protéines
GE Low molecular weight markers (125 ng)
Porcine 1gG

Lysozyme

Transferrin

Ovalbumin

B-lactoglobulin

Carbonic anhydrase

Alkaline phosphatase

Soybean trypsin inhibitor

10 Creatinase

11 Bovine Plasma

12 RNase B

OO (N[OOI (WIN|F

Tableau 15 : Proténies révélées sur les gels ditgahorese.
Comme attendu, ce sont les analogues naphtylRRieé®tp-méthoxyphénylique239
qui ont montrés les meilleurs résultats (gel compias) en premiere génératidrigure 36).
Il faut souligner que les gels révélés par les@nas de premiére génération ont été irradié
488 nm tandis que pour I'épicocconone, I'excitaoété effectuée a 532 nm.

mnnn

(0.89 pg.mL)

Figure 36 : Gel SDS-PAGE révélés par 1 pg.fid’analogue de premiére génération.
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La comparaison des gels réalisés en utlisant bmsux analogues p-

méthoxyphényliqueg43 et 239 (Figure 36) de premiere génération ont montrés de grandes

différences de marquage. Quatre informations inambets peuvent étre déduites de ces gels :

1 - Les analogues de premiére génération péndirentdans les gels et permettent une

fixation correcte des protéines dans cette matrice.

2 - Bien gqu'ayant des fluorescences comparablesatution, une différence entre le

composé43 et 239 est observée pour le marquage de certaines pest&iar gel

d’électrophorese. Ceci pourrait donc indiquer gaddque des protéines (fonctions

amines encombrées) est ralentie sur les analoguéanp deux méthyles au pied de

I'oxygéne dihydropyranique, bien que le temps deguage soit d'une heure.

3 - Comme observé lors des tests de fluorescemseartalogues sont moins fluorescents

gue la molécule naturelle et conduisent a une mbore détection des protéines.

Ainsi, de nombreux spots correspondant a d’autreséimes apparaissent lors de

I'utilisation d’épicocconone.

Bien que moins fluorescent, une meilleure sergbiést observée pour certaines

protéines par marquage avec I'analog@8 (Puit 3 - lysozyme). Ceci laisse donc penser que

soit I'analogue ne se fixe pas parfaitement a Bemsle des protéines, soit la fluorescence

émise est trop faible pour leurs détections. Afm ldver le doute sur la fixation non-

spécifiqgue de I'ensemble des protéines par noognas de premiére génération, un nouveau

gel (Figure 37) a été réalisé en utilisant une concentration fdis plus importante de

'analogue239.

i

239
o}
O Z
o=~ 1
o}
O (10ug.mL?)
o—

(0.89 pg.mLY)

Figure 37 : Comparaison entre un gel révélé paralogue 239 (10 fois plus concentré) et I'épicocooe.
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Ce dernier gel révélé par I'analogR89 permet de repérer de nouveaux spots. Ceci
confirme donc que l'analogue de premiere générasienlie de facon non-spécifique a
'ensemble des protéines. Cependant, a une coatienttrop faible, certains spots ne sont
pas révélés par I'émission de fluorescence tropidaies adduits énaminiques de premiere

génération.

* Analogues de deuxieme génération.

Comme pour les analogues de premiere géenéraemselnble des composés ont été
utilisés pour révéler les protéines sur gel d'@matiorése. Ainsi, 50 mL d’une solution
tampon borate (pH 10.2) & fig.mL* d’analogues de deuxiéme génération a permis de
marquer les différents gels. Comme prédemment, ainémnoin par une solution tampon
borate (pH 10.2) & 0.89 pg.MLd’épicocconone est utilisé comme témoin. Commendti
suite aux évaluations de ces analogues de deuxjénération en solution, de bien meilleurs
résultats sont obtenus lors de leurs utilisatioomirne marqueurs de protéines sur gels

d’électrophoreseRigure 38).

Figure 38 : Comparaison des gels révélés par dealagues de deuxiéme génération et I'épicocconone
(excitation a532 nm).

En premier lieu, a concentration identique, beapgolus de protéines sont détectées
en utilisant des analogues dé™ génération par rapport aux analogues de premiére
génération. En effet, 'ensemble des protéinebhasisur le gel témoin sont observables avec
nos trois analogues cétoenoliques. De plus, un deufond amoindri semble également étre

observé pour les gels révélés par les analogdi@st 259,
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Afin de comparer de facon quantitative les révehet en fonction du marqueur utilisé,
'analyse par retraitement informatique des intEssielatives de chaque spot a été réalisée
par le Dr. Malcolm Ball (Université de Macquarie).

Rapport signal/bruit :

Marqueur utilisé Signal/bruit
épicocconone 3.4
Analogue 259 10.5
Analogue 258 4.9
Analogue 248 9.8

Tableau 16 : Tableau comparatif des valeurs de sitjoruit.

Dans le cas de l'utilisation des analog@&® et 248 un bruit de fond nettement
amoindri permet un gain non-négligeable de la &diséi Cette différence majeure de bruit
de fond pourrait étre expliquée par une recychsagilus importante des fluorophores lors des
lavages du gel se succédant au marquage des potams le cas de I'épicocconone et de
'analogue 248 Ainsi, une molécule possédant uniquement un netdihydropyranique
pourrait étre plus sensible a une recyclisationmdieu acide car moins encombréa4g et
épicocconone un carbone tertiaire porte I'oxygéne dihydropygae —Schéma 11 Ceci
pourrait alors conduire au relargage partiel &t diffusion dans le gel des molécules natives

fluorescentes générant un bruit de fond nuisible.

200§
H,O, H* =

—_—
Recyclisation

Rapide o

Composés fluorescent
H R induisant un buit de fond

ol
. o]
:\ O ‘
- H,O, H* _

OH —
Recyclisation HO™

Lente
(0]
rotation limitée D

o~ o~

Schéma 110 : Marquage trés rapide des protéinesl'suralogue 258 / relargage rapide de 258 par cgaliion
rapide en milieu acide aqueux.
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En effet, bien qu’en solution aqueuse le maximwensthbilité de 'énamine ait été
décrit par le Pr. Karuso a pH acide (2.3), cettyaksation a bien été observée lors des tests
de fluorescence en milieu organique (acétonitrié)si, apres addition d’'une solution diluée
de TFA (concentration finale Fomol.L") dans la cuve d’aborsbance contenant une solution
d’énamine, une lente conversion en composeé natibleservée. Le spectre d’absorbance

recueilli aprés 30 minutes de réaction ne faitsabpparaitre que le composé cyclisé.

RESUME :1- Les analogues de premiere génératmm soins fluorescents et ne
permettent pas, a concentration identique, unelagée® des protéines
aussi efficace que I'épicocconone.

2- Comme attendu suite aux stede fluorescence en solution dans
I'acétonitrile, la présence de fadicétone joue un rdle déterminant pour la
révélation de protéines sur gels d’éléctrophorése.

3 - Un bruit de fond trois fagpérieur est observé dans le cas de I'utilisation
de [lanalogue 258 et de [I'épicocconone portant un méthyle
dihydropyranique. La présence de deux méthyles dddpyraniques
pourrait donc bloquer partiellement une recyclmatirelarguant la

molécule native, source de de bruit de fond.

Des tests de limites de détection (gels a conatmir décroissante en protéines) et une
étude de photostabilité étant actuellement en caursein de I'Université de Macquarie, de

plus amples conclusions ne peuvent ainsi étre é&moaig vues de ces premiers résultats.

Une synthese robuste et trés convergente d’anaoged’ épicocconone a donc éte
mise en place. Celle-ci a finalement permis d’obbten grand nombre d’analogues avec une
grande diversité fonctionelle sur la partie sudadmolécule. Cette grande diversité a conduit
a une étude de la relation structure-fluorescenedtamt en exergue l'importance du
groupemenis-cétoénolique en position sud. Une méthode rapidstichation des propriétés
physicochimique a été mise en ceuvre et une coliéibaravec I'équipe ayant découvert le
produit naturel a conduit a I'évaluation de noslagaes sur gels d'éléctrophorése SDS-
PAGE. Pour les meilleurs analogue@s9 et 248), un bruit de fond nettement amoindri est
alors observé en comparaison d'un gel témoin utilda produit naturel. Ceci permet
d’espereiin fine un gain de sensibilité important traduit une asgnificative de la limite de

détection.
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Afin de valoriser la méthodologie de synthése dfacgnone mise en ceuvre
précédemment, un nouveau travail de synthése dhuipgonaturels a été engagé. La cible

séléctionné est celle décrite précédemment : |éoldel B.
4. 1. 4. Application a la synthése du cadiolide B

4.1. 4. 1. Rappels bibliographiques.

La synthese totale d’'un produit naturel a été géga le cadiolide BHigure 39). En
effet, ce produit naturel est basé sur un cceuryde &cylfuranone, structure proche des

composeés dihydrofuranique dont nous venons ddasiynthese a partir de dioxinones.

Cadiolide A Cadiolide B

Figure 39 : Structure du Cadiolide A et du CadiokdB.

En 1998, ces deux composeés ont été isolés paolgpg du Pr. Ireland d’une ascidie
indonésienne du genBotryllus*® (organisme marin). Ces composés possédent deitéti
d’inhibiteur sélectif de cyclo-oxygénase 2 (COX“2)Les cyclo-oxygénases (COX) sont des
enzymes qui permettent la formation de prostaglewia partir de l'acide arachidonique.
Trois isoenzymes COX sont connues : COX-1, COX-Z@K-3. Les "COX-1" font parties
d'une famille d'enzymes constitutives de l'orgarisgui se trouvent dans une immense
majorité des cellules, et impliquées dans de nombmmécanismes. Leur activité est
indirectement liée a la production des thromboxafesmones a effet vasoconstricteurs
conduisant a une augmentation de la pression ial#dr Les "COX-2" font parties d'une

famille d'enzymes responsables de l'activité infteatoire.

(146) Smith, C., J.; Hettich, R., L.; Jompa, J.;ifah.; Buchanan, M., V.; Ireland, C. M. Org. Chem1998
63, 4147-4150.

(247) Prasit, P.; Brideau, W., C.; Chan, C. C.; @san, S.; Cromlish, W.; Ethier, D.; Evans, J;, Ford-
Hutchisson, A., W.; Gauthier, J., Y.; Gordon, Ryay, J.; Gresser, M.; Kargman, S.; Kennedy, B.;
Leblanc, Y.; Léger, S.; Mancini, J.; O'Neill, G.,;Puellet, M.; Percival, M., D.; Perrier, H.; R#au,
D.; Rodger, I.; Tagari, P.; Thérien, M.; Vickers; Wong, E.; Xu, L., J.; Young, R., N.; Zamboni, R.
Bioorg. Med. Cheni999 9,1773-1778.
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Ces molécules ont été synthétisées pour la prerfoés par le groupe du Pr. Pouliot
en 2005

* Synthése de Pouliot :

Cette synthése <s’articule autour dune fonctioisadibn d'un noyau
dihydrofuranonique§chéma 11). Elle a été réalisée en 6 étapes et conduit @dugrdésiré

avec un rendement total de 42%.

—0 -0
(0]
(0] 2,6-lutidine, n-Bu,BOTf o] p-methoxyphenylboronic acid Dess Martin periodinane
\
p-anisaldehyde, THF & OASPh3Y Ag,0, PdCI,(PhCN),, CH,Cl,, 15h
Br de -78C a -20T 45 min HO THF, H,0, 2h
Br
262
263 264
64%
TBSOTf,
p-anisaldehyde,
CH.Cly, IPr,NEt 1h
/ then DBU 2h
(e}
o DKer BBrs CH,Cl,

-78C a Tamb

Cadiolide B

Schéma 111 : Synthése totale de la cadiolide B.

Bien que menant au cadiolide B avec un rendemest datisfaisant de 43%, cette
synthése est critiquable au niveau du codt de fanfitne brom&62 (59 : 693%). Ainsi, la
nécessité de synthétiser cette bromofuranone dertd@mpartir de la furanediotfé (Schéma
112) amene cette synthése a 7 étapes avec un rendgioleal de 36% (a noter le prix de la
furanodione — 5g : 903%).

Br 0]

> N\
o CH,Cl, 0T &t 4 2h
268 Br 262

Schéma 112 : Synthése de la bromo-furanone de dépar

L'utilisation des dioxinones comme précurseur @eylfuranone du cadiolide B a

alors été envisageée, et ce, en choisissant cameatdes différents partenaires.

(148) Boukouvalas, J.; Pouliot, Mynlett2005 2, 343-345.
(149) Jas, GSynthesid 991, 965-966.
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4.1.4.2. Synthese proposé basée sur une réactiamonotope
cyclisation en acylfuranone - condensation sur un

aldehyde.

Schéma rétrosynthétique :

MeO — o
X

o 269 X 270

Schéma 113 : Schéma rétrosynthétique proposé pawsyinthese de Cadiolide B.

Le Cadiolide B pourra ainsi étre synthétisé aipate I'acylfuranone264 aprés
condensation en milieu basique g@uméthoxybenzaldéhyde. L’acylfuranor#64 pourra
finalement étre obtenue en une étape a partiradbytdroxycétone69 et de la dioxinon270
suivant la méthodologie mise au point préecédemn&moter que la bromation des cycles
aromatiques pourra étre effectuée en fin de syatbaspourra étre réalisée sur les synthons
de départs. Enfin, les conditions de cyclisationésdisant a chaud en présence d’une base, la
formation du produit portant trois cycles aromadisiupourra étre envisagée de facon
monotope et multi-composante si I'addition de 't intracyclique provenant d64 sur

I'aldéhyde se produisait aprés cyclisation.

Essai sur une molécule modéle :

Afin de mettre au point au plus vite les conditiarpératoires de réaction monotope
multicomposante, des essais sur un substrat modélalors été entamés. Ces essais ont été
réalisés sur deuxa-hydroxycétones en utilisant la 5-méthyldioxinod81 et le p-

nitrobenzaldehyde a reflux du toluéne en préseadettl (Schéma 1131

0 0
Q J( toluéne, reflux
AoH T j’\/i : H : < NO,
NS0 ON EtN (x eq) o N
R
R=Me: 271

R = Me, Ph R=Ph: 272
Schéma 114 : Premiers essais de cyclisation-additmmotope.
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-R | Dioxinone Base Solvent yield

-Me leq EiN1eq Toluene 10 mL 3971

-Me leq EiN 0.2 eq Toluene 10 mL 16 %71

-Me 2¢eq EiN 0.05 eq Toluene 10 mL 9 %71

-Ph 2 eq BN 0.05 eq Toluene 10 mL 30% (50% NMRY,2

Tableau 17 : Premier essais de cyclisation-additiomulticomposante.

Lesentrées 1a 3 mettent en exergue la faible conversion en pradisiré dans le cas
de l'utilisation de 3-hydroxybutan-2-one. Ceci pwiitrtrouver une explication par les deux
positions sur la molécule présentant des protommed’acidité proche et induisant une
dégradation en milieu basiquechéma 11h

9 o)
o)

JK/OH " )O\/i ¥ H toluene, reflux 4 fo) NO,
R
~ o O,N Et3N (x eq) o N
R=Me: 271
R=Ph:272
R=H, Ph Q
0 NO,
N\ _LH Et;N
- o} H H Or
H
273 H
Q H S0
o Et;N
d N

Schéma 115 : Perte de la chimioselectivité de depmation dans le cas des méthytlacylfuranones.

De plus, I'addition de base en conditions catqiyi (0.2 éq) semble avoir eu un effet
direct sur le rendement. En effet, 16% de prodésiré a ainsi pu étre isolé. Soupconnant une
perte de l'acylcéténe, une augmentation de la ¢@ade précurseur d’'acylcétene a été
entreprise. Cela n’a malheureusement pas eu I'eBeompté sur le rendement en produit
désiré puisque seulement 9% ont été isolés (a ame se I'étude, l'influence du tamis

moléculaire n’avait pas encore été mis en évidence)

Ce tableau montre enfin que le produit désiré aéfye obtenu avec une bonne
conversion lorsque l'alcool de départ est la 2-bygrl-phényléthanone. En effet, 50% de
produit désiré a été obtenu sur le brut réactionorsique la base est utilisée en quantité
catalytigue (5% mol), et que deux équivalents dexidnes sont additionnés. Une

précipitation du composg? a alors été effectuée dans I'éther diéthyliquaeto de produit
désiré a été obtenu.
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Il est toutefois intéressant de noter une donmgertante : Le milieu noircit fortement
en fonction de la quantité de base utilisée etadgaht en fonction du temps de réaction. Non-
décrite dans le tableau précédent, une augmentd¢ida quantité d’aldéhyde méne aussi au

méme phénomene. Ceci peut étre expliqué par leatibé de deux molécules d’eau :

1- La cyclisation dyB-cétoester sur la cétone conduit a une premiéegzdilon

d'eau.

2- La condensation de la furanor®/8 ou 274) formée intermédiairement sur

'aldéhyde méne & la libération d’une deuxieme rmalké d’eau.

Bien qu’ayant une faible influence dans le cadwne cyclisation classique (56%
rendement sans tamis moléculaire pour la formatienl'intermédaire), il semble que la

libération de deux molécules d’eau a haute temperain milieu basique puisse conduire a

des réactions de type Cannizageliéma 115

0 o OH
/@J\H OH /@)LOH
_—
O,N ' * J: j
2 Cannizarro O,N O,N

Schéma 116 : Dégradation de l'aldéhyde en présedieau.

Cela permet aussi d’expliquer la perte non-néglig d’acylcéténe observé depuis le

début de I'étude mécanistique par réaction de tdégsglation lorsque deux équivalents d’eau

sont libérés$chéma 11y,

0o O 181

A
6]

EtsN 110 T
toluene

o o}
)J*gH ' )J\\”\
B

(,O —>)(L+ Cco,
o ’

Schéma 117 : Possible décarboxylation de I'acyloéten présence d'eau.
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Svynthése de la cadiolide B :

Au vues des résultats obtenus lors des essaisnpréires, I'utilisation de tamis
moléculaire semble donc déterminante. De nouveasai® ont alors été engagés en présence
de tamis moléculaire en partant cette fois desheyrst adéquats pour I'obtention du cadiolide
B. La réaction multicomposante a donc été réalisgartir de la-hydroxycétone270, de la
dioxinone269 et dup-méthoxybenzaldéhyd276 a reflux du toluéne en présence de 0.05 éq

de EgN et de tamis moléculaire.

tamis moléculaire

o K
/@)K/OH N /@A toluene reflux
+ 6]
o ~o (1.5 éq) EtsN (x eq),

Entrée Etz:N Rendement 275
1 0.05 Traces
2 2 41%
3 4 14%

Tableau 18 : Tabelau de rendement en composé disatybn/condensation 275

Contrairement aux essais faisant intervenip-t@trobenzaldéhyde, I'utilisation de
methoxybenzaldéhyde ne conduit pas au produit ddestsatior275 lorsque la quantité de
base est catalytique. En effet, seules des tracesmposé sont obtenus dans ce eagde 1],
Tableau 18. Ceci trouve une explication dans la réactiviéécdt aldéhyde. En effet, c’est la
présence d’'un groupement donneur (-OMe) sur leecgobmatique qui empéche une bonne
condensation de I'énolate sur I'aldéhyde. Une fagercontrer cette baisse de réactivité est
'augmentation de la quantité de base dans le miB#en que les études préliminaires aient
mis en avant la forte dégradation du milieu dansde de l'augmentation de base, une
optimisation a bien été observée pour la synthadéammposante du compo&&5. En effet,

41% ont pu finalement étre isolé lors de l'utilisatde 2 €qg. de Bl (entrée 2.

Une optimisation des conditions opératoires estuedlement en cours afin
d’augmenter encore la conversion en produit désirélotamment I'ajout d’acide de Lewis
pouvant favoriser I'addition sur I'aldéhyde. Ceeprésente donc une synthese formelle du
cadiolide B. Le produit naturel pourra alors étyateétisé en 2 étapes selon les conditions
décrites par le Pr. Pouliot apres déprotectionétlleers méthyliques et bromation des cycles

aromatiques.
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4. 2. Etude la réactivité d’acylcétene sur deg-hydroxycétones

(formation de cycle a 6 chainons).

Une fois les conditions de formation d’acylfurapermise au point, une extension de

cette méthode a la synthése d’acylpyranones a étlérsnvisagée.
4. 2. 1. Rappels bibliographiques.

Tres peu de méthodes décrivent les syntheseslditapgropyranones. En effet, suite
aux travaux du Pr. Lac&y en 1954 (utilisation du diketene dans la synthése
d’acyldihydrofuranones et d'acyldihydropyranonesgul le groupe du Pr. Oshifa®'a
egalement synthétisé des acyldihydropyranones pademnsation intracyclique d'ui

cétoester sur une cétone en condition basisgleeMma 118

OH
W % /W W EtONa, EtOH APTS, Toluene
o)
EtsN
277

85%

Méthode de Lacey.

282 o o o o
0O o OH OH M M
OH R
1 - SOCI, Benzene, reflux /\/\ H PDC, DMF
RCOOH 2 % R /\)\ > M de 80290 %
2 - DMAP, CH,Cl, bezene reflux
o ' o "o 65% 3 étapes

A EtONa, EtOH
0 |
PN : o o
produit instable sur silice
grande variation possible sur R R ‘ (@)

de 10a70 %
Méthode de Oshimo

Schéma 118 : Méthode de Lacey - utilisation de dékee / Méthode de Oshima — utilisation d’acides de
Meldrum.

Ainsi, en présence d’'une solution alkaline, lalisgtion intramoléculaire se produit et
conduit aux dihydropyranones avec des rendemenygmsoa mauvais. En effet, malgré une
fonctionnalisation trés large des acides de Meldrdan derniere étape conduit & des

rendements erratiques. Ceci est d’autant plus v@spre la chaine R est grande.

150 Takaya, Y.; Kikuchi, H.; Terui, Y.; Komiya, J.; Rikawa, K.; Sekiya, K.; Motomura, S.; Ito, A.;
Oshima, Y.J.Org. Chem200Q 65, 985-989.

151 Kikuchi, H. ;Sasaki, K. ; Sekiya, J. ;Maeda, YAmagai, A. ; Kubohara, Y. ; Oshima, Bioorg. Med.
Chem.2004 12, 3203-3214.
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De plus, cette synthese de dihydropyranone érmamgomise en évidence par le Pr.
Oshima ne permet pas d’obtenir une convergencke tdéans la fonctionnalisation car elle est

conditionnée par I'accessibilité du dzg2
4. 2. 2. Etude méthodologique.

Afin d’optimiser I'acceés aux produits de types ydloacylpyranones, I'application
aux S-hydrocétones de la méthodologie de synthése migmiat sur des cycles a 5 chainons

a été entamé&théma 119

o (o

%C/O o o

R < o/ o O
4

. o EtzN R Rip 0 R. EtN
précuseur -0 0 3 1 3 3 R4 9]
d'acylcéténe R ~-C L>/>(Rz > R, > ‘ Rs
R

6

formation in situ

Schéma 119 : Synthése de Dihydroacylpyranones ghtiton / cyclisation dgB-hydroxycétones sur un
acylcétene.

* Essai préliminaire :

Le premier essai a été réalisé a partir de la Bexy-3-methylbutan-2-on@83 a
reflux du toluene en présence de 1.5 éq de 6-métBytlioxin-4-onesl81 et de 0.5 éq de
diisopropylethylamine. Ces conditions réactionreeléont pas permis d’obtenir la pyranone
284 désirée et seul le produit d’additionfedicétonique285 est isolé avec un rendement de

62% Schéma 12))

A e
283 DIEA (0.5 eq) toluene, 110°C
M (1.5eq) o o
A
X X 285

62 %

Schéma 120 : Essai préliminaire - Pas de pyranooaniée.

Les études précédentes relatant l'importance debdse utilisée pour cycliser
'acétoacétate (Base alkaline), un essai de cyisad’'un acétoacétate a été effectué en
présence d’EtONa dans I'éthanstcliéma 120 Le produit désir@87 a pu ainsi étre isolé

avec un rendement de 80%.
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o~ oo
X ~
o o oo o o o
o oH 52 EtONa, EtOH
PP . o o > \
toluéne, Et;N, 110C MoK Ta

283
100% 286 287 80%

Schéma 121 : Cyclisation de I'acétoacétate danthbéol base une base alkaline.

Afin de s’affranchir du changement de base intelimiée, une nouvelle étude
méthodologique a alors été entamée pour pouvdisegaette réaction a chaud et de fagon
monotope comme dans le cas des cycles a 5 chaiRons.cela une variation de la base, du

solvant et de leurs quantités respectives a esdaid.

+ Influence de la nature de la base et du solvant :

L’alcool tertiaire283 a donc été pris comme modéle moléculaire et uresang de la
base (une base minérale,C6; et une base forte éliminante DBU) a été mis oe(tatdeau
19). Les différentes réactions ont été mise en ceavtaide d’'un automate et le suivi des

différentes réactions est réalisé par Chromatogeagir Couche Minche (CCM).

L

o 90 o o o o
A e, A T Y
283 284 285 280
Entrée Dioxinone Base Solvent Compound formed
1 1.5 eq DBU (1 eq) NMP 285
2 1.5eq DBU (1 eq) Toluene 280
3 1.5eq DBU (1 eq) Xylene 280
4 1.5 eq DBU (1 eq) DME /
5 1.5eq DBU (1 eq) Acetonitrile 285
6 1.5eq DBU (1 eq) Water /
7 1.5eq Cs2CO3 (1eq) NMP /
8 1.5 eq Cs2CO3 (1leq Toluene 284
9 1.5eq Cs2CO3 (1eq Xylene 280+ traces d@84
10 1.5eq Cs2C0O3 (1eq DME 285+ traces d@84
11 1.5eq Cs2CO3 (1eq) Acetonitrile 285+ traces de84
12 1.5 eq Cs2CO3 (1eq) Water /

Tableau 19 : Suivi CCM de la réaction en faisardner le solvant et la base.
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C’est I'utilisation de CgC0Os qui a permis d’obtenir la pyrano284 désirée. De plus,
le solvant de choix semble étre le toluépati(ée §. En effet, lorsque la température du
milieu est trop haute (xylene 150°Entrée 9 c’est le produit de décarboxylati@80 qui se
forme, tandis que lorsque celui-ci n'atteint pag température suffisante (dimethoxyethane,

acétonitrile), la réaction s’arréte a I'étape deétoacétatd85 (entrée 10 et 1L

Des résultats allant dans le sens de la décatimmyla chaud dans le xylene ont
également été mis en évidence lors de l'utilisatien DBU. En effet, cette base forte
éliminante conduit de facon plus importante au pitodle décarboxylatior280 a des
températures moins élevées (toluéne 110et@rée J. Ce produit avait déja été obtenu par
Laceyet al. apres chauffage de la pyranone en présence d’adideene sulfonique. La
décarboxylation de dihydropyranone est donc réaksan milieu basiques¢héma 12

t

O O 284 9 o
DBU ? o
‘O | I | = W
=
H

280

Schéma 122 : Formation de cétoness, yinsaturées

Enfin, comme observé lors de I'étude de formatercycle a 5 chainons, les solvants

apolaires semblent étre les meilleurs dans 'ogtidiune cyclisation en acylpyranone.

+ Optimisation des conditions opératoires :

Suite a ce premier screening rapide, l'additioclisgtion de la 4-hydroxy-4-
methylpentane-2-on283 sur I'acylcétene a finalement permis d’obtenir ®6de produit
désiré par l'utilisation de seulement 10% mol deG®s au reflux du toluéne. La méme
quantité de DBU n’a pas permis d’obtenir un rendemsapérieur a 40% en acylpyranone car,

la encore, le produit désiré est accompagné du esé@280 de décarboxylatiorsChéma 123
O O

O oH Cs,CO3(10% mol), toluene, 110°C )ii“\/()(
- | 0
MK su 86 %

283

0 O (L5eq)

N
(0] OH o .
K - ] o
DBU (10% mol), toluene, 110°C
284 280

283

36 % 32%

Schéma 123 : Optimisation des conditions réactiohes - 10% mol C&£L£O; nécessaire.
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Afin de parfaire I'étude, un suivi par RMN du naili réactionnel a alors été entame.

* FEtude cinétique de la réaction par suivi RMN :

La méme réaction a été suivie par RMIN. Trois réactions ont alors été mise en
oeuvre en parallele dans le toluéne a chaud eanfiaig@rier la base utilisée et en présence de
1.5 éq de dioxinone. Dans un premier cas, le mi@actionnel est mis en présence de 10%
mol CsCOs; (Tableau 20- Expérience A. Un possible effet de la DMAP a également
souhaité étre étudié par ajout dans une secondaeierpe de 10% mol DMAPFTableau 20-
Expérience B. A noter que la cyclisation ne se produit passdarcas d'utilisation de DMAP
seule (Seul Ig3-dicétone est alors isolée). Enfin, la derniéreéeigmce est I'expérience

témoin sans basé&dbleau 20- Expérience Q.

283 284 285
Expériencel  Dioxinone Base Solvent Rendement
A leq CSCO; 0.1 eq Toluene 10 mL 86 B84
CsCO;0.1eq +
B 1leq Toluene 10 mL 95 %284
DMAP 0.1eq
C leq Sans base Toluene 10 mL 10286,

Tableau 20 : Résultats du suivi RMN de la réactifrendements RMN)

Une augmentation du rendement en produit cyclstéobtenue lors d’utilisation de
DMAP combiné a l'utilisation de GEO; due a une augmentation de la vitesse de formation
du b-cétoester (moins de perte d’acylcétene), antane d’autant plus la formation en

dihydropyrane correspondante.

Afin d’essayer de comprendre le mécanisme exacette réaction, un suivi cinétique
a ete effectuéHigure 40).
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Comme supposé, un leger effet de la DMAP est gbsgir le suivi cinétique.

Cs,C0O; 10% mol / DMAP 10% mol

100

—&— Béta-cétoester
—@—Cycle a6

dioxinone

90 A
80 -
70

60 -
50 -
40

pourcentage

30 /
20 ,/7‘/\
10 =

0 \

0 50

temps

100 150

pourcentage

—4&— Béta-cétoester
~—@—cycle a6

Cs,CO5 10% mol

dioxinone

100
90

80 —

70
60

50
40

30 A
20 A
10

50 100 150

temps

Figure 40 : Comparatif cinétique avec ou sans DMAP.

En effet, une chute plus importante de la quardé@édioxinone Courbe jaune —
graphique de gauche), associée a une cinétiqueordeation plus importante en produit
cyclisé est observée. Cela traduirait la présengeedquantité supérieure d’intermédiaire
réactionnel de type acétoacétate dans le miliecticdgel Schéma 124 La DMAP semble
ainsi catalyser la formation dg-cetoester et limiter la dégradation de I'acylcétehe

rendement global en est donc amélioré d’autant.

OH

)CL/K
0 DMAP
M Plus rapide

285

Cs,CO;4

.

)‘L

\ / o

cinétique de formation de l'acétoacétate
modifiée en présence de DMAP

\)k

OH O

AN

—_—
sans DMAP

Moins rapide

(e}

284

Schéma 124 : Formation de 'acétoacétate intermédigplus rapide en présence de DMAP .
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4. 2. 3. Application a la synthéese de dictyopysone

4. 2. 3. 1. Rappels bibliographiques.

Afin de valoriser cette méthode de cyclisation ptope a 6 chainons, la synthese de

dictyopyrones a été engagée.

o O o O o O o O

Dictyopyrone A Dictyopyrone B Dictyopyrone C Dictyopyrone D

Figure 41 : Formule développée des 4 Dictyopyroissées.

Les dictyopyrones A a D sont des composeés isaié¥80 de souches de moisissure
Dictyostelliumpar le groupe du Pr. Oshifia Ces molécules présentent un squelette unique
de type acylpyranone. Il a alors été montré queid¢ayopyrone C inhibait la croissance
cellulaire et augmentait la morphogénese danBiscodeumPlus récemment, il a également
été reporté que ces composés inhibait la croissamtlellaire de certaines cellules

leucémiques humaines de type kK582

* Synthése d’Oshima :

La premiére synthése de ces composés a été dpgelgar Oshimid>**3 Comme
indiqué précédemment (voir chapie3. 1), cette synthése s’articule autour de I'ouverture
d’'un acide de Meldrum suivie d’'une cyclisation teeétoacétate apres oxydation de I'alcool

secondaire en cétongchéma 12h

o O

o o OH OH J o o
: OH O R
RCOOH 1- SOCl, Benzene, reflux o R /\/'\ /’\)\ 1-PDC, DMF Rlﬁ
) . it Sl
bezene, reflux 2- EtONa, EtOH

2 - DMAP, CH,Cl, oo
o)

A
1 5
produit instable sur silice

grande variation possible sur R

Schéma 125 : Synthése de dictyopyrones d'Oshimo

65% 3 etapes de 5 & 60% sur 2 étapes

Bien que convergente, cette méthode souffre debreuw inconvénients déja discutés
précédemment qui induisent une baisse du rendegiaal et une forte dépendance en diol
énantiopur. Une nouvelle approche plus convergdetee type de molécule semble donc

justifiée.
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4. 2.3.2. Synthese proposé de la dictyopyrone @uverture d’'un
époxyde énantiopur.

e Schéma rétrosynthétique :

La synthese proposeée s’articulera sur une fongtilisation d’'unef-hydroxycétone

énantiopur&93obtenue apres ouverture d’'un époxyde chiral paidn d’'un methyldithiane.

vy = AL = Qe

289

Schéma 126 : Schéma rétrosynthétique pour la systhde la dictyopyrone :

* Optimisation sur une molécule modele :

Dans le cadre de cette synthese, I'obtention dgthgdroxycétone optiquement pure
représente un premier effort. Celle-ci a pu alarsépre synthétisée en 2 étapes a partir du
méthyldithiane et de I'époxyde correspondant stdsrconditions développée par Pr. Pito
(Schéma 12). Ainsi, Aprés déprotonation au BuLi du méthyldatie et addition du
carbanion stabilisé résultant sur de I'oxyde deppléne énantiopur, le compo288 est
obtenu avec un rendement de 99%. Aprés déprotedida cétone masquée par du chlorure
mercurique (II) dans un mélange acétonitrile/eau3-hydroxycétone289 énantiopure est

alors isolée avec de tres bons rendements.

m 1- BuLi, THF, -78 a TA 30 min m HgClz O OH

STS 20 .78CaTA ><)\ CHACN, H,0

289
99% quant.

Schéma 127 : Synthése de la b-hydroxycétone 63 topure.

Il est important de remarquer que lutilisation B&FA pour la déprotection du
dithiane intermédiaire a conduit a une forte dégtiad de I'alcool énantiopur. Ceci a aboutit
a l'utilisation de dérivés mercuriques plus toxigju moins recommandables dans I'optique
de synthése de composés bioactifs. La synthéseotpasé racémique provenant de
I'époxyde racémique a eégalement été réalisée agcathdements similaires afin de fixer les

conditions de différentiation des deux énantiomeresiPLC chirale.

(152) Kulkarni, B., A.; Roth, P., A.; Lobkovsky,;BRorco, J., A., Jd. Comb. Chen002 4, 56-72
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Une fois les conditions HPLC chirale mise au poimt essai de cyclisation a chaud
dans le toluéne a été effectué a partir gé hgdroxycétone énantiopure en présence de 1.5 éq
de dioxinone méthylique commerciale et de 10% mel @sCO; (Schéma 128

L’acylfuranone modél@94 est ainsi obtenue avec un rendement de 86%.

O O 5
(1.5€éq) O O
> I
M toluéne, Cs,CO4
289 reflux

290
e. r.56/44
86%

Schéma 128 : Cyclisation a chaud - épimérisation ckntre asymétrique.

Malgré une conversion trées comparable a celle rabseprécédemment, une forte
épimérisation du centre asymétrique présent au getioxygéne a été observée. Bien que
surprenante dans le cas [Biydroxycetone, il semble donc qu’a chaud la mdEswbisse
une perte constante gcétoester qui recyclise situ de fagon non-stéréocontrolégcheéma
129). De plus, contrairement aux cas de ['utilisatitnDBU, le carboxylate de césium généré
et stable et ne conduit pas au produit de décataiony a reflux du toluéne.

Cs
.Cs

x4 — dh = A

290a Non présent dans le brut
réactionnel

290b

fo) eplmerlsatlon

Schéma 129 : Mécanisme d'épimérisation a chaud eésence de DBU.

Apres formation dys-cétoester intermédiaire énantiopur a chaud sass (@ntrolé
par HPLC chirale), un essai de cyclisation dansclasditions alcalines (MeONa/MeOH)
décrites par les Pr. Oshimo et Lacey a alors pedroistenir le compos290 désiré avec un

meilleur rapport énantiomérique de 96/4 et un reretd de 80 %Jchéma 131

1);/10(1.5 éq) o o

O OH
M > ?
. \
toluene, reflux
289 2- MeOH, MeONa 290
e.r. 96/4

80%

Schéma 130 : Meilleur rapport énantiomérique en cylsant a froid.
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* Synthése de la dictyopyrone C :

Apres optimisation des conditions opératoireslaunolécule modéle, la synthese de
la dictyopyrone 292 a été engagée. Tout d’'abord, un premier essaiésempce de base a été
réalisé afin de confirmer [I'épimérisation précédesnin observée sur [I'analogue.
Malheureusement, seulement 30 % d’acyldihydropyman292 racémique est obtenue
(Schéma 131

L A A
toluéne W

o] (o) O OH (0]
10
+ B —— 10 ‘
\(\MO M reflux, Cs,CO3
289

10 292
201 30 %

e. r. 50/50

)CL/\ A i
= + M(\/)/ — )L(\a/
HO 10 10
293

o

volatil
(perdu a I'évaporation)

Schéma 131 : Tentataive de synthése de Dictyopy@m® une étape - confirmation de I'épimérisation.

De fagcon surprenante, tres peu de pro29t désiré est observé. Seule la cétanad
provenant de la décarboxylation de l'acylcéteneggépar I'eau libérée au cours de la
réaction est isolée majoritairement. Bien que @uiante, cette décarboxylation montre la
nécessité de réaliser cette manipulation en présgmtamis moléculaire. En effet, une longue
chaine carbonée semble faire baisser la vitessgyaisation. Ainsi, aprés formation d&
cétoester, une élimination de celui-ci pourraiteldr un S-cétoacide dans le milieu qui

subirait une décarboxylation a chaud.

Notons que la libération des premiéeres tracesud@@venant de la réaction de
Knoevenagel peut piéger I'acylcéténe et entrainerdecarboxylation similaire conduisant au
composé 2933chéma 13p

O

[ i) N O O ) ) (0]
ke e | Ny | oy e Ky
X HO
o reflux, Cs,CO3 10 10 10

291 -acétone 293

provenant de la décarboxylation

Schéma 132 : décarboxylation provenant gcétoacide.
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Cette épimérisation partielle étant probablemeuet @u solvant tres polaire (MeOH) et
a la base trés éliminante (MeONa), un nouvel edsatyclisation pourra étre envisagé en
utilisant cette fois du DBU Schéma 133 Aprés formation duf-cétoester énantiopur
(formation sans base — controlé par HPLC chiraledhaud dans le toluene, le milieu

réactionnel sera donc refroidi a 0°C et 2 €éq de [PBUrront étre additionnés.

O O (156&q) O O

OOHW

10

pas d'épimérisation?

Y

toluéne, reflux

289 puis DBU 0C 292
?

Schéma 133 : Cyclisation par DBU a froid - Pas digggrisation.

La synthese racémique de la Dictyopyrone C a gmsiétre réalisée avec un
rendement global de 29 % en 3 étapes. Cependatiliséition de tamis moléculaire ainsi
gu’une la modification de la nature de la base @éwonduire au produit énantiopur avec de

tres bons rendements. Une optimisation des conditi®actionnelles est donc en cours.

Enfin, la possibilité de fonctionnalisation apgertpar la méthode laisse entrevoir un

acces tres rapide a une librairie d’analogue dgpede composés bioactifSqghéma 131

ps @i
o o O OH toluene, reflux R o
1
M " R )J\/kR puis DBU
Ry o 2 3 R R3
. U
O
Rl)J\ m + |>_R3

OH S._S
T
Ro U

/\R3

Schéma 134 : Convergence de la méthode pour I'aceesdictyopyrones.
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5. CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES.

5. 1. Conclusion générale.

A ce jour, I'électrophorése bi-dimensionnelle PA@St un des outlis les plus
puissants dans la séparation de mélange complexgotéines permettant d’avoir une bonne

visibilité d’'un protéome cible.

Un des facteurs déterminant dans le procédé deligation de ces véritables cartes
protéigues de la cellule est la qualité du marqueilis€ pour révéler les protéines séparées.
Un des marqueurs les plus prometteur reporté réeminoans la bibliographie par le Pr.
Karuso (Macquarie University — Australie) est I'épiconone. En effet, cette azaphilone
dihydropyranique naturelle isolée Hpicoccum nigrum est désormais disponible
commercialement et vendu sous forme d’extrait damgtignon naturel pour le marquage
non-spécifique de protéines sur gel d'électropr®(&sndue sous le nom de Deep Ptple
Ce produit naturel se distingue notamment par sadg senbilité (<lng de protéines
détectées) et également par sa gamme de linéaritérdre de 16 La réversibilité de la
liaison covalente crée avec les protéines margpeeset également a I'utilisateur de ce pro-
fluorophore unique de coupler a la technique diébghorése, la spectrométrie de masse

donnant acces a une détermination plus pousséepetéine isolée.

Un autre facteur déterminant dans la bonne détedes ces gels est le niveau du bruit
de fond généré par le marqueur utilisé. L'épicoormnétant vendu sous forme d’extrait du
produit naturel, sa synthése chimique permetti@itcdie limiter le bruit de fond inhérent lors
du marquage et également de pouvoir étudier lestiors structures fluorescence afin

d’optimiser toujours plus la révélation des progsin
Aux vues du fort intérét porté a ce marqueur eladecessité d'outils de plus en plus

efficace, la synthese totale de I'épicocconone recdié engageée dans le cadre de ce travall

doctoral.
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L’effort synthétique entrepris a finalement conduitin panel assez large d’analogues
désoxygéné de I'épicocconone en 9 étapes ; la sygithétique s’articulant autour de trois

étapes déterminante que sont :

1 - Une ouverture d’époxyde par une espece orthallédé :

o e
LR, OMe O J

OMe O
J\ ) OMe N -78° 4 -10°C, 10 min
N TMEDA (2 éq) 0°C, 2H N
H > /o > H
t-BuLi (2.2 éq) A Me
MeO H THF, -78°C 4 -20°C | MeO Li Ro
30mn HO" Ry

2 — Une désaromatisation oxydante diastéréosededtigtude mécanistique par RMN
de cette réaction a mis en évidence un intermédidinydropyrilium jamais reporté
auparavant pouvant étre piégé diastéréoselectiviepaerun donneur d’oxygene nucléophile.
L’analyse RX du diastéréoisomére majoritaire d@dlague provenant de cette réaction a
finalement clairement indiqué une oxydation traissarvis du méthyl dihydropyranique et de

ce fait confirmer le mécanisme préalablement egéisa

— produit monodéprotégé

® CHs
~ O~
0 H
§ OH o
O OH
TFA (7 eq) [0 o
0 O—Ix - HO'
_— o / o v
o CH,Cly, IBX 0o ~ o
o
~ 112
o) 118 B i

Pas de transfert d'oxygene sur la face inférieure
car répulsion stérique entre I'IBX et le méthyl dihydropyrannique
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3- Une cyclisation furanonique monotop® la chimie des acylcéténes en milieu

basique obtenu apres ouverture de dioxinones achau

L

O (@]
NS
RMO
Et3N, toluene
A
O 9 O O
HO _ RM 0
(0] Z8Ne]
e (o)
—
O
112 R

analogue de I'épicocconone epicocconone

La réactivité des acylcétenes a alors été miscditprde deux synthése totale de
produits naturels : Cadiolide B (Hemisynthese exape — formation de cycle a 5 chainons)

et le dictyopyrone C (Synthese stéréoselective @a@es — formation de cycle a 6 chainons).

Cadiolide B Dictyopyrone C

Enfin, deux types types d’'analogues de I'épicocoenont été synthétisés: les
analogues de premiére génération (une cétone qari@ sud de la molécule) ainsi que les

analogues de deuxiéme génération (une dicétoria partie sud de la molécule).

Peu fluorescent Tres fluorescent Peu fluorescent
(0] (e}
o 6 o 0
(@] _ R3 O — R3
R2 RZ
O HO
R1 A
(0]
Ry
18 génération 28me génération
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La variété de structures synthétisées ont pu gaer#émettre une relation structure-
fluorescence : La dicétone en position sud estaelgimnde importance si elle peut adopter
une forme cétoénoliqgue. De plus, une tres faibftuence de la partie insérée en R

finalement été observée.

L’ensemble des analogues ont été testés au séldrdeersité de Macquarie par le Dr.
Malcolm Ball. Une moins bonne révélation est ob&erpour les analogues de premiére
génération tandis que les analogues de premiekraé@n sont plus sensibles que le produit

naturel. En effet, un bruit de fond divisé pargrest finalement obtenu.

o
0@
[¢]
-

0]

O (1 ug.mLY)

o—

L’optimisation systématique de chaque étape a ediubtenir les analogues avec
des rendements globaux tres satisfaisant dangite de molécule aussi complexes (de 10 a

45% de rendement).
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5. 2. Perspectives.

5. 2. 1. Analogues de troisieme génération.

La relation structure-fluorescence en modifiarpdatie sud (chaine latérale) ayant été
effectuée dans le cadre de ce travail, des vamstistructurales au niveau du cycle
dihydropyranique pourront étre envisagé. Cependknplus amples informations concernant

les nouvelles cibles a I'étude ne pourront étraitlées pour des raisons de confidentialité.

Une synthése énantioselective de I'épicoccononeraadonc étre envisagée en 14
étapes selon la voie synthétique déja mise en maceue de déterminer la configuration

absolue du produit naturel.

OMe OMe t-BuLi (2.2 éq.), THF, J\
_AICl, FPINCO N TMEDA (2 0eq.) Ome N
CH Cl j@\/k/o OQ_/OTBDPS
2v2 -78C to -10C e
MeO ! .
95% MeO Li (2.0éq.)
78T 10 T amp
OMe O
oH 0 OMe O J\
X N
m AICI3 CH,Cl, m ~_1- CSA, toluéne, reflux N
OPiv ~< OPiV  2-TBAF, THF MeO
HO ,
Reflux, 16 h MeO 3- PIVCI, EtyN, CH,Cl, OTBDPS
80% . HO
64% oo

! 1-TFA (10 eq), THF.

1 2- K,COg3, Acétone, MOMCI
! 3- TBDPSCI, Et3N, CH,Cl,.
! 4- DIBAL-H, toluene, -78C o

! 5-TFA, IBX (4€q.), CH,Cl OH
\ HO
(o]
Hom 1- toluéne, dioxinone*, EtsN, tamis moléculaire
________________________________________ >
G OTBDPS ,_ TBAF, AcCOH, THF épicocconone
r.d. supérieur? * J(
(@) (o]
WO

Il sera alors intéressant d’'étudier la diasténecsigité obtenue dans le cas d'un
dihydropyrane substitué par un groupement méthylppoegant un alcool silylé trés

encombrant.
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5. 2. 2. Cadiolide B et dictyopyrone C.

Cadiolide B

L’hemisynthése de la Cadiolide B ayant été réalisg 1 étape, une optimisation du
rendement de la réaction pourra étre envisagéénlde la synthése sera alors réalisée selon

les conditions de décrites par le Groupe du Prliétou

Cadiolide B

41 % en 1 étape

Dictyopyrone C

La synthese en 3 étapes du Cadiolide B ayangétisé avec un rendement global de
29%, l'optimisation du rendement ainsi que l'opsation des conditions de cyclisation
épimérisante pourra finalement étre réalisée esepe d’'une base telle que DBU dans un
solvant apolaire. En ce sens, la formation&tetoester sans base (pas d’épimérisation) et en
présence de tamis moléculaire suivie de l'addi#to®°C de DBU devrait conduire a la

dictyopyrone C avec de bons rendements et un bogsenatiomérique.

P

0" 0 (15¢q) O o
o oH Wo
)J\/T\ 10 >~ | o pas d'épimérisation?
. 10
toluéne, reflux,
289 tamis moléculaire
puis DBU 0T 292

?
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6. PARTIE EXPERIMENTALE.

6. 1. Généralités.

Chaque description se décompose comme suit :

- le numéro, le nom, la structure, la formule, ledsainoléculaire, le RI'aspect,
le point de fusion et le rendement.

- le mode opératoire,

- les données spéctroscopiques.

- les données annexes.

Tous les solvants et les bases aminées anhydnepraalablement distillés, selon les
méthodes appropriées :
- le THF, I'éther diéthylique et le toluéne sont dlié$ sur sodium et
benzophénone,
- le dichlorométhane et le chloroforme sont distiés BOs,
- La TMEDA est distillée sur Na, la ifNEt, la iPeNH et la EtN sur CaH.

L’évolution de la réaction est suivie par chrongaéphie sur couche mince (CCM) sur
gel de silice Merck 60F, 0.2mm, avec une révélapan une solution éthanolique d’acide

phosphomolybdique suivi d’'un Iéger chauffage.

Les purifications sont effectuées sur colonne gaomatographie flash sur gel de
silice. Le support utilisé est le gel de silicerarque SdS, granulométrie de (40 §.63. La

pression est appliquée par air comprimé.

6. 2. Abbréviations des données spectroscopiques.

'H RMN : Résonance magnétique nucléaire du proton 1
3%C RMN : Résonance magnétique nucléaire du carbdne 1
S : signifie singulet

t : signifie triplet

dd : signifie doublet de doublet

m : signifie multiplet

q : signifie quadruplet
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6. 3. Appareillage.

Le spectre de résonance magnétique nucléaire aéatsé sur un spectrométre
BRUCKER AM 300 (300MHZ*H RMN et 75MHz*C).

Le spectre est décrit des champs forts vers lenghdaibles.
Les déplacements chimiques sont exprimés en paatienillion (ppm) par rapport au

chloroforme deutérié pris comme référence intetres constantes de couplag® 6ont

indiquées en Hertz (Hz)

Infra rouge :

Les spectres d’absorption infra-rouge ont étéigéslsur spectrophotométre PERKIN
ELMER FTIR 1420. Les bandes d’absorption sont erpés en cin

Points de fusion :

Les points de fusion sont déterminés au microsegplatine chauffante et ne sont pas

corrigés.

Analyses élémentaires :

Les analyses élémentaires ont été effectuéesARLOC-ERBA 1106.
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6. 4. Mode opératoire et données spectroscopiques.

84 : N-isopropyl-2.,4-dimethoxy-3-methylbenzamide

G3sH1oNO3
OMe O J\ M = 237.29 g.md
N R = 0.25 (Cyclohexane/EtOAc — 70/30)
MeQ White cristal. M= 45°C.
Yield = 95 %

In a round-bottomed (RB) flask flushed with Arg@kr), 2.80 g (21 mmol, 1.05 eq) of
Aluminium trichloride (AICE) was slowly added to a 20 mL GEl, solution of 3.04 g (20
mmol, 1 eq) of dimethoxytoluene at room tempera{®'€). The mixture was stirred for 10
min. and 2.36 mL (25 mmol, 1.25 eq) of isopropydiganate was then introduced dropwise at
RT. After 10h, the reaction was quenched at 0°Ch witsaturated solution of ammonium
chloride (NH,Clsa) and extracted twice with GBl,. The combined organic layers were then
washed with a 1N solution of Hydrochloric acid (H@hd then with a saturated solution of
hydrogenocarbonate (NaHGS). The organic layer was dried over magnesium tilfa
(MgSQy) and concentrated under vacuum. The crude prodast chromatographied on
silicagel with a (8:2) mixture of cyclohexane/etlagetate (Cy/EtOAcC) to give 4.50 g (95%)

of compound4.

'H RMN (300 MHz, CDC}) dppm :1.25 (d,J = 6.5 Hz, 6H, 2 x Ch), 2.15 (s, 3H,
CHs), 3.73 (s, 3H, Ch), 3.86 (s, 3H, Ch), 4.26-4.37 (m, 1H, CH), 6.72 (d,= 8.7 Hz, 1H,
CH.), 7.68 (d,J = 5.6 Hz, 1H, NH), 7.94 (d,J = 8.8 Hz, 1H, CH).

13%C RMN (75 MHz, CDC)) dppm : 9.1, 24.0, 41.4, 56.0, 61.5, 106.7, 119.4, 119.8,
130.2, 157.5, 161.3, 164.8.

IR : 3285, 3075, 2968, 2840, 1636.4'tm

MS (ESI, positive mode.)m/z= 238 [M + HJ

Analysis calculated for gH1gNO3: C, 65.80 ; H, 8.070btained :C, 65.85 ; H, 8.0.
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85 : N,N-diethyl-2,4-dimethoxy-3-methylbenzamide

G4H2:NOs
OMe O J M = 251.32 g.mot
N R = 0.24 (Cyclohexane/EtOAc — 70/30)
MeO K Yellow oil.
Yield =99 %

In a RB flask flushed with Argon, 2.80 mL (22 mmall eq) of diethylcarbamoyl
chloride was added to a 20 mL GEI, solution of 3.04 g (20 mmol, 1 eq) of
dimethoxytoluene at RT. The mixture was stirred ¥6rmin. and 2.6 mL (22 mmol, 1.1 eq)
of tin tetrachloride (SnG) was then introduced dropwise at 0°C. After 2hredtux, the
reaction was quenched at 0°C with MHL,;and extracted twice with GE&l,. The combined
organic layers were then washed with HCI 1N anch theéh NaHCQs;: The organic layer
was dried over MgS®€ and concentrated under vacuum. The crude produas w
chromatographied on silicagel with a (8:2) mixtofecyclohexane/ethyl acetate (Cy/EtOAC)
to give 5.12 g (99%) of compoui&é.

'H RMN (300 MHz, CDC}) dppm :1.00 (t,J = 7.2 Hz, 3H, Ch), 1.23 (tJ = 7.1 Hz
3H, CHy), 2.13 (s, 3H, Ch), 3.15 (br d, 2H, Ch), 3.30 (br d, 2H, Ch), 3.75 (s, 3H, Ch),
3.81 (s, 3H, Ch), 6.62 (dJ = 8.5 Hz, 1H, CH}), 7.03 (dJ = 8.5 Hz, 1H, CH}).

¥C RMN (75 MHz, CDCJ) dppm : 9.0, 13.0, 14.1, 39.1, 43.2, 55.8, 61.7, 106.1,
120.0, 124.2, 125.1, 155.1, 159.2, 169.5.

IR : 3479, 2972, 2838, 1738, 1652, 1614, 1455, 13800,12223, 1109, 1021, 1000,
954, 809.

MS (E. I.) : m/z= 252 [M + HT,

Analysis calculated for &H>:1NO3: C, 66.91 ; H, 8.420btained :C, 66.84 ; H, 8.54.
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87 : tert-butyl(oxiran-2-yImethoxy)diphenylsilane

GioH240,Si
M = 312.48 g.mot
o, FTERr Rf = 0.74 (Cyclohexane/EtOAC — 80/20)
Uncolored oll.
Yield = 84 %

In a RB flask flushed with Argon, 258 mg (2 mmoQ.1 eq) of 4-
dimethylaminopyridine (DMAP) was added to a 20 minethylformamide (DMF) solution
of 2.03 g (21 mmol, 1.05 eq) of imidazole and 1n33 (20 mmol, 1.0 eq) of glycidol at RT.
2.6 mL (22 mmol, 1.1 eq) afbutyldiphénylchlorosilane (TBDPSCI) was then intodd
slowly at 0°C. After 1h30 at RT, the reaction wasigched at 0°C with water £§8) and
extracted twice with cyclohexane. The combined wigdayers were then washed with
NH4Clsa:and then with NaHC&,: The organic layer was dried over MgS#&hd concentrated
under vacuum. The crude product was chromatogrdpmesilicagel with a (95:5) mixture of
Cy/EtOAc to give 5.39 g (84%) of compou8d

'H RMN (300 MHz, CDC}) dppm :1.07 (s, 9H, 3 x Ck), 2.62 (ddJ=5.1 Hz etl =
2.7 Hz, 1H, CH), 2.76 (1 = 4.2, 1H, CH), 3.14 (m, 1H, CH), 3.72 (dbs 12.0 Hz el = 4.7
Hz, 1H, CH), 3.87 ( dd) = 12.0 Hz etl = 3.2 Hz, CH), 7.42 (m, 6H, Gk, 7.69 (m, 4H,
CHay).

13C RMN (75 MHz, CDCJ) dppm : 19.6, 27.1, 44.8, 52.6, 64.6, 128.1,130.0, 133.6,
136.0.

IR : 3050, 2930, 2894, 2858, 1472, 1428, 1113.cm

Analysis calculated for gH,40,Si: C, 73.03 ; H, 7.740btained :C, 72.91 ; H, 7.77.
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89 :6-(3-{[tert-butyl(diphenyl)silylloxy}-2-hydroxyprpyl)-N-

iIsopropyl-2.,4-dimethoxy-3-methylbenzamide

OMe O G1H4NOsSI
HJ\ M = 549.77 g.mot
MeO R = 0.29 (Cyclohexane/EtOAc — 70/30)
OH White powder. M= 90°C.
OTBDPS Yield = 64%

In a RB flask flushed with Argon, 6.1 mL (40 mmol2 eq) of
tetramethylehylenediamine (TMEDA) was added to @ 2Q tetrahydrofuran (THF) solution
of 4.74 g (20 mmol, 1 eq) of ami@& at RT. 33.9 mL (44 mmol, 2.2 eq) sécbutyllithium
(sBuLi 1.3 M in hexane) was then introduced dropwage-78°C. The mixture was then
stirred at -15 °C for 30 min. and recooled to -7&f@r the formation of the characteristic red
orthometallated intermediate. 6.28 g (20 mmol, Lafepoxide87 was then added dropwise
at -78°C and the media was warmed to -10 °C. Theumd was then allowed to warm slowly
to RT over 3h. The reaction was then quenched wih and extracted with EtOAc. The
combined organic layer was then washed with,GlE}; and then with NaHCg&,: The
organic layer was dried over Mg$@nd concentrated under vacuum. The crude prodast w
chromatographied on silicagel with a (70:30) migtaf Cy/EtOAc to give 6.98 g (64%) of

compoundd9.

'H RMN (300 MHz, CDC}) dppm :1.10 (s, 9H, 3 x Ck}, 1.24 (d,J = 6.8 Hz, 3H,
CHs), 1.26 (d,J = 6.8 Hz, 3H, CH), 2.10 (s, 3H, Ch), 2.86 (dd,J = 8.4 Hz et] = 13.5 Hz,
1H, CH), 2.97 (dd) = 3.6 Hz et) = 13.6 Hz, 1H, CH), 3.63 (dd,= 7.2 Hz et) = 9.9 Hz, 1H,
CH), 3.70 (s, 3H, Ch), 3.77 (s, 3H, Ch), 3.77-3.87 (m, 1H, CH), 4.75-4.80 (m, 1H, CH),
4.17-4.33 (m, 1H, b, 5.34 (d,J = 4.4 Hz, 1H, OH), 6.26 (dJ = 8 Hz, 1H, NH), 6.57 (s, 1H,
CHa), 7.3-7.48 (m, 6H, CK), 7.62-7.75 (m, 4H, CH).

13C RMN (75 MHz, CDCJ) dppm : 9.0, 19.7, 22.8, 23.0, 37.6, 42.2, 55.9, 62.1967.
73.3,104.0, 108.6, 118.3, 128.0, 130.0, 134.0,01387.8, 156.2, 159.6, 167.7

IR : 3265, 3073, 3052, 2959, 2858, 1632'cm

MS (ESI, positive mode.)m/z= 550 [M + HJ.

Analysis calculated for gH41NOsSi: C, 69.91 ; H, 7.880btained :C, 70.04 ; H,
7.87.
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90 : 3-({[tert-butyl(diphenylsilylJoxy}methyl)-6,8-dimethoxy-7-
methyl-3,4-dihydrot H-isochromen-1-one

GoH340sSi
OMe O M = 490.66 g.mot
o R = 0.74 (Cyclohexane/EtOAc — 70/30)
MeO OTBDPS White powder. = 114°C.

Yield = 96 %

In a RB flask flushed with Argon, 5.26 g (22 mm®leq) of camphorsulfonic acid
(CSA) was added to a 200 mL toluene solution ofg(@1 mmol, 1 eq) of compour89 at
RT. After 2h at reflux, the reaction was quenche®a with NaHCQg,:and extracted with
diethylether (E{O). The organic layer was then washed with 8k, and then with a
saturated solution of sodium chloride (N&ag:l The organic layer was dried over MgSand
concentrated under vacuum. The crude product wesmatiographied on silicagel using a
(8:2) mixture of Cy/EtOAc to give 3.17 g (96%) afmpoundd0.

'H RMN (300 MHz, CDC4) dppm : 1.07 (s, 9H, 3 x CBJ, 2.13 (s, 3H, Ch), 2.94
(dd,J = 16.0 Hz et 3.2 Hz, 1H, CH), 3.09 (dts 16.0 Hz etl = 7.9 Hz, 1H, CH), 3.83 (dd, J
= 8.2 Hz et J = 15 Hz, 1H, CH), 3.83 (s, 3H,4518.89 (s, 3H, Ch), 3.92 (dd, J = 5.4 Hz et J
= 15 Hz, 1H, CH), 4.42-4.52 (m, 1H, CH), 6.49 (8, CHy), 7.31-7.48 (m, 6H, CY), 7.63-
7.69 (m, 4H, CH)

¥C RMN (75 MHz, CDCJ) dppm : 8.8, 19.5, 27.0, 31.6, 56.0, 61.7, 65.1, 105.0,
111.1, 120.6, 128.00, 128.02, 130.1, 133.1, 133813,76, 135.82, 140.1, 161.6, 162.2, 162.6.,

IR : 3057, 3012, 2961, 2931, 2857, 1723, 1599, 14626,18244, 1133, 1114, 734,
703 cm'.

MS (ESI, positive mode.)m/z= 491 [M + HJ

Analysis calculated for ggH3,05Si: C, 70.99 ; H, 6.980btained :C, 69.35 ; H, 6.56.

158



91 : 3-({[tert-butyl(diphenylsilylJoxy}methyl)-6,8-dimethoxy-7-
methyl-3,4-dihydrotH-isochromen-1-ol

GoH360sSi
OMe OH M = 492.68 g.mot
© R = 0.74 (Cyclohexane/EtOAc — 70/30)
OTBDPS :
MeO White powder. M= 107°C.
Yield =93 %

In a RB flask flushed with Argon, 5.46 mL (8.2 mimb.3 eq) of diisobutylaluminium
hydride (DIBAL-H) was added at -78°C to a 150 mlueme solution of 3.09 g (3.1 mmol, 1
eq) of compoun®O0. After 1h , the reaction was quenched at -78°Q w#fO and extracted
with EtOAc. The organic layer was then washed wWitH,Clsy; and then with a saturated
solution of sodium chloride (Nag). The organic layer was dried over MgsS@nd
concentrated under vacuum. The crude product wesmatiographied on silicagel using a
(85:15) mixture of Cy/EtOAc to give 2.88 g (93%)aafmpound1.

'H RMN (300 MHz, CDC}) dppm : 1.09 (s, 9H, 3 x ChJ, 2.13 (s, 3H, Ch), 2.63-
2.81 (m, 2H, CH), 3.72-3.92 (m, 8H, CHCH3;-CH,), 4.37-4.49 (m, 1H, CH), 6.15 (s, 1H,
CH), 6.42 (s, 1H, CH), 7.32-7.49 (m, 6H, Ck), 7.61-7.79 (m, 4H, CH.

13%C RMN (75 MHz, CDCY) dppm :9.7, 20.1, 27.7, 31.2, 56.4, 62.1, 67.5, 68.08,89.
106.8, 118.5, 121.6, 128.4, 130.4, 133.5, 134.8,41357.4, 159.5.

IR : 3392 (OH), 3071, 2930, 2856, 1720, 1612, 15985b46",

MS (ESI, positive mode.)m/z= 475 [M - HOJ".

Analysis calculated for gH3s0sSi: C, 70.70 ; H, 7.3Mbtained :C, 70.79 ; H, 7.06.
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96 : 3-({[tert-butyl(diphenyl)silylloxy}methyl)-1,6-dimethoxy-7-
methyl-3,4-dihydrotH-isochromen-8-ol

GoH360sSi
OH OMe M = 492.68 g.mot
o} R = 0.74 (Cyclohexane/EtOAc — 70/30)
MeO OTBDPS Uncolored oll
Yield = 50 %

In a RB flask flushed with Argon, 0.5 mL (0.5 mm@l5 eq) of boron trichloride
(BCl3 1 M in hexan) was added at -10°C to a 5 mL,Cl solution of 100 mg (0.2 mmol, 1
eq) of compoun®1. After 30 min., the reaction was quenched at -1@fth NaHCQs;:and
extracted with CHCI,. The organic layer was then washed with /8K, and then with a
saturated solution of sodium chloride (N&ag:l The organic layer was dried over MgSand
concentrated under vacuum. The crude product wasmatographied on silica gel using a
(90:10) mixture of Cy/EtOAc to give 50 mg (50%)aafmpouncd6.

'H RMN (300 MHz, CDC§) dppm : 1.12 (s, 9H, 3 x CH}, 2.07 (s, 3H, Ch), 2.81
(dd,J = 16.4 Hz et 3.5 Hz, 1H, G} 2.99 (dd,J =16.2Hz et) = 12.0 Hz, 1H, Ch), 3.51 (s,
3H, CHy), 3.8 (s, 3H, Ch), 3.85-3.96 (m, 1H, Ch), 4.03 (dd,) = 4Hz et] = 12Hz, 1H, CHj),
4.69-4.81 (m, 1H, CH), 6.29 (s,1H, CH), 6.43 (s, Ty, 7.32-7.46 (m, 6H, Ck), 7.70-
7.85 (m, 4H, CH)

3¢ RMN (75 MHz, CDCY) dppm : 9.3, 19.7, 27.2, 30.8, 55.9, 61.2, 67.2, 67.32,89.
106.3, 117.6, 120.3, 128.0, 129.9, 133.7, 133.6,0,357.1, 158.8.

97 :tert-butyl(diphenyD[(1,6,8-trimethoxy-7-methyl-3,4-didyo-1H-

isochromen-3-ylYmethoxylsilane

GoH3g0sSi
OMe OMe M = 506.71 g.mot
0 R = 0.75 (Cyclohexane/EtOAc — 75/25)
MeO OTBDPS Uncolored oll
Yield = 90%
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Two experimental procedures for the transacetalisan of the compound 91 :

In a RB flask flushed with Argon, 0.5 mL (6 mmé6leq) of HCI (37% in water) was
added at 0°C to a 10 mL MeOH solution of 490 mgn(hol, 1 eq) of compoun®l. After 10
min., the reaction was quenched at RT with NakG@nd extracted with EtOAc. The
organic layer was then washed with )}HL;: and then with a saturated solution of sodium
chloride (NaCla). The organic layer was dried over MgsS&hd concentrated under vacuum.
455 mg (90%) of compour@l7 was obtained without further purification.

In a RB flask flushed with Argon, 7.85 g (33 mmdleq) of CSA was added at 0°C to
a 150 mL MeOH solution of 8.08 mg (17 mmol, 1 egompound91. After 10 min., the
reaction was quenched at RT with@Hand extracted with ED. The organic layer was then
washed with NaHC@and then with a saturated solution of sodium datiofNaCl,). The
organic layer was dried over Mgg@nd concentrated under vacuum. 8.370 g (100%) of

compound6 was obtained without further purification.

'H RMN (300 MHz, CDC}) dppm : 1.07 (s, 9H, 3 x CH}, 2.10 (s, 3H, Ck), 2.57-
2.66 (M, 2H, CH), 3.53 (s, 3H, Ch), 3.71-3.88 (m, 8H, 2 x G4kt CH), 4.30-4.37 (m, 1H,
CH), 5.62 (s, 1H, CH), 6.36 (s, 1H, GH 7.37-7.43 (m, 6H, Ci), 7.66-7.75 (m, 4H, CH).

100 : (1,6,8-trimethoxy-7-methyl-3,4-dihydrbH-isochromen-3-

yl)methanol
G4H2005
OMe OMe M = 268.31 g.mot
o R = Unstable on silicagel
MeO OH Uncolored oll.

Quantitative conversion

In a RB flask flushed with Argon, 5.52 g (18 mmal,eq) oft-butylammonium
fluoride trihydrate (TBAF) was added at RT to a 200 THF solution of 4.43 g (9 mmol, 1
eq) of compoun®l. After 40 min., the reaction was quenched at Rih\WwkO and extracted
with EO. The organic layer was then washed with NaQlhe organic layer was dried over
MgSQO, and concentrated under vacuum. 100% conversiaoropound1 to the compound
100 was observed in NMR. The compoud@0 was then pivaloylated without further

purification due to instability on silica gel.
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'H RMN (300 MHz, CDC4) dppm : 2.12 (s, 3H, Ch), 2.54 (dd,J =3.6 Hz etJ =
16.5 Hz, 1H, CH), 2.78 (dd,=11.4 Hz etl = 16.2 Hz, 1H, CH), 3.56 (s, 3H, GH3.68-3.87
(m, 2H, CH), 3.78 (s, 3H, Ch), 3.80 (s, 3H, CH), 4.31 (m, 1H, CH), 5.64 (s,1H, CH), 6.39
(s, 1H, CH).

101 : (1,6,8-trimethoxy-7-methyl-3,4-dihydrbH(-isochromen-3-
yl)methyl pivalate

GoH260s
OMe OMe
M = 352.42 g.mot
0
o \[H< R = 65 % (Cyclohexane/EtOAc — 70/30)
MeO
o White powder. M= 78°C.

Yield = 78 % (2 steps).

In a RB flask flushed with Argon, 2.16 mL (21.9 min2.5 eq) of triethylamine (Ell)
and 106 mg (0.88 mmol, 0.1 eq) of DMAP were add€dr@ to a 150 mL CkClI, solution of
2.35 g (8.8 mmol, 1 eq) of compoud@0. 2.16 mL (17.6 mmol, 2 é€q) of pivaloyl chloride
(PivCl) was then added at 0°C and the mixture atlbwo warm to RT. After 12h, the reaction
was quenched at RT with,® and extracted with Gi€l,. The organic layer was washed with
NH4Clss: and and then with NaHGEQ: The organic layer was dried over MgS@nd
concentrated under vacuum. The crude product wasmatiographied on silica gel using a
(90:10) mixture of Cy/EtOAc to give 2.40 g (78%)anfumpondLOl1in two steps

'H RMN (300 MHz, CDC}) dppm : 1.25 (s, 9H, 3 x Ch), 2.11 (s, 3H, Ch), 2.57
(dd,J =3.8 Hz et) = 16.2 Hz, 1H, CH), 2.71 (dd,=11.7 Hz et = 16.2 Hz, 1H, CH), 3.56 (s,
3H, CHg), 3.78 (s, 3H, Ch), 3.80 (s, 3H, Ch), 4.20 (ddJ = 6.8 Hz etl = 11.7 Hz ,1H, CH),
4.26 (dd,J =3.8 Hz et) = 11.7 Hz, 1H, CH), 4.31 (m, 1H, CH), 5.62 (s,1tH), 6.39 (s, 1H,
CH).

13C RMN (75 MHz, CDC{) dppm : 8.8, 27.2, 29.7, 38.8, 54.9, 55.6, 61.1, 64.85 66.
95.7, 105.7, 118.0, 120.1, 131.8, 156.7, 158.8,4.7

IR : 2958, 2935, 1730, 1611, 1590, 1480, 1464, 142831B%32, 1285, 1164 ,1128,
1108, 1048, 1004, 960, 821, 704 tm
MS (ESI, positive mode.)m/z= 351 [M - OMe]J.
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104 : 3-(2-formyl-3-hydroxy-5-methoxy-4-methylphenyl)-2-

hydroxypropyl pivalate.

S G7H2406
HO H M = 324.37 g.mot
R = 0.55 (Cyclohexane/EtOAc — 40/60)

MeO HO o% Uncolored oil.

O 70 % conversion.

In a RB flask flushed with Argon, 370 mg (3 mm®8leq) of aluminium trichloride
(AICI3) was added at RT to a 20 mL g, solution of 100 mg (0.3 mmol, 1 eq) of
compoundl0l The mixture was then heated at solvent refluxeAL2h, the reaction was
guenched at RT with HCI 1N and extracted with,CH. The organic layer was washed with
NaHCGO;so:and then with NaGl: The organic layer was dried over MgsS&hd concentrated
under vacuum. The crude product was chromatogrdpriesilica gel using a (80:20) mixture
of Cy/EtOAc to give 82 mg (90%) of the compout@y.

'H RMN (300 MHz, CDC}) dppm :1.23 (s, 9H, 3 x Ch), 2.03 (s, 3H, 3kb), 3.05 (d,
J=5.7H, 2H, CH), 3.88 (s, 3H, Ch), 4.01-4.12 (m, 2H, C}), 4.17-4.24 (m, 1H, CH), 6.31
(s, 1H, CH), 10.13 (s,1H, CH), 12.49 (s, 1HH)0

13C RMN (75 MHz, CDCJ) dppm : 8.0, 28.0, 36.8, 40.1, 57.3, 68.7, 71.9, 107.4,
112.4, 115.2, 144.8, 163.9, 165.5, 179.5, 196.5.

IR : 3456, 2962, 1731, 1627, 1462, 1285, 1254, 1146, BZAcni.

105 : 3-(2-formyl-3,5-dihydroxy-4-methylphenyl)-2-hydregropyl
pivalate

GieH2206

0
HQ H M = 310.34 g.mc}
R = 0.40 (Cyclohexane/EtOAc — 40/60)
HO HO o%
0

White powder. M (degradation 250 °C).
Yield = 2 %.
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Isolated along with the compou@@4to give 1.5 mg (2%) of the compoum@s.

'H RMN (300 MHz, CDC#) dppm :1.12 (s, 9H, 3 x ChJ, 1.91 (s, 3H, Ch), 2.86 (d,
J=6.4Hz, 2H, Ch), 3.88 — 4.01 (m, 3H, CH-CH 6.15 (s, 1H, CH), 7.41 (s, 1HHD, 9.97
(s,1H, CH), 12.64 (s, 1H, CH).

13C RMN (75 MHz, CDC}) dppm : 7.0, 27.1, 35.3, 38.8, 67.3, 70.6, 110.0, 110.4,
112.8, 141.3, 162.1, 164.1, 178.4, 193.5.

IR : 3154, 2970, 2886, 1701, 1622, 1293, 1251, 1184311095 crit.

Analysis calculated for gH2:,06: C, 64.75 ; H, 8.010btained :C, 64.61 ; H, 8.15.

106 :[7-(dichloromethyl)-7-methyl-6,8-dioxo0-4.,6,7 ,84tehydro3H-
isochromen-3-yllmetylpivalate

G7H20Cl20s
5 M = 375.24 g.mct
Clecm R = 0.52 (Cyclohexane/EtOAC — 70/30)
G OPiv Orange oil.
Yield = 38 %.

In a RB flask flushed with Argon, 370 mg (3 mm@leq) of AICk was added at RT to
a 20 mL chloroform (CHG) solution of 100 mg (0.3 mmol, 1 eq) of compour@l. The
mixture was then heated to the solvent reflux. Aft2h, the reaction was quenched at RT
with HCI 1N and extracted with C&l,. The organic layer was washed with NaHcEand
then with NaCl,: The organic layer was dried over MgSé&nd concentrated under vacuum.
A complete conversion into two diastereomers (##53) was observed in NMR of the
crude. The crude product was chromatographied lica gjel using a (80:20) mixture of
Cy/EtOAc to give only 40 mg (38%) of the secondstkaomer of the compourid6.

'H RMN (300 MHz, CDC}) dppm : 1.22 (s, 9H, 3 x C}J, 1.48 (s, 3H, CH), 2.78-
2.82 (m, 2H, CH), 4.31 (ddJ = 5.4 Hz et) = 12.4 Hz, 1H, CH), 4.38 (dd,= 3.6 Hz et) =
12.3 Hz, 1H, CH), 4.50 (m, 1H, CH), 5.85 (s,1H, CBI1L5 (s, 1H, CH), 7.89 (s, 1H, CH).

13%C RMN (75 MHz, CDCJ) dppm : 21.45, 27.5, 30.1, 39.3, 64.1, 65.6, 74.8, 76.3,
111.8, 118.8, 146.3, 160.7, 178.4, 193.4, 195.2.
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IR : 3448, 2974, 1732, 1693, 1648, 1621, 1556, 14882,14415, 1370, 1319, 1282,
1230, 1154 cr.
MS (APCI, negative mode)m/z= 393 [M + HO0]".

107 : (6,8-dimethoxy-7-methyl-1-0x0-3,4-dihydddH-isochromen-
3-vlimethyl pivalate

GgH240s
oMe O M = 336.38 g.mo}
o o o R = 0.67 (Cyclohexane/EtOAc — 60/40)
MeO ;/Q White powder. M= 152°C.
Yield = 64 % (2 étapes).

In a RB flask flushed with Argon, 5.17 g (16.4 moeq) of TBAF was added at RT
to a 100 mL THF solution of 1.61 g (3.3 mmol, 1 @f)compound90. After 1h30, the
reaction was quenched at RT with@Hand extracted with ED. The organic layer was then
washed with NaGl. The organic layer was dried over MgS@nd concentrated under
vacuum. 100% of deprotected compound was observ&MR. The deprotected compound
was then pivaloylated without further purificatidane to a difficult purification on silica gel
(as for compound00).

In a RB flask flushed with Argon, 3.51 mL (25 mm®l5 eq) of BN and 40 mg (0.33
mmol, 0.1 eq) of DMAP were added at 0°C to a 50@H,Cl; solution of 970 mg (3.3 mmol,
1 eq) of alcooll00. 1.66 mL (13.2 mmol, 4 éq) of PivCl was then adaed°C and the
mixture allowed to warm to RT. After 1h, the reantiwas quenched at RT with,® and
extracted with ChICl,. The organic layer was washed with MHL,;and then with NaHC&x;
The organic layer was dried over Mg&ahd concentrated under vacuum. The crude product
was chromatographied on silica gel using a (80raXture of Cy/EtOAc to give 780 mg

(64%) of compound 07 over two steps

'H RMN (300 MHz, CDC}) dppm : 1.23 (s, 9H, 3 x Ch), 2.13 (s, 3H, Ch), 2.83
(dd,J =3 Hz et = 15.8 Hz, 1H, CH), 3.02 (dd,=11.7 Hz et] = 15.8 Hz, 1H, CH), 3.85 (s,
3H, CHs), 3.88 (s, 3H, Ch), 4.28 (ddJ = 4.5 Hz el = 12 Hz ,1H, CH), 4.36 (dd,= 5.3 Hz
etd = 12 Hz, 1H, CH), 4.62 (m, 1H, CH), 6.47 (s,1H, §H
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13C RMN (75 MHz, CDCJ) dppm :8.9, 27.5, 31.6, 39.2, 56.2, 61.9, 65.1, 75.2,0,05
111.0, 121.0, 139.6, 161.8, 162.0, 162.9, 178.6.

IR : 2971, 2360, 1725, 1458, 1245, 1147tm

MS (ESI, positive mode.)m/z= 337 [M + HJ.

Analysis calculated for gH»405: C, 64.27 ; H, 7.190btained :C, 64.46 ; H, 7.31.

108 :(6,8-dihydroxy-7-methyl-1-0x0-3,4-dihydrbH-isochromen-3-
yl)methyl pivalate

GeH200s
OH O
M = 308.33 g.mot
o)
o. .0 R = 0.42 (Cyclohexane/EtOAc — 60/40)
HO ;/Q White powder. M= 137°C.
Yield = 80 %.

In a RB flask flushed with Argon, 2.11 g (16 mmbQ, eq) of AIC} was added at RT
to a 20 mL CHCI; solution of 560 mg (1.60 mmol, 1 eq) of compol@d. The mixture was
then heated to the solvent reflux. After 16h, teaction was quenched at RT with HCI 1N
and extracted with 40 mL of EtOAc. The aqueousrayas then extracted twice with ethyl
acetate. The combined organic layer was then dmed MgSQ and concentrated under
vacuum. The crude product was chromatographiedilma gel using a (70:30) mixture of
Cy/EtOAc to give 440 mg (79%) of the compout@B.

'H RMN (300 MHz, CDC}) dppm :1.22 (s, 9H, 3 x Ch), 2.12 (s, 3H, Ch), 2.82
(dd,J =3.6 Hz et] = 16 Hz, 1H, CH), 3.00 (dd,=11.5 Hz etl = 15.9 Hz, 1H, CH), 4.34 (4,
= 4 Hz, 2H, CH), 4.72 (m, 1H, CH), 5.26 (s, 1H,H), 6.22 (s,1H, CH), 11.36 (s, 1H, @).

3C RMN (75 MHz, CDCJ) dppm : 7.0, 27.1, 35.3, 38.8, 67.3, 70.6, 110.0, 110.4,
112.8, 141.3, 162.2, 164.1, 178.4, 193.5.

IR : 3347, 2973, 2360, 1732, 1626, 1511, 1435, 13729,18477, 1156, 1110 ¢

MS (ESI, negative mode.)m/z= 421 [M — H + TFA].

Analysis calculated for gH»0O0s: C, 62.33 ; H, 6.540btained :C, 62.65 ; H, 6.26.
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112 : 7-hydroxy-3,7-dimethyl-3H-isochromene-6,8{#H)-dione

G 1H1204 2 diastereomers 50/50

o) M = 208.21 g.mot
Hom R = 0.24 (Cyclohexane/EtOAc — 40/60)
0 Uncolored oil.
Yield = 67 %.

In a RB flask flushed with Argon, 0.45 mL (6.1 mimd eq) of trifluoroacetic acid
(TFA) and 0.95 g (3.4 mmol, 4 eq) of IBX were add¢dRT to a 10 mL CkCl, solution of
253 mg (0.9 mmol, 1 eq) of compouhdl8 After 3h at RT, the media was filtered to separat
the IBX residu and the filtrate was evaporated. Ghele was then diluated with @El, and
chromatographied on silica gel using a gradiermn(fi80:20 to 40:60) mixture of Cy/EtOAc

to give 118 mg (67%) of compourdd 2 as a mixture of diastereomers.

'H RMN (300MHz, CDC}) é ppm :1,46-1.53 (m, 6H, Ck), 2,59-2.82 (m, 2H, C}),
3.76 (se, 1H, OH), 4.36-4.43 (m, 1H, CH), 5.76 113, CH), 7.83 (s, 1H, CH).

3C RMN (300MHz, CDCJ) ¢ ppm :20.1, 20.2, 28.9, 29.2, 35.0, 35.1, 75.39, 75.40,
83.2,83.4,110.9, 115.9, 116.4, 147.2, 147.6,7,6(05.2, 195.6, 197.5 197.0.

IR : 3445, 2981, 2359, 1703, 1660, 1615, 1567, 1455%,1P740, 1101 cih

MS (ESI, positive mode.)m/z= 209 [M + HJ (55), 226 [M + HO]* (100).

Analysis calculated for @H1,0,: C, 63.45 ; H, 5.810btained :C, 63.12 ; H, 5.74.

113 : 6-(2-hydroxypropyl)N-isopropyl-2,4-dimethoxy-3-
methylbenzamide

GeH2sNO4
OMe O
j\ M = 295.37 g.mot
N
H R = 0.39 (Cyclohexane/EtOAc — 50/50)
MeO .

White powder. M= 154°C.

o Yield = 82 %.
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In a RB flask flushed with Argon, 6.1 mL (40 mm2leq) of TMEDA was added to a
200 mL tetrahydrofuran (THF) solution of 4.74 g (@®nol, 1 eq) of compoun8&4 at RT.
33.9 mL (44 mmol, 2.2 eq) dfbutyllithium (t-BuLi 1.3 M in hexane) was then introduced
dropwise at -78°C. The mixture was then stirreellat°C for 30 min. and recooled to -78°C
after the formation of the characteristic red ontietallated intermediate. 1.43 mL (20 mmol,
1 eq) of propylene oxyde was then added dropwisé8aC and the media was warmed to -10
°C. The mixture was then allowed to warm slowh0f& over 1h30 and a second equivalent
of propylene oxyde was introduced. The mixture thas allowed to warm slowly to RT over
1h30. The reaction was then quenched wit lnd extracted with EtOAc. The combined
organic layers were then washed with /i, and then with NaHC&),: The organic layer
was dried over MgS® and concentrated under vacuum. The crude produas w
chromatographied on silicagel with a (70:30) migtwf Cy/EtOAc to give 5.9 g (82%) of
compoundl13

'H RMN (300 MHz, CDC}) dppm :1.22-1.31 (m, 9H, 3 x C#) 2.10 (s, 3H, Ch),
2.71 (dd,J = 8.4 Hz et) = 13.5 Hz, 1H, CH), 2.80 (dd,= 3.6 Hz et] = 13.6 Hz, 1H, CH),
3.70 (s, 3H, CH), 3.83 (s, 3H, Ch), 3.99 (brs, 1H, CH), 4.17-4.33 (m, 1H, CH), 4(881H,
O-H), 6.26 (dJ = 8 Hz, 1H, N-H), 6.57 (s, 1H, GhL.

13C RMN (75 MHz, CDCY) dppm : 8.9, 22.7, 23.0, 24.7, 42.2, 43.1, 55.9, 62.10,69.
108.6, 118.3, 123.2, 138.2, 156.2, 159.5, 167.7

IR : 3271, 2968, 1633, 1604, 1605, 1574, 1538, 14562, 14329, 1185, 1124 ¢

MS (ESI, positive mode.)m/z= 296 [M + HJ.

Analysis calculated for gHsNO,4: C, 65.06 ; H, 8.530btained :C, 64.97 ; H, 8.99.

114 :6,8-dimethoxy-3,7-dimethyl-3,4-dihydrbH-isochromen-1-one

G3H1604
>~ o M = 236.26 g.mot
m R = 0.76 (Cyclohexane/EtOAc — 50/50)
o White powder. M= 128°C.
Yield = 92 %.
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In a RB flask flushed with Argon, 3.68 g (15.4 mpiol eq) of camphorsulfonic acid
(CSA) was added to a 150 mL toluene solution ofgs(@1 mmol, 1 eq) of compourid 3 at
RT. After 2h under reflux, the reaction was quenche RT with NaHCG@,;: and extracted
with diethylether (EtOAc). The organic layer wasrhwvashed with NaHC£);and then with
NH4Clsa: The organic layer was dried over MgsSénd concentrated under vacuum. The

crude product was finally precipitate in cyclohegda give 3.02 g (92%) of compoutd4

'H RMN (300 MHz, CDC#) dppm : 1.47 (d, J = 6Hz, 3H, G} 2.13 (s, 3H, Ch),
2.71 (dd,J = 3.4 Hz et) = 15.8 Hz, 1H, CH), 2.80 (dd,= 10.6 Hz etl = 16.2 Hz, 1H, CH),
3.85 (s, 3H, Ch), 3.87 (s, 3H, Ck), 4.48-4.59 (m, 1H, CH), 6.44 (s, 1H, CH).

3C RMN (75 MHz, CDC}) dppm : 8.6, 20.8, 36.4, 55.8, 61.6, 73.9, 104.6, 110.7,
120.3, 140.4, 161.4, 162.4, 162.8.

IR : 2972, 1714, 1600, 1456, 1248, 1222, 1007cm

MS (ESI, positive mode)m/z= 237 [M + HT.

Analysis calculated for &H1604: C, 66.09 ; H, 6.830btained :C, 65.67 ; H, 7.21.

115 :6,8-dihydroxy-3,7-dimethyl-3,4-dihydrbH-isochromen-1-one

G1H1204
OH O M = 208.21 g.mot
m R = 0.4 (Cyclohexane/EtOAc — 60/40)
HO White powder. M= 191°C.
Yield = 100 %.

In a RB flask flushed with Argon, 17.33 g (130 mpi® eq) of AICk was added at
RT to a 200 mL CKLCI; solution of 3.02 g (13 mmol, 1 eq) of compout@’. The mixture
was then heated to the solvent reflux. After 16, teaction was quenched at RT with HCI
1IN and extracted with 400 mL of EtOAc. The aquelaygr was then extracted twice with
ethyl acetate. The combined organic layer was thien over MgS@and concentrated under
vacuum. The crude product was finally precipitated mL of CHCI, to give 2.70 g (100%)
of compoundL15.

'H RMN (300MHz, CDC4) é ppm : 1.24 (d,J = 6.27 Hz, 3H, CH), 2.12 (s, 3H,
CHa), 2.80-2.85 (m, 2H, C}), 4.60-4.71 (m, 1H, CH), 5.43 (s, 1H, OH), 6.201(H, CH,),
11.48 (s, 1H, OH).
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3C RMN (75MHz, CDC}) é ppm : 7.7, 21.1, 34.9, 76.0, 101.8, 105.9, 110.9, 138.4,
160.3, 162.6, 170.6.

IR : 3166, 1614, 1506, 1436, 1378, 1312, 1263, 1114, B2B, 698, 590 cih

Analysis calculated for ¢H1,0,: C, 63.45 ; H, 5.810btained :C, 62.79 ; H, 5.39.

116 : 8-hydroxy-6-(methoxymethoxy)-3,7-dimethyl-3,4-ddrg-1H-
iIsochromen-1-one

Gi3H160s
M = 252.26 g.mot

OH O
m R = 0.75 (Cyclohexane/EtOAC — 50/50)
~0" 0 White powder. M= 80°C.

Yield = 100 %.

In a RB flask flushed with Argon, 0.51 mL (5.2 mimé eq) of EfN and 1.90 mL (4
mmol, 3 eq) of methoxymethyle chloride (MOM-CI, R11n toluene) were added at RT to a
20 mL THF solution of 267 mg (1.3 mmol, 1 eq) ohgqmwundl15 After 2h, the reaction was
guenched at RT with N{€lsy; and extracted with EtOAc. The aqueous layer was th
extracted twice with ethyl acetate. The combineghnoic layers were then dried over MgSO
and concentrated under vacuum. The crude produtiv@matographied on silicagel with a
(75:25) mixture of Cy/EtOAc to give 326 mg (100%)compoundl16.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.49 (dJ = 6.3 Hz, 3H, CH), 2.11 (s, 3H, Ch),
2.81-2.87 (m, 2H, C}), 3.48 (s, 3H, Ch), 4.62-4.69 (m, 1H, CH), 6.45 (s, 1H, gH11.35
(s, 1H, OH).

3C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm : 8.2, 21.1, 35.2, 56.6, 76.0, 94.3, 102.7, 104.1,
113.3,138.2, 161.1, 161.8, 170.5.

IR : 2932, 1663, 1585, 1508, 1428, 137, 1318, 1287, ,1PB&6, 1123, 1058, 971,
931, 801 crit.

Analysis calculated &H1605: C, 61.90 ; H, 6.3%0btained :C, 61.71 ; H, 6.58.
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117 : 6,8-bis(methoxymethoxy)-3,7-dimethyl-3,4-dihydrbB-1
iIsochromen-1-one

GisH200s
o
L M = 296.32 g.mot
o 0 R = 0.55 (Cyclohexane/EtOAc — 50/50)
m White powder. M= 57°C.
NN
o_0 Yield = 98 %.

In a RB flask flushed with Argon, 660 mg (65 mm®bleq) of sodium hydride (NaH,
95%) and 14.8 mL (31 mmol, 3 eq) of MOM-CI (2.1Mtoluene) were added at RT to a 250
mL THF solution of 2.6 g (12.7 mmol, 1 eq) of compd 115 After 2h, the reaction was
guenched at RT with Ni&ls5; and extracted with EtOAc. The aqueous layer was th
extracted twice with ethyl acetate. The combineghnoic layers were then dried over MgSO
and concentrated under vacuum. The crude produxtiv@matographied on silicagel with a
(65:35) mixture of Cy/EtOAc to give 3.08 g (98%)anfmpoundL17.

'H RMN (300MHz, CDC4) é ppm :1.46 (d,J = 6,4 Hz, 3H, CH), 2.20 (s, 3H, Ch),
2.84 (m, 2H, CH), 3.48 (s, 3H, Ch), 3.60 (s, 3H, Ch), 4.54 (m, 1H, CH), 5.06 (dd,= 6.7
Hz, 1H, CH), 5.13 (ddJ = 6.7 Hz, 1H, CH), 5.20 (dd,= 6.8 Hz, 2H, CH), 5.26 (ddJ = 6.8
Hz, 2H, CH), 6.70 (s, 1H, CH)).

13C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm: 9.8, 21.0, 36.5, 56.7, 57.9, 74.4, 94.4, 101.7,
108.1, 111.5, 121.6, 140.4, 159.6, 160.1, 163.5.

IR : 2975, 2932, 1715, 1600, 1248, 1160, 1130, 1058, 928, 900.

MS (ESI, positive mode) m/z= 297 [M + HJ (50), 614 [2M + Na](100).

Analysis calculated for gH2Os: C, 60.80 ; H, 6.800btained :C, 60.79 ; H, 6.93.

118 : 6,8-bis(methoxymethoxy)-3,7-dimethyl-3.,4-dihydrb-1
iIsochromen-1-one

— GisH2206
o}
§ M = 298.32 g.mot
O OH
R = 0.55 (Cyclohexane/EtOAc — 50/50)
m White powder. M= 96°C.
\O/\O
Yield = 98 %.
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In a RB flask flushed with Argon, 3.1 mL (2.6 mmal3 eq) DIBAL-H (0.87 M in
toluene) was added at -78°C to a 50 mL toluenetisolof 588 mg (2 mmol, 1 eq) of
compoundl17?. After 1h, the reaction was quenched at -78°C Wid and extracted with
EtOAc. The organic layer was then washed with HGNOand then with a saturated solution
of sodium chloride (NaGl). The organic layer was dried over MgsSénd concentrated

under vacuum. 2.88 g (100%) of compouri® was obtained without further purification.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm : 1.34 (d,J = 6,21 Hz, 3H, CH3), 2.14 (s, 3H,
CH3), 2.61 (m, 2H, Ch), 3.47 (s, 3H, Ch), 3.61 (s, 3H, Ch), 3.63 (d,J = 2.8 Hz, OH),
4.40-4.47 (s, 1H, CH), 5.03 (dd= 2.5 Hz, 2H, CH)), 5.18 (s, 2H, Ch), 5.17 (dJ = 2.85 Hz,
1H, CH), 6.65 (s, 1H, CH.

%C RMN (75MHz, CDC}) é ppm: 10.2, 21.6, 35.8, 56.4, 57.8, 63.2, 89.3, 94.8,
100.2, 110.13, 118.8, 123.3, 133.5, 154.8, 156.4.

IR : 3324, 29.., 1714, 1593, 1446, 1393, 1320, 1207811520, 1053, 992 ch

MS (ESI, positive mode)m/z= 281 [M —HO + HJ".

Analysis calculated for gH2,0s: C, 60.39 ; H, 7.430btained :C, 60.31 ; H, 7.09.

152 : 6-{[tert-butyl(dimethyl)silylJoxy}-8-hydroxy-3,7-dimethyl-
3,4-dihydroiH-isochromen-1-one

GH2604Si
OH O M = 322.47 g.mot
m K = 0.32 (Cyclohexane/EtOAC — 80/20)
TBDMSO White powder. M= 84°C.
Yield = 97 %.

In a RB flask flushed with Argon, 4.3 mL (25 mm®l.eq) of diisopropylethylamine
(DIEA) and 0.8 g (4 mmol, 3 eq) tfbutyldimethylsilyl chloride (TBDMSCI) were added at
RT to a 50 mL THF solution of 1.04 g (5 mmol, 1 exf)compoundll15 After 2h, the
reaction was quenched at RT with MHL,:and extracted with EtOAc. The aqueous layer was
then extracted twice with ethyl acetate. The comdbinrganic layers were then dried over
MgSO, and concentrated under vacuum. The crude prodas ehromatographied on
silicagel with a (8:2) mixture of Cy/EtOAc to givie56 g (97%) of compountb2
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'H RMN (300MHz, CDCH4) 6 ppm :0.22 (s, 6H, 2 x Ch), 0.98 (s, 9H, 3 x C), 1.45
(d,J =6.2 Hz, 3H, CH), 2.04 (s, 3H, Ch), 2.75-2.87 (m, 2H, C}, 4.55-4.67 (m, 1H, CH),
6.13 (s, 1H, CH}), 11.35 (s, 1H, @).

13C RMN (75 MHz, CDC)) dppm : -3.6, 8.8, 18.5, 20.9, 25.8, 34.8, 75.8, 102.0,
109.3, 115.2, 137.5, 160.4, 162.4, 170.4.

IR : 2957, 2931, 2897, 2860, 1667, 1625, 1580, 1511414265, 1317, 1285, 1263,
1170, 1127, 1048, 863, 844, 813.8, 803, 783.cm

MS (ESI, negative mode.)m/z= 321 [M - H]J.

Analysis calculated for &H,604Si: C, 63.32 ; H, 8.130btained :C, 63.28 ; H, 8.05.

153 : 6-{[tert-butyl(dimethyl)silylloxy}-8-(methoxymethoxy)-3,7-
dimethyl-3,4-dihydrotH-isochromen-1-one

GoH3005Si
~o
L M = 366.52 g.mot
o 0 R = 0.32 (Cyclohexane/EtOAc — 80/20)
j@ijo\ White powder. M= 80°C.
TBDMSO Yield = 92 %.

In a RB flask flushed with Argon, 303 mg (12 mm®leq) of NaH (95%) and 89 mg
(0.1 mmol, 0.24 eq) of tetramethylammonium iodid8AI) were added at RT to a 30 mL
CH_Cl, solution of 880 mg (2.4 mmol, 1 eq) of compours®. 3.4 mL (7.2 mmol, 3 eq) of
MOM-CI (2.1M in toluene) was then added dropwiseRat. After 2h, the reaction was
guenched at RT with N{€ls5; and extracted with EtOAc. The aqueous layer was th
extracted twice with ethyl acetate. The combineghnoic layers were then dried over MgSO
and concentrated under vacuum. The crude produtiv@matographied on silicagel with a
(7:3) mixture of Cy/EtOAc to give 808 mg (92%) afmpoundl53

'H RMN (300MHz, CDC4) 6 ppm :0.25 (s, 6H, 2 x CB, 1.01 (s, 9H, 3 x CH}, 1.46
(d,J = 6.4 Hz, 3H, CH), 2.18 (s, 3H, Ch), 2.75 (dd,J = 3.4 Hz et] = 15.8 Hz, 1H, CH),
2.82 (dd,J = 10.9 Hz el = 16.1 Hz, 1H, CH), 3.60 (s, 3H, G}4.51-4.58 (m, 1H, CH), 5.06
(d,J = 6.4 Hz, 1H, CH), 5.14 (d,= 6.4 Hz, 1H, CH), 6.39 (s, 1H, GM
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13C RMN (75 MHz, CDC)) dppm : -3.9, 10.4, 18.5, 20.8, 25.8, 36.2, 57.8, 74.2,
101.5, 110.9, 113.0, 123.6, 139.7, 159.3, 160.3,5.6

IR : 2932, 2859, 1721, 1598, 1473, 1427, 1326, 1249,11829, 1055, 988, 931,
862, 783 crit.

MS (ESI, positive mode)367 [M + HT (85), 750 [2M + HOJ" (100), 755 [2M +
Na]* (99).

Analysis calculated for gH300sSi: C, 62.26 ; H, 8.2%0btained :C, 62.31 ; H, 8.24.

154: 6-{[tert-butyl(dimethyl)silylloxy}-8-(methoxymethoxy)-3,7-
dimethyl-3,4-dihydrotH-isochromen-1-ol

GioH3:05Si
o
§ M = 368.54 g.mot
¢ o R = 0.56 (EtOAC/CHCI, — 30/70)
m White powder. M= 98°C.
TEDMSO Yield = 92 %.

In a RB flask flushed with Argon, 2.87 mL (2.9 mimt.3 eq) DIBAL-H (1M in
toluene) was added at -78°C to a 20 mL toluenetisolwof 808 mg (2.2 mmol, 1 eq) of
compoundl53 After 1h, the reaction was quenched at -78°C Witd and extracted with
EtOAc. The organic layer was then washed with HGNOand then with a saturated solution
of sodium chloride (NaGl). The organic layer was dried over MgSé@nd concentrated
under vacuum. 742 mg (92%) of compourtdl was obtained without further purification.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :0.19 (s, 3H, Ch), 0.20 (s, 3H, Ch), 1.00 (s, 9H,
3 x CH), 1.33 (d,J = 6.0 Hz, 3H, CH), 2.09 (s, 3H, Ch), 2.75 (m, 2H, CH), 3.60 (s, 3H,
CHs), 3.71 (d,J = 2.8 Hz, 1H, ®), 4.40-4.47 (m, 1H, CH), 5.02 (s, 2H, §H6.15 (d,J =
2.6 Hz, 1H, CH), 6.36 (s, 1H, GM

13C RMN (75 MHz, CDCJ) dppm : -4.01, -3.97, 10.7, 18.5, 21.5, 25.9, 35.5, 57.7,
63.0, 89.3, 100.0, 114.8, 120.5, 122.6, 132.9,9%55.55.95.

IR : 3401, 2957, 2931, 1610, 1580, 1473, 1389, 13267,1PF69, 1120, 984 ch

MS (ESI, positive mode)m/z= 351 [M — HO + HJ".

Analysis calculated for gH3,05Si: C, 61.92 ; H, 8.7%0btained :C, 62.43 ; H, 9.39.
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155 : 8-hydroxy-6-[(4-methoxybenzyl)oxy]-3,7-dimethyl43,
dihydro-1H-isochromen-1-one

GoH200s
OH O M = 328.36 g.mot
m R = 0.36 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)
PMBO White powder. = 117°C.
Yield = 34 %.

In a RB flask flushed with Argon, 2.76 mL (20 mma0 eq) of potassium carbonate
(K2COs) and 0.42 mL (3 mmol, 1.5 eq) pfmethoxybenzyl chloride (PMBCI) were added at
RT to a 30 mL acetone solution of 416 mg (2 mmatg) of compound 15 After 48h, the
reaction was quenched at RT with ;H,:and extracted with EtOAc. The aqueous layer was
then extracted twice with ethyl acetate. The comdbiorganic layers were then dried over
MgSO, and concentrated under vacuum. The crude prodast @hromatographied on
silicagel with a (8:2) mixture of Cy/EtOAc to gi&20 mg (34%) of compountb5.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.49 (dJ = 6.2 Hz, 3H, CH), 2.12 (s, 3H, Ch),
2.78-2.87 (m, 2H, C}}, 3.82 (s, 3H, Ch), 4.61-4.68 (m, 1H, CH), 5.09 (s, 1H, CH), 6.30 (s
1H, CHyy), 6.92 (dJ =8.5 Hz ,2H, CH), 7.35 (dJ = 8.5 Hz ,2H, CH), 11.23 (s, 1H, @).

13C RMN (75 MHz, CDCY)) dppm : 8.2, 21.0, 35.3, 55.6, 70.3, 75.9, 102.1, 102.5,
112.7,114.3, 128.7, 129.1, 138.4, 159.8, 161.8,71.64.70.5.

IR : 2933, 1656, 1624, 1584, 1515, 1425, 1366, 131%,1P572, 1126, 1034 ch

MS (ESI, négative mode)m/z= 327 [M - HI.

Analysis calculated for gH,¢Os: C, 69.50 ; H, 6.140btained :C, 69.49 ; H, 6.16.

156 : 6-[(4-methoxybenzyl)oxy]-8-(methoxymethoxy)-3, Axdithyl-
3.,4-dihydroiH-isochromen-1-one

G1H2406
o
L M = 372.41 g.mot
o 9 R = 0.32 (Cyclohexane/EtOAc— 70/30)
m White powder.
PMBO Yield = 91 %.
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In a RB flask flushed with Argon, 129 mg (5.40 mi® eq) of NaH (95%) and was
added at RT to a 20 mL THF solution of 200 mg (h&hol, 1 eq) of compound55 0.95
mL (2 mmol, 3.3 eq) of MOM-CI (2.1M in toluehevas then added dropwise at RT. After 2h,
the reaction was quenched at RT with /8, and extracted with EtOAc. The aqueous layer
was then extracted twice with ethyl acetate. Thalmoed organic layers were then dried over
MgSO, and concentrated under vacuum. The crude prodas ehromatographied on
silicagel with a (7:3) mixture of Cy/EtOAc to gi&®6 mg (91%) of compountb6.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.46 (d,J = 6.2 Hz, 3H, CH), 2.23 (s, 3H, Cb),
2.78-2.87 (m, 2H, Ch), 3.60 (s, 3H, Ch), 3.83 (s, 3H, Ch), 4.50-4.58 (m, 1H, CH), 5.04 (s,
2H, CH), 5.08 (d,) = 6.8 Hz, 1H, CH), 5.16 (d, = 6.8 Hz, 1H, CH), 6.54 (s, 1H, G} 6.93
(d,J=9.9 Hz, 2H, Ch), 7.35 (dJ = 9.9 Hz, 2H, CHh).

13C RMN (75 MHz, CDCJ) dppm : 9.8, 20.8, 36.5, 55.5, 57.8, 70.3, 74.1, 101.5,
106.1, 110.5, 114.3, 121.1, 128.4, 129.1, 140.8,318.59.8, 161.6, 163.4.

157 : 6-[(4-methoxybenzyl)oxy]-8-(methoxymethoxy)-3, ixdthyl-
3.,4-dihydroiH-isochromen-1-ol

~o Gi1H260s
L M = 374.43 g.mot
o oH K = 0.32 (Cyclohexane/EtOAc— 70/30)
m White powder.
PMBO Yield = 100 %.

In a RB flask flushed with Argon, 0.7 mL (0.7 mmdl.3 eq) DIBAL-H (1M in
toluene) was added at -78°C to a 20 mL toluenetisollof 200 mg (0.54 mmol, 1 eq) of
compoundl56. After 1h, the reaction was quenched at -78°C Wit and extracted with
EtOAc. The organic layer was then washed with HGNOand then with a saturated solution
of sodium chloride (NaGl). The organic layer was dried over MgsSénd concentrated

under vacuum. 202 mg (100%) of compolad was obtained without further purification.

'H RMN (300 MHz, CDC}) dppm :1.35 (s,J = 5.9 Hz, 3H, Ch), 2.14 (s, 3H, 3ib),
2.60-2.64 (m, 2H, CH, 3.61 (s, 3H, Ch), 3.82 (s, 3H, Ch), 4.40-4.46 (m, 1H, CH), 4.97
(s,2H, CH), 5.04 (s, 2H, Ch), 6.18 (s, 1H, CH), 6.49 (s, 1H, G}H 6.92 (d,J = 8.6 Hz ,2H,
CHy), (d,J = 8.6 Hz ,2H, CH).
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13C RMN (75 MHz, CDCJ) dppm : 10.4, 21.8, 36.0, 55.8, 58.0, 63.3, 70.5, 89.5,
100.4, 108.2, 114.4, 118.5, 122.6, 129.3, 129.6513%5.0, 158.2, 159.8.
IR : 3429, 2960, 1613, 1515, 1255, 1120tm

158 : 6-(benzyloxy)-8-hydroxy-3,7-dimethyl-3,4-dihydrd41
Isochromen-1-one

GsgH1804
OH O M = 298.33 g.mot
j@i‘;@\ R =0.81 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
BnO White powder. M= 133°C.
Yield = 99 %.

In a RB flask flushed with Argon, 1.66 g (12 mm#leq) of KCOs; and 0.43 mL (3.5
mmol, 1.2 eq) of benzyl bromide (BnBr) were addéedR@ to a 30 mL acetone solution of
624 mg (3 mmol, 1 eq) of compoudd5 After 1h10, the reaction was quenched at RT with
NH4Clsat and extracted with EtOAc. The aqueous layer was #éxtracted twice with ethyl
acetate. The combined organic layers were therl dner MgSQ and concentrated under

vacuum. 890 mg (99 %) of compoubh88was obtained without further purification

'H RMN (300MHz, CDC4) 6 ppm :1.49 (d,J = 6.2 Hz, 3H, CH), 2.15 (s, 3H, Ch),
2.79-2.92 (m, 2H, C}J, 3.82 (s, 3H, Ch), 4.55-4.72 (m, 1H, CH), 5.13 (s, 2H, §H6.30 (s,
1H, CHy), 7.31-7.49 (m, 5H, CK), 11.34 (s, 1H, @).

13%C RMN (75 MHz, CDC)) dppm : 8.2, 21.0, 35.3, 70.4, 75.9, 102.2, 102.4, 112.7,
127.3,128.4, 129.0, 136.7, 138.4, 161.6, 162.6,5.7

IR : 2930, 1660, 1626, 1583, 1512, 1428, 1367, 13209,12862, 1172, 1128 ¢

MS (ESI, négative mode)m/z= 297 [M - HJ.

Analysis calculated for gH1504: C, 72.47 ; H, 6.080btained :C, 72.85 ; H, 6.26.
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159 : 6-(benzyloxy)-8-(methoxymethoxy)-3,7-dimethyl-3#ydro-
1H-isochromen-1-one

GoH220s
o
L M = 342.39 g.mot
o 0 R = 0.65 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
m White powder. = 124°C.
BnO Yield = 91 %.

In a RB flask flushed with Argon, 454 mg (18 mm@leq) of NaH (95%) and was
added at RT to a 20 mL THF solution of 890 mg (3aohrh eq) of compound55 2.9 mL (6
mmol, 2 eq) of MOM-CI was then added dropwise at Riter 45 min, the reaction was
guenched at RT with N{€lsy; and extracted with EtOAc. The aqueous layer was th
extracted twice with ethyl acetate. The combineghnoic layers were then dried over MgSO
and concentrated under vacuum. The crude produtiv@matographied on silicagel with a
(75:25) mixture of Cy/EtOAc to give 930 mg (91%)aimpoundl59.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.46 (dJ = 6.2 Hz, 3H, CH), 2.25 (s, 3H, Ch),
2.75-2.88 (m, 2H, C}), 3.60 (s, 3H, Ch), 4.50-4.58 (m, 1H, CH), 5.07 (d,= 6.8 Hz, 1H,
CH), 5.12 (s, 2H, CH), 5.15 (d,= 6.8 Hz, 1H, CH), 6.52 (s, 1H, GM 7.35-7.42 (m, 5H,
CHa).

3C RMN (75 MHz, CDCJ) dppm : 9.8, 20.9, 36.5, 57.9, 70.5, 74.2, 101.5, 106.1,
110.7,114.3, 121.1, 128.4, 129.1, 140.5, 159.8,81961.6, 163.4.

MS (E. 1.) : 343 [M + HJ (60), 365 [M + Na] (40), 702 [2M + HOJ" (65), 707 [2M
+ NaJ" (100).

Analysis calculated for gH»,0s5: C, 70.16 ; H, 6.480btained :C, 70.18 ; H, 6.50.

160 : 6-(benzyloxy)-8-(methoxymethoxy)-3,7-dimethyl-3Jydro-
1H-isochromen-1-o0l

~o GoH240s
Yo on M = 344.40 g.mot
o R = 0.65 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
White powder.
BnO
Yield = 92 %.
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In a RB flask flushed with Argon, 3.25 mL (3.25 mim1.3 eq) DIBAL-H (1M in
toluene) was added at -78°C to a 40 mL toluenetisolwf 854 mg (2.5 mmol, 1 eq) of
compoundl59 After 1h, the reaction was quenched at -78°C Wit and extracted with
EtOAc. The organic layer was then washed with HGNOand then with a saturated solution
of sodium chloride (NaGl). The organic layer was dried over MgsSénd concentrated

under vacuum. 791 mg (92%) of compourti was obtained without further purification.

'H RMN (300 MHz, CDC4) dppm :1.35 (s, 3H, Ch), 2.17 (s, 3H, Ch), 2.52-2.68
(m, 2H, CH), 3.62 (s, 3H, Ch), 3.65 (d,J = 2.7 Hz, 1H, ®), 4.39-4.47 (m, 1H, CH), 5.02
(s, 2H, CH), 5.05 (dd,J = 6.2 Hz, CH), 6.18 (sJ = 2.5 Hz, 1H, CH), 7.32-7.48 (m, 5H,
CHa).

13C RMN (75 MHz, CDCJ) dppm: 9.9, 21.3, 31.0, 35.5, 57.5, 62.8, 70.1, 89.09,99
107.6, 118.0, 122.2, 127.1, 127.9, 128.6, 133.0,11354.5, 157.6.

IR : 3347, 2929, 1609, 1454, 1385, 1324, 1268, 11205,10853, 994, 932 cih

161 : 6-(2-hydroxy-2-methylpropyIN-isopropyl-2.4-dimethoxy-3-
methylbenzamide

G7H27NO4
OMe O
A M = 309.40 g.mot
N
H R = 0.30 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
MeO .
White powder. M= 153°C.
i Yield = 82 %.

Similar procedure than for the synthesis of conmaidll 3 The crude product was

finally precipitated in cyclohexane to give 11.288%) of compound61.

'H RMN (300MHz, CDC4) é ppm : 1.24 (d,J = 6.57 Hz, 6H, CH), 1.30 (s, 6H,
CHs), 2.10 (s, 3H, Ch), 2.79 (s, 2H, Ch), 3.70 (s, 3H, Ch), 3.83 (s, 3H, Ch), 4.24-4.31
(m, 1H, CH), 5.68 (s, 1H, OH), 6.25 (@@= 7.35 Hz, 1H, NH), 6.48 (s, 1H, GM

3C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm :8.7, 22.6, 30.4, 42.0, 46.7, 55.8, 62.0, 69.3,d,10
118.3, 123.1, 137.2, 156.2, 158.9, 167.8.

IR : 3312, 2971, 1619, 1579, 1463, 1402, 1188, 1122 cm

MS (ESI, positive mode.)m/z= 310 [M + HJ.

Analysis calculated for &H,7/NO,: C, 65.99 ; H, 8.800btained :C, 66.19 ; H, 8.78.

179



162 : 6,8-dimethoxy-3,3,7-trimethyl-3,4-dihydro-1H-isgomen-1-

one
G4H1804
OMe O M = 250.29 g.mot
o R = 0.50 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
MeO White powder. M= 138°C.
Yield = 76 %.

Similar procedure than for the synthesis of cormaidil4. The crude product was
finally precipitated in cyclohexane to give 3.9{7%) of compound 62.

'H RMN (300MHz, CDC4) 6 ppm :1.34 (s, 6H, Ch), 2.07 (s, 3H, Ch), 2.86 (s, 2H,
CHy), 3.76 (s, 3H, Ch), 3.82 (s, 3H, Ch), 6.40 (s, 1H, CH).

3C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm : 8.5, 27.1, 40.6, 55.7, 61.4, 79.0, 105.3, 110.5,
120.1, 139.1, 161.1, 162.1, 162.4.

IR : 2977, 2963, 1710, 1598, 1458, 1300, 1231, 1156711204 crit.

MS (ESI, positive mode)m/z= 251 [M + HJ .

Analysis calculated for @H1504: C, 67.18 ; H, 7.250btained :67.48 ; H, 7.54.

163 : 6,8-dihydroxy-3,3,7-trimethyl-3,4-dihydrbH-isochromen-1-

one
G2H1404
OH O M = 222.24 g.mot
m R = 0.38 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
HO White powder. = 204°C.
Yield = 98 %.

Similar procedure than for the synthesis of conmaidill 5 The crude product was

finally precipitated in dichloromethane to give 24 (98%) of compouni63.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.40 (s, 6H, Ch), 2.01 (s, 3H, CH), 2.91 (s, 2H,
CH,), 6.26 (s, 1H, CHj), 7.76 (s, 1H, OH), 11.60 (s, 1H, OH).

3C RMN (75MHz, CDC}) é ppm : 8.4, 27,9, 39,8, 83,2, 101,9, 107,8, 110,9, 139,4,
163.0, 163,4, 171,3.
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IR : 3356, 1622, 1436, 1361, 1104 ¢m
MS (ESI, negative mode)m/z= 221 [M - HJ.
Analysis calculated for &H140,4: C, 64.85 ; H, 6.3%0Dbtained :C, 64.80 ; H, 6.45.

164 :7-hydroxy-3,3,7-trimethyl-3H-isochromene-6,B(ZH)-dione

G2H1404
S M = 222.24 g.mct

Hom R = 0.2 (Cyclohexane/EtOAc— 40/60)
o Brown oil.

Yield = 58 % (4 steps).

Compound164 was prepared as fatl2 starting from lactonel63 A first bis
protection using MOMCI, followed by a reduction thie resulting lactone with DIBAL-H
(IM in toluene) were done without purification teopide the intermediate lactol. IBX
desaromatisation yielded finally 1.70 g (58% oJeyild) of the compound64

'H RMN (300MHz, CDC4) ¢ ppm :1.36 (s, 6H, H), 1.49 (s, 3H, GH 2.66 (s, 2H,
CH,), 4.05 (se, 1H, OH), 5.78 (s, 1H, CH), 7.75 (s, OH).

13%C RMN (75MHz, CDC}) ¢ ppm : 25.9, 26.5, 28.9, 39.67, 81.1, 83.2, 109.6, 116.6,
147.0, 159.2, 195.2, 197.7.

IR : 3433, 2979, 2932, 1706, 1660, 1615, 1568, 1287,1P5679, 1091 cth

MS (ESI, positive mode.)m/z= 223 [M + HJ.

Analysis calculated for &H140,4: C, 64.85 ; H, 6.3%0Dbtained :C, 65.22 ; H, 6.89.

188 : 3-acetyl-4,5,5-trimethylfuran-2Ep-one

GH1203
O o M = 168.19 g.mot
e R = 0.48 (Pentane/ED — 50/50)
Uncolored cristal. = 47°C.
Yield = 82 %.
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In a RB flask flushed with Argon, 0.14 mL (1 mm6I5 eq) of BN and 0.42 mL (3
mmol, 1.5 eq) of dioxinond81 (95%) were added at RT to a 10 mL toluene solution
containing 0.23 mL (2 mmol, 1 eq) of 3,3-dimethytHnu2-one. The mixture was then heated
to the reflux. After 3h, the reaction was quenclaedT with NH,Clsy; and extracted with
EtOAc. The aqueous layer was then extracted twitie ethyl acetate. The combined organic
layers were then dried over Mgs@nd concentrated under vacuum. 276 mg (82%) of
compoundlL88were obtained without further purification.

'H RMN (300 MHz, CDC}) dppm :1.37 (s, 6H, 2 x Ch), 2.23 (s, 3H, Ch), 2.41 (s,
3H, CHg).

3C RMN (75 MHz, CDC}) dppm :13.3, 24.4, 30.2, 85.7, 123.6, 169.4, 180.9, 195.4

IR : 1760, 1691, 1288, 1030 ¢m

MS (ESI, negative mode.)m/z= 167 [M - H]J.

Analysis calculated for gH1,03: C, 64.27 ; H, 7.1%0btained :C, 64.23 ; H, 7.21.

190 : 3-acetyl-4-methylfuran-2(%)-one

GHgOs
O o M = 140.14 g.mot
| o R = 0.22 (Cyclohexane/EtOAc— 70/30)
y H Uncolored oil.
Yield = 88 %.

In a RB flask flushed with Argon, 70L (0.5 mmol, 0.5 eq) of BN, 0.24 mL (1.5
mmol, 1.5 eq) of dioxionon&81 (95%) and 200 mg molecular sieves were added abRil
10 mL toluene solution containing 0.12 mL (1 mnibkq) of 3,3-dimethylbutan-2-one. The
mixture was then heated to the reflux. After 3hg tieaction was quenched at RT with
NH4Clsa: and extracted with EtOAc. The aqueous layer was #xtracted twice with ethyl
acetate. The combined organic layers were theml dner MgSQ and concentrated under
vacuum. The crude was then chromatographied aragiel using a gradient (from 70:30 to
60:40) mixture of Cy/EtOAc to give 123 mg (88%)animpoundl90.

'H RMN (300 MHz, CDC}) dppm :2.40 (s, 3H, Ch), 2.52 (s, 3H, Ch), 4.74 (s, 2H,
CH,).
13C RMN (75 MHz, CDCY) dppm :14.9, 30.3, 72.7, 125.3, 171.4, 174.6, 194.9.
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GENERAL PROCEDURE A : Synthesis of Weinreb amides 91-
200.

In a RB flask flushed with Argon, 1.25 eq of op{athloride (COC}) and 0.004 eq of
dimethylformamide (DMF) were added at RT to a;CH solution (0.1 mol.[}) containing 1
eg of benzoic acid. After 1.5h, the media was exated under vacuum to remove the excess
of oxalyl chloride. CHCI, (0.1 mol.I'%) 1.4 eq. of Weinreb amine and 3 éq ofNEtvere then
successively added at RT. After 2 hours, the reaclvas quenched at RT with NaHg§
and extracted with twice with GRBIl,. The combined organic layers were then washed with
NH4Clsat and NaCly: The organic layer was then dried over Mg&@d concentrated under
vacuum. The crude was then chromatographied aragjkl using an appropriate gradient of a
Cyclohexane/EtOAc mixture to give the desired Wainamidel91-200.

191 : N-methoxyN-methylbenzamide

GHuNO;
S M = 165.19 g.moct
©)‘\N/O\ R = 0.16 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)
| Yellow oil
Yield = 98 %.

Form benzoic acid, the reaction was perfomed tmsligel in the general proceduke
to give 2.93 g (98 %) of the amid®1

'H RMN (300MHz, CDC4) é ppm :3.29 (s, 3H, Ch), 3.48 (s, 3H, Ch), 7.21-7.40
(m, 3H, CH,), 7.53-7.64 (m, 2H, CH).
3¢ RMN (75MHz, CDCY) 6 ppm :33.8, 61.0, 128.05, 128.13, 130.6, 134.2, 169.9

192 : N-methoxyN-methylfuran-2-carboxamide

GHoNO3
0 M = 155.15 g.mot
®)LN/O\ R = 0.26 (Cyclohexane/EtOAc— 70/30)
\ 0 | Yellow oll
Yield = 94 %.
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Form furoic acid, the reaction was perfomed asillied in the general procedure A to
give 2.72 g (94 %) of the amid®2

'H RMN (300MHz, CDC4) & ppm :3.34 (s, 3H, Ch), 3.76 (s, 3H, Ch), 6.50 (ddJ
= 1.7 Hz etd = 3.6 Hz, 2H, CH), 7.02 (d,J = 3.4 Hz, 1H, CH), 7.47 (d,J = 1.7 Hz, 1H,
CHa).

13C RMN (75MHz, CDC4) 6 ppm :33.1, 61.4, 111.7, 117.4, 145.3, 145.6, 159.1.

193 : N-methoxyN-methyloctanamide

GoH21NO;
- M = 187.28 g.mot
/\/\/\)J\N/O\ R = 0.28 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)
I Yellow oil
Yield = 86 %.

Form capric acid, the reaction was perfomed aailtéxt in the general procedure A to
give 3.23 g (86 %) of the amid®3

'H RMN (300MHz, CDC4) é ppm :0.85 (t, J = 6.8 Hz, 3H, G} 1.29 (m, 8H, Ch),
1.61 (m, 2H, CH), 2.38 (t, J = 7.7 Hz, 2H, G} 3.16 (s, 3H, Ch), 3.66 (s, 3H, Ch).

13C RMN (75MHz, CDCY) 6 ppm :14.4, 22.9, 25.0, 29.4, 29.7, 32.0, 32.5, 33.05,61
175.1.

IR : 2929, 2856, 1670, 1466, 1414, 1388, 1177, 998.cm

194 : N-methoxyN-methyl-2-naphthamide

GsH1NO;
0 M = 215.25 g.mot
N/O\ R = 0.36 (Cyclohexane/EtOAc— 70/30)
| Yellow oll
Yield = 92 %.

Form napthylic acid, the reaction was perfomededailled in the general procedure A
to give 3.70 g (92%) of the amid®4.
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'H RMN (300MHz, CDC}) ¢ ppm :3.85 (s, 3H, CH), 3.52 (s, 3H, Ch), 7.47-7.55
(m, 2H, CH,), 7.73-7.89 (s, 4H, C}J), 8.22 (s, 1H, CHj).

13%C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm : 34.0, 61.2, 125.1, 126.6, 127.5, 127.76, 127.82,
128.8, 128.9, 131.5, 132.6, 134.3, 170.0.

IR : 3057, 2969, 2934, 1643, 1477, 1415, 1378, 118%,1936, 866, 817, 757 ¢

196 : 4-(dimethylaminoN-methoxyN-methylbenzamide

GiH16N20;
© M = 208.26 g.mot
O)HTD\ R = 0.51 (Cyclohexane/EtOAc— 50/50)
\’TI Yellow powder. M= 35°C.
Yield = 78 %.

Form p-dimethylaminobenzoic acid, the reaction was perfibras detailled in the
general procedure A to give 826 mg (78 %) of thedarh96.

'H RMN (300MHz, CDC4) & ppm :3.02 (s, 3H, Ch), 3.34 (s, 3H, Ch), 3.59 (s, 3H,
CHs), 6.64 (d, J = 9 Hz, 2H, G} 7.72 (d, J = 9 Hz, 2H, G

3C RMN (75MHz, CDC}) & ppm : 34.4, 40.2, 60.8, 110.7, 120.4, 130.7, 152.1,
170.0.

IR : 2933, 2814, 1606, 1527, 1413, 1363, 1229, 1186, 826, 756 cril.

197 : N-methoxy-4-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxi)-
methylbenzamide

G4H21NOs

Q . M = 283.32 g.mct
/©)J\'T‘/ > R = 0.10 (Cyclohexane/EtOAc— 50/50)

Yellow oil

Yield = 72 %.

Form p-diethyleneglycolbenzoic acid, the reaction was ggedd as detailled in the
general procedure A to give 329 mg (72%) of thedahD7.
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'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :3.35 (s, 3H, Ch), 3.40 (s, 3H, Ch), 3.55 (s, 3H,
CHs), 3.58 (ddJ = 2.8 Hz et 4.9 Hz ,2H, G} 3.72 (t,J = 2.8 Hz et 4.9 Hz, 2H, G} 3.88
(t,J= 4.5 Hz, 2H, Ch)), 4.17 (tJ = 4.5 Hz, 2H, CH), 6.91 (d,J = 8.7 Hz, 2H, CH), 8.03 (d,
J=8.7 Hz, 2H, CH), 11.73 (se, 1H, OH).

3C RMN (75MHz, CDC}) é ppm : 33.9, 59.0, 60.9, 67.4, 69.6, 70.7, 71.9, 113.8,
126.1, 130.4, 160.7, 169.3.

IR : 2932, 2601, 2497, 1637, 1607, 1509, 1458, 14216,1B303, 1255, 1175, 1110,
845, 756 crit.

198 : methyl 2-methoxybenzoate

GH1003
o o M = 166.17 g.mot
@Aj\ (|3 R = 0.15 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)
Yellow oil
Yield = 70 %.

In a RB flask flushed with Argon, 3.49 g (25 mmbl25 eq) of KCO; and 1.0 mL
(24 mmol, 1.2 eq) of methyl iodide (Mel) were addddRT to a 100 mL acetone solution
containing 2.0 mL (20 mmol, 1 eq) of metloshydroxybenzoate. After 13h, the reaction was
quenched at RT with NaHGQ:and extracted with twice with EtOAc. The combirmdanic
layers were then washed with WEs, and NaCly: The organic layer was then dried over
MgSQO, and concentrated under vacuum. The crude wasdrematographied on silica gel
using a gradient (from 70:30) mixture of Cy/EtOAcgive 2.31 mg (70 %) of compoundd8.

'H RMN (300MHz, CDC}) é ppm :3.88 (s, 3H, Ch), 3.89 (s, 3H, Ch), 6.94-6.99
(m, H, CHy), 7.45 (tdJ = 1.9 et 7.8 Hz, 1H, CH), 7.78 (dii= 1.9 Hz et 7.8 Hz, 2H, G}

3C RMN (75MHz, CDCJ) 6 ppm :51.9, 55.8, 111.9, 119.9, 120.0, 131.5, 133.45,
159.0, 166.6.

IR : 3004, 2952, 2840, 1732, 1601, 1583, 1494, 14646,14305, 1254, 1086, 1024,
757 cmt.
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199 :N,4-dimethoxyN-methylbenzamide

GoH13NO3
5 M = 195.22 g.mot
/@)\/0\ R = 0.46 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
~o | White powder. M= 70°C.
Yield = 95 %.

Form p-methoxybenzoic acid, the reaction was perfomededailted in the general
procedure A to give 3.71 g (95%) of the ami@®,

'H RMN (300MHz, CDC4) 6 ppm :3.35 (s, 3H, Ch), 3.56 (s, 3H, Ch), 3.84 (s, 3H,
CHs), 6.89 (d,J = 8.9 Hz, 2H, CH), 7.71 (d,J = 8.9 Hz, 2H, CH).

13C RMN (75MHz, CDCY) & ppm: 34.2, 55.6, 61.2, 113.6, 126.3, 130.9, 161.8,
169.7.

IR : 2935, 1637, 1608, 1512, 1459, 1421, 1375, 1305412673, 1029, 842 ch

200: N-methoxyN-methyl-4-nitrobenzamide

GH10N204
5 M = 210.19 g.mot
@)ﬁ@k R = 0.31 (Cyclohexane/EtOAc— 70/30)
O,N | Yellow oll
Yield = 96 %.

Form p-nitrobenzoic acid, the reaction was perfomed asilte in the general
procedure A to give 4.04 g (96%) of the amzd®.

'H RMN (300MHz, CDC}) & ppm :3.33 (s, 3H, Ch), 3.48 (s, 3H, Ch), 7.78 (dJ =
8.7 Hz, 2H, CH), 8.19 (dJ = 8.7 Hz, 2H, CH}).

13C RMN (75MHz, CDCY) 6 ppm :33.3, 61.6, 123.4, 129.4, 140.2, 148.9, 167.8.

IR : 3116, 2941, 1638, 1601, 1526, 1356, 1315, 1214, 878 711 cri.
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GENERAL PROCEDURE B : Synthesis oft-butylesters 201-210.

In a RB flask flushed with Argon 3.1 eq odbutylithium (n-BuLi, 1.2M in hexane)
were added at -78°C to a THF solution (0.1 md).containing 3 eq of diisopropylamine
(DIPA). After 30 min at 0°C, the media was recooled78°C and 3 eq of freshly distillated
t-butylacetate were added. After 30 min at -78°Cg bEWeinreb amide were finally added
at this temperature. After 1h, the reaction wasngbhed at RT with NaHC£,;and extracted
twice with EtOAc. The combined organic layers wénen washed with NiClsy: The
organic layer was then dried over MgsSand concentrated under vacuum. The crude was

then chromatographied on silica gel using an apm@atggradient of a Cyclohexane/EtOAc
mixture to give the desiraebutylester201to 210.

201: tert-butyl 3-oxo0-3-phenylpropanoate et (d-butyl 3-
hydroxy-3-phenylacrylate

Ci3H1603  Diketonic et ketoenolic
forms 78/22.
M = 220.26 g.mot

@] @] OH O
©)J\/Ba< . O)\);c% R = 0.58 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)

Uncolored oil
Yield = 99 %.

Form the Weinreb amid&9l, the reaction was perfomed as detailled in theegen
procedure B to give 3.91 g (99%) of thibutylester201

'H RMN (300MHz, CDC}) ¢ ppm : 1.32 (s, 7H, Ch), 1.42 (s, 2H, CH), 3.77 (s,
1.6H, CH), 5.48 (s, 0.2H, CH), 7.25-7.46 (m, 3H, ©H7.63 (dJ =7 Hz, 0.4 H, CH), 7.81
(d,J=7.5Hz, 1.6 H, Ck), 12.67 (s, 0.2H, OH).

3C RMN (75MHz, CDC}) é ppm : 27.7, 28.2, 47.2, 81.0, 81.7, 88.7, 125.8, 128.3,
128.4, 128.6, 130.9, 133.4, 133.6, 136.1, 166.8,7.7.73.0, 192.9.

IR : 3062, 2980, 2933, 1732, 1688, 1637, 1599, 1450814869, 1326, 1326, 1278,
1154, 690 crit.
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202 :tert-butyl 3-(furan-2-yl)-3-oxopropanoate

G1H1404
0 O M = 210.23 g.mot
wo R = 0.65 (Cyclohexane/EtOAc— 70/30)
e K White powder. M= 76°C.
Yield = 94 %.

Form the Weinreb amid&92, the reaction was perfomed as detailled in theegen
procedure B to give 3.36 g (94%) of thieutylester202

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.41 (s, 9H, Ch), 3.73 (s, 2H, Ch), 6.53 (dd)
= 1.7 Hz et) = 3.6 Hz, 2H, CH}), 7.23 (dJ = 3.6 Hz, 1H, CH}), 7.58 (dJ = 1.7 Hz, 1H,
CHa).

3C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm : 28.2, 47.2, 82.4, 112.9, 118.3, 147.1, 152.4,
166.5, 181.9.

IR : 1732, 1681, 1469, 1154, 762 ¢m

203 :tert-butyl 3-oxodecanoate

G4H2603
o0 O M = 242.35 g.mot
/\/\/\)K)ko R = 0.76 (Cyclohexane/EtOAc— 75/25)
)< Uncolored oll
Yield = 91 %.

Form the Weinreb amid&93 the reaction was perfomed as detailled in theegen
procedure B to give 3.75 g (91%) of thieutylester203

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :0.81 (t,J = 6.8Hz, 3H, CH), 1.21 (m, 8H, Ch),
1.41 (m, 9H, CH), 1.52 (m, 2H, Ch), 2.14 (tJ = 7.3 Hz, 2H, CH), 3.28 (s, 2H, Ch).

13C RMN (75MHz, CDCY) 6 ppm :14.3, 22.8, 23.7, 28.2, 29.2, 29.3, 31.9, 43.19,50
82.0, 166.7, 203.7.

IR : 2930, 2857, 1716, 1457, 1410, 1369, 1318, 12529 L.
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205 :tert-butyl 3-0x0-4-phenylbutanoate

G4H1803

M = 234.29 g.mot

@\)u J< K = 0.60 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)
2 Yellow oil

Yield = 90 %.

Form the Weinreb amid&95, the reaction was perfomed as detailled in theegen
procedure B to give 3.58 g (90%) of thieutylester205.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.47 (s, 9H, Ch), 3.38 (s, 2H, Ch), 3.82 (s, 2H,
CHa), 7.20-7.37 (m, 5H, CH).

13C RMN (75MHz, CDCY) ¢ ppm :28.1, 49.7, 50.0, 82.1, 127.4, 128.9, 129.8, 133.6
166.5, 201.0.

IR : 3061, 3031, 2980, 2933, 1732, 1714, 1645, 14976,14304, 1369, 1323, 1254,
1147, 966, 844, 736, 700 &m

206 :tert-butyl 3-(4-(dimethylamino)phenyl)-3-oxopropanoate

GsH21NOs

M = 263.33 g.mot
(@]
R = 0.81 (Cycloh /EtOAc— 50/50
\N/©)‘\/U\)< (Cyclohexane : )

| Yellow powder. M= 62°C.
Yield = 96 %.

Form the Weinreb amid&96, the reaction was perfomed as detailled in theegen
procedure B to give 720 mg (96%) of thieutylester206.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.42 (s, 9H, Ch), 3.02 (s, 3H, Ch), 3.78 (s, 2H,
CH,), 6.60 (d, J =9 Hz, 2H, G 7.81 (d, J = 9 Hz, 2H, G

13C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm :28.2, 40.2, 47.1, 81.7, 110.8, 124.3, 131.0, 153.8
167.8, 191.1.

IR : 2975, 2930, 1734, 1653, 1600, 1553, 1530, 13663,12337, 1171, 1135 cfhn
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207 : tert-butyl 3-(4-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)phenyl)-3-
oxopropanoate

GgH2606
M = 338.40 g.mot

0 O
w 0 R = 0.50 (Cyclohexane/EtOAc— 50/50)
S0 O K Yellow oil

Yield = 74 %.

Form the Weinreb amid&97, the reaction was perfomed as detailled in theegen
procedure B to give 128 mg (74%) of thleutylester207.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.39 (s, 9H, Ch), 3.34 (s, 3H, Ch), 3.53 (ddJ
= 3.0 Hz et 5.2 Hz ,2H, CHi 3.72 (t,J = 2.9 Hz et 5.1 Hz, 2H, GH3.80 (s, 2H, Ch), 3.88
(t,J = 4.3 Hz, 2H, Ch)), 4.17 (tJ = 4.3 Hz, 2H, CH), 6.91 (d,J = 8.5 Hz, 2H, CH), 8.03 (d,
J=8.5Hz, 2H, CH).

3C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm :28.1, 47.4, 59.3, 67.8,69.7, 71.0, 72.1, 82.0,
114.6, 129.6, 131.0, 163.2, 167.2, 191.7.

IR : 2979, 2930, 2880, 1732, 1678, 1602, 1510, 13089,1P673, 1142, 841 cth

208 :tert-butyl 3-(2-methoxyphenyl)-3-oxopropanoate

G4H1804
M = 250.29 g.mot

o 0o o J<
@)‘\)J\O R = 0.35 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)
Yellow oil

Yield = 69 %.

Form the estet98 the reaction was perfomed as detailled in theegerprocedure B
to give 2.25 g (69%) of thiebutylester208

'H RMN (300MHz, CDC}) é ppm :1.37 (s, 9H, Ch), 3.85 (s, 2H, Ch), 3.86 (s, 3H,
CHs), 6.93 (dJ = 8.5 Hz, 1H, CH), 6.98 (t, J = 8.5 Hz, 1H, GH, 7.45 (tdJ= 1.9 Hz et 7.3
Hz, 1H, CH), 7.78 (dd) = 1.9 Hz et 7.7 Hz, 2H, GM

3C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm :28.1, 52.2, 55.5, 81.4, 111.6, 120.9, 126.7, 131.2
134.7, 159.2, 167.5, 193.8.

IR :.3076, 2978, 2841, 1732, 1674, 1600, 1487, 124%3,11022, 760 cth
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209 :tert-butyl 3-(4-methoxyphenyl)-3-oxopropanoate

G4H1g04
M = 250.29 g.mot

(@] O )<
wo R = 0.76 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
~N
O

Yellow oil

Yield = 98 %.

Form the Weinreb amid&99, the reaction was perfomed as detailled in theegen
procedure B to give 4.375 g (98%) of thieutylester209,

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.39 (s, 9H, Ch), 3.79 (s, 2H, Ch), 3.80 (s, 3H,
CHs), 6.87 (dJ = 9.0 Hz, 2H, CH), 7.71 (dJ = 9.0 Hz, 2H, CH).

3C RMN (75MHz, CDC})) 6 ppm: 27.9, 47.1, 55.5, 81.7, 113.8, 129.2, 130.8,8,63.
167.0, 191.5.

IR : 2978, 2935, 2841, 1732, 1678, 1602, 1512, 1326),1P671, 1028, 841 cth

210 :tert-butyl 3-(4-nitrophenyl)-3-oxopropanoate

Ci3H1sNOs  Diketonic et ketoenolic
forms 17/83.

o O OH O — ;
M = 265.26 g.mot
o)< . X o)< g
on f = 0.59 (Cyclohexane/EtOAc— 70/30)
2

Yellow oil
Yield = 85 %.

Form the Weinreb amid200, the reaction was perfomed as detailled in theegen
procedure B to give 3.83 g (85%) of thbutylester210.

'H RMN (300MHz, CDC}) & ppm :1.41 (s, 1.5H, 3 x C§), 1.55 (s, 7.5H, 3 x C¥),
3.92 (s, 0.3H, Ch), 5.68 (s, 0.8H, CH), 7.91 (d,= 9.0 Hz, 1.7H, 2 xCk), 8.09 (d,J = 9.0
Hz, 0.3H, 2 x CH}), 8.26 (d,J = 9.0 Hz, 1.7H, 2 xCk), 8.33 (dJ = 9.0 Hz, 0.3H, 2 x CH),
12.71 (s, 0.8H, €).

13C RMN (75MHz, CDCY) & ppm: 28.4, 28.7, 48.0, 82.6, 83.3, 92.3, 124.2, 124.4,
127.3, 130.0, 140.2, 141.0, 149.6, 151.0, 166.8,216.72.9, 192.0.

IR : 2982, 1732, 1694, 1644, 1595, 1531, 1346, 127641854 cnt.
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GENERAL PROCEDURE C : Synthesis of dioxinones 21120.

In a RB flask flushed with Argon, 15 eq of acesichydride (AgO) and 1 eq of
sulfuric acid were added at 0°C to a 10 eq acetmhation containing 1 eq dfbutylester.
The media was then allowed to warm slowly to RTradM@ min. After 45 min., the reaction
was quenched at RT with an aqueous solution cantaB0 eq of sodium carbonate (d;)
and EtOAc were added. The biphasic media was theadsfor 40 min (hydrolysis of the
resulting acetic anhydrideggnd the aqueous layer was extracted twice with EtOFhe
combined organic layers were then washed withy®li: The organic layer was dried over
MgSOy and concentrated under vacuum. The crude wasyficlalomatographied on silica gel
using an appropiate gradient of a Cyclohexane/Et@Wture to give the desired dioxinones
211t0 220.

211 :2.2-dimethyl-6-phenyl-4-1,3-dioxin-4-one

G2H1203

OJ(O M = 204.22 g.mot
wo R = 0.38 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)
White powder. M= 66°C.
Yield = 64 %.

Form thet-butylester201, the reaction was perfomed as detailled in theegdn
procedure C to give 1.56 g (64%) of the dioxin@dé.

'H RMN (300MHz, CDC}) ¢ ppm : 1.78 (s, 6H, Ch), 5.87 (s, 1H, CH), 7.40-7.66
(m, 3H, CHy), 7.67 (dJ = 7.4 Hz, 2H, CH).

3C RMN (75MHz, CDCY) & ppm : 25.2, 91.4, 106.8, 126.5, 129.0, 131.2, 132.3,
162.1, 165.2.

IR : 2998, 1727, 1450, 1389, 1363, 1279, 1225, 1204, BEO, 691 cr.
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212 :6-(furan-2-yl)-2,2-dimethyl-#-1,3-dioxin-4-one

GoH1004
)( M = 194.18 g.mot
(o)
SOENGENA R = 0.36 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)
\ e} Red oil
Yield = 64 %.

Form thet-butylester202 the reaction was perfomed as detailled in theegdn
procedure C to give 716 mg (64%) of the dioxin@ag

'H RMN (300MHz, CDC4) 6 ppm :1.71 (s, 6H, Ch), 5.74 (s, 1H, CH), 6.49 (dd,=
1.7 Hz et) = 3.6 Hz, 2H, CH}), 6.86 (dJ = 3.6 Hz, 1H, CH}), 7.53 (d,J = 1.7 Hz, 1H, CH).

3%C RMN (75MHz, CDC}) ¢ ppm : 25.0, 89.6, 107.0, 112.5, 114.2, 146.3, 156.4,
161.6.

IR : 3134, 3000, 2945, 1727, 1679, 1641, 1470, 13618,12705, 1017 cih

MS (ESI, positive mode)m/z= 195 [M + HT.

213 :6-heptyl-2,2-dimethyl-4-1,3-dioxin-4-one

G3H2203
M = 226.31 g.mot
OJ(O R = 0.55 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)
/\/\/\)\/J\\o Yellow oil
Yield = 71 %.

Form thet-butylester203 the reaction was perfomed as detailled in theegdn
procedure C to give 989 mg (71%) of the dioxin@a&

'H RMN (300MHz, CDC}) ¢ ppm :0.82 (m, 3H, CH), 1.22 (m, 8H, Ch), 1.47 (m,
2H, CH,), 1.62 (s, 6H, CH), 2.14 (t,J = 7.5 Hz, 2H, CH), 5.16 (s, 1H, CH).

3C RMN (75MHz, CDC}) é ppm : 14.1, 22.7, 25.1, 25.8, 28.98, 29.01, 31.7, 33.7,
93.2,106.3, 161.5, 172.3.

IR : 2999, 2929, 2858, 1732, 1634, 1463, 1392, 14632,1B871, 1205, 1013, 901,
806 cm.

MS (ESI, positive mode)m/z= 227 [M + HT.
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214 :2,2-dimethyl-6-(naphthalen-2-yl)H1,3-dioxin-4-one
GeH1403
)( M = 254.28 g.mot
R = 0.45 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)

NS0
OO Yellow powder. M= 129°C.

Yield = 50 %.

Form thet-butylester204, the reaction was perfomed as detailled in theegen
procedure C to give 250 mg (50%) of the dioxin@daéd.

IH RMN (300MHz, CDC}) & ppm : 1.85 (s, 6H, 2 x CH), 6.02 (s, 1H, CH), 7.51-
7.60 (m, 2H, CH), 7.65 (dd,J = 1.5 Hz et] = 8.7 Hz, 1H, CH), 7.84-7.92 (m, 3H, CH),
8.21 (s, 1H, CH).

3¢ RMN (75MHz, CDC4) 6 ppm : 25.3, 91.88, 106.9, 122.6, 127.4, 128.0, 128.38,
128.42,128.9, 129.2, 132.9, 135.1, 162.2, 165.1.

IR : 1721, 1615, 1374, 1336, 1278, 1253, 1204, 1040, ®%®& 809 cn.

MS (ESI, positive mode)m/z= 255 [M + HT.

215 :6-benzyl-2,2-dimethyl--1,3-dioxin-4-one

GaH1403
M = 218.25 g.mot
o)(o R = 0.39 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)
X0 Yellow oil
Yield = 59 %.

Form thet-butylester205, the reaction was perfomed as detailled in theegdn

procedure C to give 350 mg (59%) of the dioxin@té.

'H RMN (300MHz, CDC}) é ppm :1.52 (s, 6H, Ch), 3.41 (s, 2H, Ch), 3.11 (s, 2H,
CHs), 7.11-7.27 (m, 5H, CR.
3C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm : 25.1, 40.3, 94.3, 106.8, 127.6, 129.0, 129.4,

134.3, 161.5, 170.6.
IR : 3089, 3064, 3031, 3000, 2943, 1732, 1634, 1602%,1¥466, 1392, 1272, 1203,

1014, 902, 801, 703 cfn
MS (ESI, positive mode)m/z= 219 [M + HT.
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216 : 6-(4-(dimethylamino)phenyl)-2,2-dimethyH41,3-dioxin-4-one

G4H1703
O)(O M = 247.29 g.mot
/©)\/§O R = 0.62 (Cyclohexane/EtOAc— 50/50)
~N Yellow powder. M= 160°C.
| Yield = 71 %.

Form thet-butylester206, the reaction was perfomed as detailled in theegdn
procedure C to give 334 mg (71%) of the dioxin@dé.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.76 (s, 6H, Ch), 3.03 (s, 3H, Ch), 5.69 (s, 1H,
CH), 6.66 (d, J = 9.1 Hz, 2H, GH 7.55 (d, J = 9.1 Hz, 2H, GM

3C RMN (75MHz, CDC}) ¢ ppm : 25.2, 40.2, 87.1, 106.1, 111.5, 117.7, 128.1,
153.0, 163.0, 165.9.

IR : 1703, 1596, 1530, 1443, 1376, 1283, 1253, 1200),1823 cn".

MS (ESI, positive mode)m/z= 248 [M + HT.

217 : 6-(4-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)phenyl)-2,2-dim@td H-
1,3-dioxin-4-one

G7H2206

OJ(O M = 322.35 g.mot
/©)\/go R = 0.24 (Cyclohexane/EtOAc— 50/50)
\o/\/o\/\o Yellow oil
Yield = 97 %.

Form thet-butylester207, the reaction was perfomed as detailled in theegdn
procedure C to give 112 mg (97%) of the dioxin@a&

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.76 (s, 6H, CH), 3.37 (s, 3H, Ch), 3.56 (ddJ
= 2.8 Hz et 4.9 Hz ,2H, CHi 3.69 (t,J = 2.9 Hz et 4.9 Hz, 2H, G} 3.86 (t,J = 4.5 Hz, 2H,
CHy), 4.17 (t,J = 4.5 Hz, 2H, CH), 5.76 (s, 1H, CH), 6.93 (d,= 8.9 Hz, 2H, CH}), 8.03 (d,
J=28.9 Hz, 2H, CH).

3%C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm : 25.3, 59.4, 67.9, 69.8, 71.1, 72.2, 89.7, 106.6,
115.1, 123.7, 128.4, 162.3, 162.5, 165.2.

IR : 2926, 2879, 1722, 1606, 1512, 1363, 1252, 1204), 1185, 804 cih

MS (ESI, positive mode)m/z= 323 [M + HT.
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218 : 6-(2-methoxyphenyl)-2,2-dimethylHt1,3-dioxin-4-one

G3H1404
)( M = 234.25 g.mot
o~ 0 o
“ R = 0.26 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)
wo Yellow powder. M= 117°C.
Yield = 54 %.

Form thet-butylester208 the reaction was perfomed as detailled in theegdn
procedure C to give 1.02 g (54%) of the dioxin@4d&

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.74 (s, 6H, Ch), 3.85 (s, 3H, Ch), 6.29 (s, 1H,
CH), 6.93 (dJ = 7.7 Hz, 1H, CH), 6.98 (t, J = 8.1 Hz, 1H, G}, 7.45 (tdJ = 1.7 Hz et 7.9
Hz, 1H, CH), 7.78 (dd) = 1.7 Hz et 7.9 Hz, 2H, GM

¥C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm :28.1, 52.2, 55.5, 81.4, 111.6, 120.9, 126.7, 131.2,
134.7, 159.2, 167.5, 193.8.

IR : 2997, 1728, 1621, 1575, 1490, 1463, 1357, 12887,12205, 1021, 768 cf

MS (ESI, positive mode)m/z= 235 [M + HT.

219 : 6-(4-methoxyphenyl)-2,2-dimethylHt1,3-dioxin-4-one

G3H1404
)( M = 234.25 g.mot
o~ "o
WO R = 0.18 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)
0 Yellow cristal. M = 68°C.
Yield = 57 %.

Form thet-butylester209, the reaction was perfomed as detailled in theegdn
procedure C to give 1.60 g (57%) of the dioxin@aé.

'H RMN (300MHz, CDC}) é ppm :1.77 (s, 6H, Ch), 3.84 (s, 3H, Ch), 5.77 (s, 1H,
CH), 6.92 (dJ = 9.0 Hz, 2H, CH), 7.71 (dJ = 9.0 Hz, 2H, CH).

3C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm : 25.2, 55.7, 89.5, 106.5, 114.4, 123.5, 128.4,
162.4, 163.0, 165.1.

IR : 2999, 2940, 2842, 1721, 1607, 1513, 1363, 12529,11027, 804 cih

MS (ESI, positive mode)m/z= 235 [M + HT.
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220 : 2.2-dimethyl-6-(4-nitrophenyl)#-1,3-dioxin-4-one

G2H11NOs
OJ(O M = 249.22 g.mct
N R = 0.31 (Cyclohexane/EtOAc— 70/30)
Yellow powder. M= 158°C.
O,N
Yield = 69 %.

Form thet-butylester210, the reaction was perfomed as detailled in theegdn
procedure C to give 480 mg (69%) of the dioxin@@a6.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.82 (s, 6H, Ch), 6.03 (s, 1H, CH), 7.87 (d,=
8.6 Hz, 2H, 2 x CH}), 8.29 (d,J = 8.6 Hz, 2H, 2 x CH).

3%C RMN (75MHz, CDC}) ¢ ppm : 25.5, 94.5, 107.8, 124.4, 127.7, 137.3, 150.1,
161.3, 162.7.

IR : 2969,1734, 1726, 1595, 1518, 1343, 1321, 1276, 1PB%6 cn.

MS (ESI, negative mode)m/z= 248 [M - HJ.

GENERAL PROCEDURE D : Synthesis of epicocconone’s

analogs (first and second generation).

In a RB flask flushed with Argon, 2 eq ofsBt 1.5 eq dioxinone and molecular sieves
(200 mg per mmol) were added at RT to a toluenetisol containing 1 eq of alcodl12 or
alcool 164. The mixture was then heated at reflux. AftertBle, reaction was quenched at RT
with HCI 1N and extracted with EtOAc. The aqueoagel was then extracted twice with
ethyl acetate and the combined organic layers tene dried over MgSgand concentrated
under vacuum. The crude was then chromatographiegilioa gel using an appropriate of a
Cyclohexane/EtOAc mixture. The combined pure faawti were then evaporated and the
residue was precipitated using a 1:10 mixture gDEtentane (first RO and then pentane) to

give the desired analogs of epicocconone (firstsswbnd generation).

The analogs have shown an incompatibility witheitelemental analysis technique or
fusion point determination due to their tendancyé¢ohydrolysed by the humidity as soon as

they are eated (HRMS are under way)
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221 : 3-benzoyl-6,9a-dimethyl-5,6-dihydro-2H-furol3,2-
glisochromene-2,9(9aktione

0 GoH1605 2 diastereomers 70/30.
. 0 / o M = 336.34 g.mof
= R = 0.51 (Cyclohexane/EtOAc— 50/50)
o Yellow powder
O Yield = 70 %.

Form the alcooll12 and the dioxinon211, the reaction was perfomed as detailled in
the general procedure D (without molécular sieveg)ive 113 mg (70%) of the anal@g@l

One of the two diastereomer was obtained pure

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.47 (d,J = 6.4 Hz, 3H, CH), 1.75 (s, 3H, Ch),
2.67 (ddd,J = 3.1-10.5 et 16.6 Hz, 1H, CH), 2.78 (dds 3.6 et 16.6 Hz, 1H, CH), 4.33 (m,
1H, CH), 6.50 (s, 1H, CH), 7.45 (t= 7.4 Hz, 2H, CH), 7.57 (t,J = 7.5 Hz, 1H, CH), 7.82
(s, 1H, CH), 7.83 (d] = 6.9 Hz, 2H, CH).

3C RMN (75MHz, CDC}) ¢ ppm : 19.9, 27.6, 35.3, 86.8, 110.8, 111.4, 119.69,
128.4, 129.6, 133.8, 136.3, 141.9, 160.2, 168.9,716.88.9, 189.3.

MS (IC) : m/z= 337 [M + HJ.

223 : 3-(2-furoyl)-6,9a-dimethyl-5,6-dihydroF2-furo[3,2-
glisochromene-2,9(9)-dione

GsH1406 2 diastereomers 40/60

M = 326.30 g.mot

R = 0.36 (Cyclohexane/EtOAc— 50/50)
Yellow powder

Yield = 90 %.

Form the alcooll12 and the dioxinon212 the reaction was perfomed as detailled in
the general procedure D (without molecular siet@gjive 65 mg (90%) of the anal@g@3
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'H RMN (300MHz, CDC4) 6 ppm : 1.49 (d,J = 6.4 Hz, 3H, CH), 1.72 (s, 1.8H,
CHs), 1.79 (s, 1.2H, Ch), 2.60 (ddJ = 11.1 et 17.1 Hz, 0.4H, CH), 2.70 (dds 10.7 et 16.2
Hz, 0.6H, CH), 2.82 (dd] = 2.8 et 16.4 Hz, 1H, CH), 4.33 (m, 0.6H, CH),14(#n, 0.4H,
CH), 6.58 (s, 1H, CH), 6.75 (s, 1H, GH 7.60 (s, 1H, CH)), 7.68 (s, 1H, CH), 7.82 (s,
0.6H, CH), 7.85 (s, 0.4H, CH).

13C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm : 20.0, 20.1, 27.7, 28.1, 34.8, 35.5, 75.57, 75.63,
86.98, 87.00, 111.1, 111.5, 111.6, 111.8, 112.9,(208.0, 119.2, 122.4, 122.5, 142.4, 142.9,
148.1, 148.2, 151.57, 151.62, 160.4 (2C), 167.8,0,6171.1, 172.1, 174.56, 174.63, 189.5,
190.2.

IR : 2360.1, 1756.1, 1704.4, 1633.8, 1593.4, 1557.6314@392.7, 1235.8, 1109.7,
1024.5, 948.8, 921.4, 855.8, 741.9tm

MS (IC) : m/z= 327 [M + H[".

225 : 6,9a-dimethyl-3-octanoyl-5,6-dihydrd42furo[3,2-
glisochromene-2,9(34)-dione

o)
o} © 70 G1H2605 2 diastereomers 50/50.
— M = 358.43 g.mot
© R = 0.85 (Cyclohexane/EtOAc— 50/50)
Yellow oil.
Yield = 30 %.

Form the alcool12 and the dioxinon@213 the reaction was perfomed as detailled in

the general procedure D (without molecular sietegjve 13 mg (30%) of the anal@g@5s.

IH RMN (300MHz, CDC4) & ppm :0.87 (t,J = 6.8 Hz, 3H, Ch), 1.26 (s, 8H, Cb),
1.43 (s, 3H, Ch), 1.48 (m, 2H, Ck), 2.63 (m, 2H, Ch), 2.92 (m, 2H, Ch), 4.33 (m, 0.5H,
CH), 4.45 (m, 0.5H, CH), 7.01 (s, 0.5H, CH), 7.83@.5H, CH), 7.81 (s, 0.5H, CH), 7.84 (s,
0.5H, CH).

MS (ESI, positive mode.)m/z= 359 [M + HJ (30), 734 [2M + HO]" (100).
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227 : 6,9a-dimethyl-3-(2-naphthoyl)-5,6-dihydrddZuro[3,2-
glisochromene-2,9(94)-dione

G4H1805 2 diastereomers 50/50
M = 386.4 g.mof

0
O =
o= _ ‘ ? R = 0.31 (Cyclohexane/EtOAc— 75/25)
o Yellow cristal (RX structure).

OO Yield = 62 %.

Form the alcool12 and the dioxinon@14, the reaction was perfomed as detailled in

the general procedure D (without molecular sievegjive 25 mg (62%) of the anal@g7.
One of the two diastereomer was obtained pure

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.45 (d,J = 6.2 Hz, 1.5H, Ch), 1.46 (d,J = 6.2
Hz, 1.5H, CH), 1.79 (s, 1.5H, C¥J, 1.85 (s, 1.5H, CHJ, 2.55 (dd,J = 10.7 et 16.6 Hz, 0.5H,
CH), 2.66 (dd,) = 10.9 et 16.8 Hz, 0.5H, CH), 2.76 (= 16.6 Hz, 0.5H, CH), 2.77 (d,=
16.8 Hz, 0.5H, CH), 4.32 (m, 0.5H, CH), 4.42 (nEH),. CH), 6.51 (s, 0.5H, CH), 6.53 (s,
0.5H, CH), 7.51-7.63 (m, 2H, GH, 7.83-7.95 (m, 5H, 4Ck#1CH), 7.84 (s, 1H, CH).

3%C RMN (300MHz, CDGJ) 6 ppm :20.0, 20.1, 27.7, 28.1, 34.7, 35.4, 75.5 (2C)1 87.
(2C), 110.7, 111.0, 111.7, 111.8, 119.3, 120.2,624124.72, 127.0 (2C), 127.9 (2C), 128.5
(2C), 129.0 (2C), 130.0 (2C), 132.3 (2C), 132.4)(2€33.85, 133.94, 136.1 (2C), 142.0,
142.3, 160.3 (2C), 168.3, 168.4, 169.7, 170.6,8@8188.9, 189.6, 190.2.

MS (IC) : 387 [M + HJ".

229 : 6,9a-dimethyl-3-(phenylacetyl)-5,6-dihydro-2H-fi3-

glisochromene-2,9(9aH)-dione
G1H1805 2 diastereomers 50/50.

o)
5 o) / o M = 350.36 g.mot
_— R = 0.49 (Cyclohexane/EtOAc— 50/50)
0

Red oil

O Yield = 27 %.

Form the alcooll12 and the dioxinone€15 the reaction was perfomed as

detailled in the general procedure D (without molac sieves) to give 45 mg (27%) of the
analog29. One of the two diastereomer was obtained gurestability of compound impede

its complete caracterisation).
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'H RMN (300MHz, CDCH4) 6 ppm :1.48 (d,J = 6.4 Hz, 3H, CH), 1.65 (s, 3H, Ch),
1.79 (s, 1.2H, CH), 2.69 (ddJ = 1.3 et 16.8 Hz, 1H, CH), 2.79 (d#i= 3.8 et 16.8 Hz, 1H,
CH), 4.30 (s, 3H, ChJ, 4.33 (m, 1H, CH), 6.98 (s, 1H, CH), 7.21-7.33 6hl, CH,), 7.81
(s, 1H, CH).

MS (IC) : m/z= 351 [M + HJ.

231 : 3-[4-(dimethylamino)benzoyl]-6,9a-dimethyl-5,6-gdro-2H-
furo[3,2-glisochromene -2,9(9aH)-dione

G2oH>1NOs 2 diastereomers 60/40

O
O
o / o M = 379.41 g.mot
o - R = 0.35 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
O Yellow oil
= 1E
/N/ Yield = 15 %.

Form the alcool12 and the dioxinon216, the reaction was perfomed as detailled in
the general procedure D (without molecular sievesjive 8 mg (15%) of the anal&81

One of the two diastereomer was obtained pure.

'H RMN (300MHz, CDC4) ¢ ppm :1.42 (s, 3H, Ch), 1.48 (d,J = 6.3 Hz, 3H, Ch),
1.73 (s, 3H, Ch), 2.62 (ddJ = 10.8 et 17.7 Hz, 1H, G 2.75 (ddJ = 3.3 et 17.5 Hz, 1H,
CH,), 3.1 (s, 6H, 2x CHJ, 4.31 (m, 1H, CH), 6.44 (s, 1H, CH), 6.64 Jdz 9 Hz, 2H, CH),
7.78 (d,J = 9 Hz, 2H, CH), 7.79 (s, 1H, CH).

MS (IC) : m/z= 380 [M + HT.

233 : 3-{4-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxylbenzoyl}-6,9a-dibhgl-
5,6-dihydro-H-furo[3,2-glisochromene-2,9(3)-dione

GsH260g

M = 454.47 g.mot

R = 0.38 (Cyclohexane/EtOAc— 50/50)
Yellow oll

Yield = 15 %.
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Form the alcool12 and the dioxinon217, the reaction was perfomed as detailled in
the general procedure D (without molecular sievesjive 5 mg (15%) of the anal®83

One of the two diastereomer was obtained pure.

'H RMN (300MHz, CDC4) 6 ppm :1.47 (d,J = 6.4 Hz, 3H, CH), 1.74 (s, 3H, Ch),
2.67 (dd,J = 10.6 et 16.4 Hz, 1H, CH), 2.78 (dii= 3.8 et 16.5 Hz, 1H, CH), 3.39 (s, 3H,
CH3), 3.57 (dd) = 2.8 Hz et 4.9 Hz ,2H, G 3.71 (t,J = 2.9 Hz et 4.9 Hz, 2H, G} 3.87
(t, J = 4.5 Hz, 2H, CH), 4.21 (t,J = 4.5 Hz, 2H, Ch), 4.31 (m, 1H, CH), 6.46 (s, 1H, CH),
6.94 (d,J = 8.9 Hz, 2H, CH), 7.82 (s, 1H, CH), 7.83 (d,= 8.9 Hz, 2H, CH).

13C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm: 19.0, 26.5, 34.3, 58.1, 66.6, 68.5, 69.8, 70.98,74
85.8, 109.9, 110.5, 113.3, 119.5, 128.4, 131.2,214(58.9, 162.5, 167.4, 167.7, 186.1, 188.5.

235 : 3-(2-methoxybenzoyl)-6,9a-dimethyl-5,6-dihydrb-2uro[3,2-
glisochromene-2,9(94)-dione

Q G1H1806 2 diastereomers 70/30
o O// 0 M = 366.36 g.mat
R = 0.66 (Cyclohexane/EtOAc— 50/50)
\c\) O Yellow powder.
° Yield = 27 %.

Form the alcool12 and the dioxinon218 the reaction was perfomed as detailled in
the general procedure D (without molecular sieveg)ive 83 mg (27%) of the anal@g5.

One of the two diastereomer was obtained pure.

IH RMN (300MHz, CDC})  ppm :1.48 (d,J = 6.2 Hz, 3H, Ch), 1.70 (s, 3H, Ch),
2.69 (dd,J = 10.9 et 16.2 Hz, 1H, CH), 2.83 (dii= 3.2 et 16.4 Hz, 1H, CH), 3.76 (s, 3H,
CHa), 4.35 (m, 1H, CH), 6.75 (s, 1H, CH), 6.92 Jd; 8.3 Hz, 1H, CH}), 7.02 (t,J = 7.4 Hz,
2H, CH.), 7.47 (tJ = 7.9 Hz, 2H, CH), 7.54 (t,J = 7.6 Hz, 1H, CH), 7.80 (s, 1H, CH).

3¢ RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm :20.3, 27.7, 35.7, 56.0, 75.7, 86.5, 111.7, 111.98,
112.03, 121.2, 122.0, 128.2, 130.6, 134.6, 14%8.31 159.9, 167.3, 168.3, 189.0, 190.2.

MS (IC) : m/z= 367 [M + HJ.
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237 : 3-(2-hydroxybenzoyl)-6,9a-dimethyl-5,6-dihydréi2uro[3,2-
glisochromene-2,9(%dione

o) GoH1606 2 diastereomers 60/40
o) N6 M = 352.34 g.mct
© / R = 0.36 (Cyclohexane/EtOAc— 50/50)
O Yellow cristal
HO D Yield = 85 %.

In a RB flask flushed with Argon, 100 mg (0.80 ninb eq) of AICE was added at
RT to a 10 mL CHCI; solution of 36 mg (0.10 mmol, 1 eq) of compo8b. The mixture
was then heated at solvent reflux. After 16h, #mction was quenched at RT with HCI 1N
and extracted with 20 mL of EtOAc. The aqueousHayas then extracted twice with ethyl
acetate. The combined organic layer was then drext MgSQ and concentrated under
vacuum. The desired product was finally precipitadeng a 1:10 mixture of Ci€l./pentane
(first CHCl, and then pentane) to give 30 mg (85%) of the gnaRv. One of the two

diastereomer was obtained pure.

IH RMN (300MHz, CDC}) & ppm :1.49 (d,J = 6.4 Hz, 3H, CH), 1.77 (s, 3H, CH),
2.69 (dd,J = 10.6 et 16.4 Hz, 1H, CH), 2.79 (dil= 3.6 et 16.8 Hz, 1H, CH), 4.35 (m, 1H,
CH), 6.35 (s, 1H, CH), 6.91 (@,= 7.9 Hz, 1H, CH), 7.02 (d,J = 8.1 Hz, 1H, CH}), 7.53 (t,J
=7.2Hz, 1H, CH), 7.61 (dJ=8.1 Hz, 1H, CH), 7.85 (s, 1H, CH), 11.82 (s, 1H, OH).

13C RMN (75MHz, CDCY) & ppm : 20.2, 27.7, 35.5, 75.7, 87.3, 110.3, 111.5, 118.5,
119.4, 119.5, 119.9, 132.8, 137.9, 142.1, 160.3,31d4.68.0, 168.3, 189.3, 193.2.

MS (IC) : m/z= 353 [M + HJ.

239 : 3-(4-methoxybenzoyl)-6,9a-dimethyl-5,6-dihydrb-2uro[3,2-
glisochromene-2,9(94)-dione

G1H1806 2 diastereomers 30/70

(@]
O =
o ‘ o M = 366.36 g.mot
-
O

R = 0.61 (Cyclohexane/EtOAc— 50/50)

O Yellow powder.

/O Yield = 66 %.
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Form the alcool12 and the dioxinon@19 the reaction was perfomed as detailled in
the general procedure D (without molecular sietegjve 24 mg (66%) of the anal@§9.

'H RMN (300MHz, CDC4) 6 ppm :1.46 (d,J = 6.4 Hz, 2.1H, Ch), 1.47 (d,J = 6.4
Hz, 0.9H, CH), 1.74 (s, 2.1H, Ck), 1.74 (s, 0.9H, CkJ, 2.56 (ddd,J=1.8 — 11.1 et 17.0 Hz,
0.3H, CH), 2.67 (ddd]) = 1.1 — 10.6 et 16.4 Hz, 0.7H, CH), 2.76 (d& 3.4 et 16.7 Hz, 1H,
CH), 3.87 (s, 3H, CkJ, 4.35 (m, 0.7H, CH), 4.42 (m, 0.3H, CH), 6.4818l, CH), 6.92 (dJ
= 8.9 Hz, 2H, CH), 7.81 (s, 0.7H, CH), 7.84 (s, 0.3H, CH), 7.84)¢,9 Hz, 2H, CH).

3C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm : 20.1 (2C), 27.6, 28.0, 34.7, 35.5, 55.7 (2C), 75.5
(2C), 87.0 (2C), 110.7, 111.0, 111.7, 111.8, 112@), 113.9 (2C), 119.72, 120.6, 129.4,
129.5, 132.3 (4C), 141.4, 141.7, 160.07, 160.12,4% 164.44, 168.4, 168.6, 168.9, 169.9,
187.2,187.3, 189.6, 190.3.

MS (ESI, positive mode)367 [M + HT (40), 750 [2M + HOJ" (100), 755 [2M +
Na]" (40) 771 [2M + K] (90).

MS (IC) : m/z= 367 [M + HJ.

241 : 6,9a-dimethyl-3-(4-nitrobenzoyl)-5,6-dihydrddZuro[3,2-
glisochromene-2,9(94)-dione

GoH1sNO; 2 diastereomers 50/50

o)
5 o) / o M = 381.34 g.mot
= R = 0.31 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
o Yellow powder.

D Yield = 51 %.

NO,

Form the alcool12 and the dioxinon20, the reaction was perfomed as detailled in
the general procedure D (without molecular sietesgjive 44 mg (51%) of the anal@g L

'H RMN (300MHz, CDC4) 6 ppm : 1.51 (d,J = 6.4 Hz, 3H, CH), 1.77 (s, 1.5H,
CHs), 1.83 (s, 1.5H, C§J, 2.64-2.90 (m, 2H, C§), 4.40 (m, 0.5H, CH), 4.46 (m, 0.5H, CH),
6.75 (s, 1H, CH), 7.87 (s, 1H, CH), 7.92 J& 8.9 Hz, 1H, CH), 7.94 (s, 1H, CH), 8.28 (s,
2H, CHy).

13%C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm :20.1, 20.2, 28.2, 28.6, 34.9, 35.7, 75.8, 75.% 87
(2C), 111.0, 111.4, 111.6, 1211.9, 117.1, 118.0,8R3123.64, 130.60, 130.62, 141.6, 141.8,
144.3, 144.9, 150.47, 150.51, 161.3, 161.5, 16868,2, 173.2, 174.2, 188.2, 188.3, 189.4,
190.1.

MS (IC) : m/z= 382 [M + H[.
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243 : 3-(4-methoxybenzoyl)-6,6,9a-trimethyl-5,6-dihydtbl-
furo[3,2glisochromene-2,9(34)-dione

" G2H2006
o O// o M = 380.39 g.mot
R = 0.52 (Cyclohexane/EtOAc— 50/50)
0
O Yellow powder.
Yield = 86 %.
7

Form the alcool64 and the dioxinon219 the reaction was perfomed as detailled in
the general procedure D to give 161 mg (86%) ofttedog243

'H RMN (300MHz, CDC}) é ppm :1.36 (s, 3H, Ch), 1.42 (s, 3H, Ch), 1.76 (s, 3H,
CHs), 2.57 (9J = 16.6 Hz, 2H, Ch), 3.86 (s, 3H, Ch), 6.47 (s, 1H, CH), 6.91 (d,= 9.1 Hz,
2H, 2 x CHy), 7,74 (s, 1H, CH), 7,82 (d,= 8,9 Hz, 2H, 2 x CH).

3%C RMN (75MHz, CDCY) ¢ ppm : 26.2, 26.4, 27.9, 39.8, 55.7, 81.2, 87.0, 110.6,
111.4,113.8, 119.9, 129.4, 132.3, 141.4, 158.8,41.68.5, 169.3, 187.2, 189.8.

MS (IC) : 381 [M + HT".

246 : 2.2-dimethyl-6-(2-0x0-2-phenylethyD)H1,3-dioxin-4-one

GaH1404
J( M = 246.26 g.mot
O O O
N, R = 0.64 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
White cristal. M= 114°C.
Yield = 47 %.

In a RB flask flushed with Argon, 16.2 mL (40.4 wim2.0 eq) om-BuLi (1.2M in
hexane) were added at -78°C to a 200 mL THF salwentaining 5.60 mL (40.0 mmol, 2 eq)
of DIPA. After 30 min at 0°C, the media was recalie -78°C and 5.3 mL (40.0 mmol, 2 eq)
of dioxinonel81 were added. After 30 min at -78°C, 2.30 mL (20@ah 1 eq) of benzoyl
chloride were finally added at this temperatureeARh at -40°C, the reaction was quenched
at 0°C with HCI 1N and extracted twice with EtOAte combined organic layers were then
dried over MgS® and concentrated under vacuum. The desired prodast finally
precipitate using a 1:10 mixture of.Bfpentane (first RO and then pentane) to give 2.28 g
(47%) of compoun@46.
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IH RMN (300MHz, CDC4) & ppm :1.70 (s, 6H, Ch), 3.90 (s, 2H, Ch), 5.42 (s, 1H,
CH), 7.50 (tJ = 7.7 Hz, 2H, CH}), 7.63 (t, J = 7.4 Hz, 1H, GH, 7.92 (d,J = 7.2 Hz, 1H,
CH).

3C RMN (300MHz, CDCJ) & ppm : 25.2, 43.6, 70.8, 97.2, 107.6, 128.6, 128.2,
134.3, 136.1, 165.5, 193.4.

IR : 3098, 2999, 2962, 2930, 1716, 1687, 1644, 13927 18722, 1019, 822.

MS (ESI, positive mode)m/z= 247 [M + HT.

247 : 2.2-dimethyl-6-(1-methyl-2-0x0-2-phenylethyl)-4,31dioxin-

4H-one
GsH1604
j( M = 260.29 g.mot
O O o
NS N R = 0.72 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
Uncolored oil.
Yield = 100 %.

In a RB flask flushed with Argon, 2.49 g (18 mmbleq) of KCO; and was added at
RT to a 20 mL acetone solution of 884 mg (3.6 mrhaéq) of compoun@47. 0.45 mL (7.2
mmol, 2 eq) of Mel was then added dropwise at RiferA2h at reflux, the reaction was
guenched at RT with #0 and extracted with EtOAc. The organic layer wesnhtwashed with
NH4Clsg;, dried over MgS@Q and concentrated under vacuum. 967 mg (100%pmipound
247 was then obtained without further purification.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.44 (d,J = 7.0 Hz, CH), 1,51 (s, 3H, Ch), 1,58
(s, 3H, CH), 4.27 (g,d = 7.1 Hz, 1H, CH), 5.39 (s, 1H, CH), 7.46 Jt= 7.4 Hz, 2H, 2 x
CHa), 7,58 (t,J = 7.1 Hz, 1H, CH), 7,91 (d,= 7.2 Hz, 2H, CH}).

3C RMN (75MHz, CDCY) & ppm : 15.6, 24.6, 25.3, 45.9, 95.1, 107.2, 128.8, 129.1,
134.1, 135.9, 161.2, 170.2, 196.6.
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248 :  3-[(12)-1-hydroxy-3-0x0-3-phenylprop-1-en-1-vyl]-6,6,9a-
trimethyl-5,6-dihydro-2H-furo[3,2-glisochromene-RaH)-
dione

G3H2006

M = 392.40 g.mot

R = 0.59 (Cyclohexane/EtOAc— 50/50)
Yellow powder.

Yield = 39 %.

Form the alcooll64 and the silylated dioxinon251, the reaction was perfomed as

detailled in the general procedure D to give 62(8896) of analo@48

'H RMN (300MHz, CDC%) é ppm :1.40 (s, 3H, Ch), 1.46 (s, 3H, Ch), 1.73 (s, 3H,
CHs), 2.71 (d,J = 16.6 Hz, 1H, CH), 2.78 (d,= 16.6 Hz, 1H, CH), 7.11 (s, 1H, CH), 7.46 (t,
J=7.2 Hz, 2H, CH), 7.50 (s, 1HCH), 7.55 (tJ = 7.2 Hz, 1H, CH), 7.76 (s, 1H, CH), 8.00
(d,J= 7.4 Hz, 2H, CH).

13C RMN (75MHz, CDCY) 6 ppm :26.2, 26.5, 28.0, 40.1, 81.4, 86.5, 97.3, 110.7,
113.5, 114.6, 127.9, 128.8, 133.2, 135.2, 141.8,018.68.1, 168.3, 174.4, 189.8, 190.5.

MS (ESI, positive mode) 393 [M + HJ', 494 [M + EgN + H]" 495 [M + EtN + 2H]",

250b: (Z2)-4-hydroxy-4-phenylbut-3-en-2-one:

G1H1203

« M = 192.08 g.mot
M R = 0.85 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
~
0

White powder.

Yield = 32 %.

Isolated along with the compou88to give 21 mg (32%) of the compou80h.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :2.16 (s, 3H, Ch), 3.85 (s, 3H, Ch), 6.11 (s, 1H,
CH), 6.93 (d,J = 8.9 Hz, 2H, CH), 7.85 (d,J = 8.9 Hz, 2H, CH).

3%C RMN (75MHz, CDCY) é ppm : 25.6, 55.8, 96.1, 114.2, 114.3, 127.8, 129.4,
131.4, 163.4, 184.4, 191.9.
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251 : 6-((2)-2-{ tert -butyl(dimethyl)silylloxy}-2-phenylviny)-2,2-
dimethyl-4H-1,3-dioxin-4-one

GoH2504Si
—a J( M = 360.52 g.mot
\o o~ o R = 0.82 (Cyclohexane/EtOAc— 70/30)
NN Yellow oil.
Yield = 82 %.

In a RB flask flushed with Argon, 2.0 mL (25 mma8l,eq) of diisopropylethylamine
(DIEA) and 1.3 mL (1.5 mmol, 1.5 eq) ¢dbutyldimethylsilyl triflate (TBDMSOTtf) were
added at RT to a 30 mL GHl, solution of 930 mg (3.8 mmol, 1 eq) of compo@4y. After
2h, the reaction was quenched at RT with NaklG@nd extracted with 60 mL of EtOAc.
The aqueous layer was then extracted twice withl ettetate. The combined organic layers
were washed with NkCls,;and then dried over MgSQ@nd concentrated under vacuum. The
crude product (100% conversion) was chromatograpbresilicagel with a (9:1) mixture of
Cy/EtOAc to give 1.120 g (82%) of coumpoR8ll (Unstability on silica gel)

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :-0.06 (s, 6H, Ch), 0.97 (s, 9H, Ch), 1.69 (s,
6H, CHy), 5.41 (s, 1H, CH), 5.85 (s, 1H, CH), 7.30-7.36 @H, CH,), 7.44-7.47 (m, 2H,
CHa).

3%C RMN (300MHz, CDCJ) 6 ppm :-3.5, 18.4, 25.1, 25.9, 93.7, 103.5, 105.6, 126.8,
128.4, 129.9, 138.5, 161.8, 162.4, 163.6.

253 : 6-((2)-2-{[tert -butyl(dimethyl)silylloxy}-1-methyl-2-
phenylvinyl)-2,2-dimethyl-#-1,3-dioxin-4-one

G1H3004Si
\Si\/ J( M = 374.55 g.mot
O O © R = 0.88 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)

Wo Yellow oil
Yield = 62 %.
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Similar procedure than for the synthesis of stdidioxinone251 (starting from the
dioxinone 247) to give 700 mg (62%) of the silylated dioxino2&3 (Unstability on
silicagel).

'H RMN (300MHz, CDC4) 6 ppm :0.0 (s, 6H, 2 x Ch), 1.12 (s, 9H, 3 x Ch), 1.51
(s, 6H, 2 x CH), 2.15 (s, 3H, Ch), 5.30 (s, 1H, CH), 7.40-7.53 (m, 5H, 5 X ©H

254 : 6-[2-(4-methoxyphenyl)-2-oxoethyl]-2,2-dimethyH41 ,3-

dioxin-4-one
J( GsH1605
o 0% M = 276.28 g.mot
N R = 0.53 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
~5 Yellow powder. = 82°C.
Yield = 41 %.

Similar procedure than for the synthesis of dioxia 246 (starting from thep-
methoxybenzoyl chloride) to give 1.24 g (41%) oimpmund254.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.70 (s, 6H, Ch), 3.90 (s, 2H, Ch), 5.42 (s, 1H,
CH), 7.50 (tJ = 7.7 Hz, 2H, CH), 7.63 (t, J = 7.4 Hz, 1H, Gb, 7.92 (d,J = 7.2 Hz, 1H,
CH).

3%C RMN (300MHz, CDGJ) 6 ppm : 25.2, 43.6, 70.8, 97.2, 107.6, 128.6, 128.2,
134.3, 136.1, 165.5, 193.4.

IR : 3000, 2842, 1728, 1682, 1639, 1601, 1575, 13763,12773, 1018, 838 chm

MS (ESI, positive mode)m/z= 277 [M + HJ (10), 360 [M + 2Na + 2bD + 2H]'
(100).

256 : 6-[(2)-2-{[tert -butyl(dimethyl)silylJoxy}-2-(4-
methoxyphenyl)vinyl]-2,2-dimethyl ¥4-1,3-dioxin-4-one

\i(/ )( G1H3005Si _
N o <o M = 390.55 g.mot
N NN R = 0.48 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)
~o Yellow oll
Yield = 82 %.
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Similar procedure than for the synthesis of stdidioxinone251 (starting from the

dioxinone254) to give 463 mg (82 %) of silylated dioxino866 (Unstability on silicagel)

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :-0.04 (s, 6H, Ch), 0.99 (s, 9H, CH), 1.7 (s, 6H,
CHs), 3.82 (s, 3H, Ch), 5.38 (s, 1H, CH), 5.83 (s, 1H, CH), 6.86 J& 6.8 Hz, 2H, CH),
7.42 (dJ= 6.8 Hz, 2H, CH).

3C RMN (300MHz, CDCJ) 6 ppm :-3.7, 18.2, 24.9, 25.7, 55.2, 93.0, 102.0, 105.3,
113.5, 128.1, 130.6, 160.8, 161.5, 162.4, 163.7.

257 . 6-[(2)-2-{] tert-butyl(dimethyl)silylJoxy}-2-(4-
methoxyphenyl)-1-methylvinyl]-2,2 -dimethylHt1,3-dioxin-

4-one
V GoH3:05Si
—& )( M = 404.57 g.mot
\O (o Ne) R = 0.68 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)
NN Yellow oil
~o Yield = 98 %.

Similar procedure than for the synthesis of stdhdioxinone251 (starting from the
dioxinone 255 to give 235 mg (98 %) of coumporzb7 (Purified on a short pad of
silicagel using a (5:5) mixture of Cy/EtOAc as eluat.)

'H RMN (300MHz, CDC}) ¢ ppm : -0.22 (s, 6H, Ch), 0.89 (s, 9H, Ch), 1.35 (s,
6H, CHs), 1.88 (s, 3H, Ch), 3.77 (s, 3H, Ch), 5.00 (s, 1H, CH), 6.79 (d,= 7,0 Hz, 2H,
CHap), 7.10 (d,J = 6.8 Hz, 2H, CH).

3C RMN (300MHz, CDCJ) 6 ppm :-3.9, 13.7, 18.3, 24.6, 25.7, 55.3, 93.2, 105.3,
110.0, 113.2, 130.3, 130.9, 157.1, 160.0, 162.8,416
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258 : 3-[(12)-1-hydroxy-3-(4-methoxyphenyl)-3-oxoprop-1-en-1-vyl
6,9a-dimethyl-5,6-dih ydrof2-furo[3,2-glisochromene-
2,9(9H)-dione

O
o o / o G3H»00; 2 diastereoimers 60/40
= M = 408.40 g.mot
HO™N Rf = 0.59 (Cyclohexane/EtOAc— 50/50)
o Yellow powder.
O Yield = 12 %.
(e

/

Form the alcool12 and the dioxinon256, the reaction was perfomed as detailled in

the general procedure D (without molecular sietegjve 17 mg (12%) of the anal@§8

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.49 (d,J = 6.4 Hz, 1.8H, Ch), 1.50 (d,J = 6.4
Hz, 1.2H, CH), 1.69 (s, 1.2H, Ck), 1.76 (s, 1.8H, Ch, 2.65 (dddJ = 1.7 — 10.73 et 17.0
Hz, 0.6H, CH), 2.73 (ddd] = 1.5 — 11.1 et 16.8 Hz, 0.4H, CH), 2.87 (dd; 2.8 et 17.1 Hz,
1H, CH), 3.88 (s, 3H, C#), 4.35 (m, 0.4H, CH), 4.45 (m, 0.6H, CH), 6.95J¢ 9.0 Hz, 2H,
CHa), 7.07 (s, 0.4H, CH), 7.09 (s, 0.6H, CH), 7.441(d, CH), 7.81 (s, 0.4H, CH), 7.84 (s,
0.6H, CH), 8.00 (dJ = 8.9 Hz, 2H, CH).

13C RMN (75MHz, CDC}) é ppm : 20.2, 20.4, 27.9, 28.3, 35.1, 35.9, 55.9 (2C),
75.79, 75.84, 86.7 (2C), 97.1, 97.14, 111.9, 11218.0, 113.4, 114.3 (4C), 114.6, 115.4,
128.8 (2C), 130.41 (2C), 130.44 (2C), 141.1, 141€0.1, 160.2, 164.09, 164.13, 166.9,
167.9, 168.6, 168.7, 173.0 (2C), 189.9, 190.5,3R0190.64.

MS (ESI, positive mode)409 [M + HT', 510 [M + EtN + H]".
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259 : 3-[(12)-1-hydroxy-3-(4-methoxyphenyl)-3-oxoprop-1-en-1-vyl
6,6,9a-trimethyl-5,6-dihydro+2-furo[3,2-glisochromene-
2,9(9H)-dione

o)
o 6 GaH2:07
O M = 422.43 g.mot
-
HO—\ R = 0.59 (Cyclohexane/EtOAc— 50/50)

Yellow powder.

O Yield = 15 %.

o]
/

@)

Form the alcool64 and the dioxinon@56, the reaction was perfomed as detailled in

the general procedure D to give 32 mg (15%) ofatieog259.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.39 (s, 3H, Ch), 1.42 (s, 3H, Ch), 1.72 (s, 3H,
CHs), 2.73 (d,J = 6,78 Hz, 2H, Ch), 3.88 (s, 3H, Ch), 6.94 (dJ = 9,03 Hz, 2H, CH)), 7.10
(s, 1H, CH), 7.45 (s, 1HGH), 7.75 (s, 1H, CH), 7.99 (d,= 8,85 Hz, 2H, CH)).

13%C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm : 26.2, 26.6, 28.0, 40.1, 55.7, 81.3, 86.5, 96.9,
110.7, 113.6, 114.1, 114.7, 128.6, 130.2, 140.8.815163.9, 167.3, 168.5, 172.6, 189.9,
190.4.

MS (ESI, positive mode)423 [M + HJ', 524 [M + E§N + HJ".

260 : 3-[3-(4-methoxyphenyl)-2-methyl-3-oxopropanoylb®a-
trimethyl-5,6-dihydro-#-furo[3,2-glisochromene-2,9(34)-

dione
o)

o o / O GsH2407

= M = 436.45 g.mot
o R = 0.29 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)

o Yellow powder.
O Yield = 25 %.
;
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Form the alcool64 and the dioxinon@57, the reaction was perfomed as detailled in

the general procedure D to give 41 mg (25%) ofatie0g260.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.40 (m, 9H, 3 x CH), 1.69 (s, 3H, CH), 2.70
(d,J = 3.2 Hz, 2H, Ch)), 3.86 (s, 3H, Ch), 5.47 (9,0 = 7.0 et 13.7 Hz, 1H, CH), 6.92 (@=
8.9 Hz, 2H, CH), 7.09 (s, 1H, CH), 7.76 (s, 1H, CH), 7.93d; 8.9 Hz, 2H, CH).

13C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm :13.5, 26.3, 26.6, 28.4, 40.0, 52.3, 55.6, 81.65,36
110.8, 112.8, 114.1, 115.9, 128.7, 131.2, 144.9,715163.8, 169.1, 172.9, 189.5, 193.7,
197.1.

MS (ESI, positive mode)454 [M + H0]", 538 [M + EtN + H]", 539 [M + EtN +
H]*.

261 : 6,6,9a-trimethyl-3-(2-methyl-3-0x0-3-phenylprop&heb,6-
dihydro-H-furo[3,2-glisochromene-2,9(34)-dione

G4H2206

M = 406.43 g.mot

R = 0.48 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
Yellow powder.

Yield = 29 %.

Form the alcool64 and the dioxinon253 the reaction was perfomed as detailled in
the general procedure D to give 45 mg (29%) ofateog26L

'H RMN (300MHz, CDC4) 6 ppm :1.40-1.45 (m, 9H, CH), 1.69 (d,J = 3.21 Hz, 3H,
CHa), 2.72 (s, 2H, Ch), 5.45-5.61 (m, 1H, CH), 7.09 (s, 1H, CH), 7.4577(m, 3H, CH),
7.76 (s, 1H, CH}), 7.95-800 (m, 2H, CK).

13 RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm :13.0, 13.3, 26.3, 26.4, 26.5, 28.3, 28.4, 40.05,52
52.7, 81.58, 81.61, 86.7, 86.8, 110.6, 110.7, 11218.0, 115.6, 115.9, 128.9, 133.4, 135.7,
135.8, 144.1, 144.6, 159.6, 159.8, 169.15, 1691Z2,7, 173.1, 189.5, 189.7, 193.5, 193.6,
198.7, 199.2.

MS (ESI, positive mode)424 [M + HO]*, 508 [M + EtN + H]*, 509 [M + EtN +
2H]".
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271 : (52)-3-acetyl-4-methyl-5-(4-nitrobenzylidene)furan-RPBone

G4H11NOs

M = 273.24 g.mot

R = 0.52 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
Yellow powder. M= 200°C.

Yield = 15 %.

In a RB flask flushed with Argon, 58_ (0.4 mmol, 0.2 eq) of BN, 0.29 mL (2 mmol,
1 eq) of dioxinonel81 were added at RT to a 10 mL toluene solution ¢omg 0.12 mL (2
mmol, 1 eq) of hydroxyacetone. 0.3 gmhitrobenzaldehyde was added and the mixture was
then heated at reflux. After 3h, the reaction wasnghed at RT with NkCls;; and extracted
with EtOAc. The aqueous layer was then extractadetwith ethyl acetate. The combined
organic layers were then dried over MgSdhd concentrated under vacuum. The crude was
then chromatographied on silica gel using a gradi{gom 90:10 to 70:30) mixture of
Cy/EtOAc to give 82 mg (15 %) of compouBdl.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :2.58 (s, 3H, Ch), 2.61 (s, 3H, Ch), 6.42 (s, 2H,
CHy), 7.98 (dJ =8.9 Hz, 1H, 2 x CH)), 8.24 (d, 8.9 Hz, 2H, CH.

3C RMN (75MHz, CDC}) é ppm: 12.2, 30.8, 112.1, 123.4, 124.4, 132.0, 138.7,
148.0, 150.4, 161.6, 166.9, 194.5.

IR : 1171, 1683, 1579, 1513, 1335, 986 tm

MS (ESI, negative mode)m/z= 272 [M - HJ.

Analysis calculated for &H1;NOs: C, 61.54 ; H, 4.080btained :C, 61.56 ; H, 4.07.

272 :(52)-3-acetyl-5-(4-nitrobenzylidene)-4-phenylfuran-Ajsone

GoH13NOs

M = 335.31 g.mot

R = 0.55 (Cyclohexane/EtOAc— 70/30)
Yellow powder. M= 146°C.

Yield = 30 %

215



In a RB flask flushed with Argon, 14L (0.1 mmol, 0.05 eq) of BN, 0.58 mL (2
mmol, 2 eq) of dioxinon&81 were added at RT to a 10 mL toluene solution d¢omg 0.12
mL (2 mmol, 1 eq) of hydroxyacetone. 0.3 g mhitrobenzaldehyde was added and the
mixture was then heated at reflux. After 3h, thactn was quenched at RT with Ny
and extracted with EtOAc. The aqueous layer was éx¢racted twice with ethyl acetate. The
combined organic layers were then dried over Mg&au concentrated under vacuum. The
crude was then chromatographied on silica gel ugifgb:25) mixture of Cy/EtOAc to give
200 mg (30 %) of compourizir 2.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :2.50 (s, 3H, CH), 6.14 (s, 1H, CH), 7.43 (d,=
9.42 Hz, 1H, 2 x CHj), 7.51-7.58 (m, 3H, 3 x Cf, 7.92 (d,J = 8.9 Hz, 2H, 2 x C})), 8.24
(d, 8.9 Hz, 2H, 2 x CH).

3C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm : 30.8, 115.8, 123.8, 124.3, 128.6, 129.0, 129.4,
131.2,132.0, 138.8, 148.0, 150.2, 160.1, 166.3,119

IR : 1775, 1681, 1517, 1342, 978, 830, 730, 606.cm

MS (ESI, negative mode)m/z= 334 [M - H]J.

Analysis calculated for ggH13NOs: C, 68.06 ; H, 3.910btained :C, 67.68 ; H, 3.93.

275 . (52)-3-(4-methoxybenzoyl)-5-(4-methoxybenzylidene)44-(
methoxyphenyfuran-2@3)-one

G7H2206

M = 442.46 g.mot

R = 0.64 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
Red oil.

Yield = 41 %.

In a RB flask flushed with Argon, 144L (0.1 mmol, 0.05 eq) of BN, 176 mg (0.75
mmol, 1.5 eq) of compourn2ll9 were added at RT to a 10 mL toluene solution ¢oimg 83
mg (0.5 mmol, 1 eq) of hydroxyaceton270. 60 pL (1 mmol, 1 eq) ofp-
methoxybenzaldehyde was added and the mixture nexs lteated at reflux. After 3h, the
reaction was quenched at RT with MHL,:and extracted with EtOAc. The agueous layer was

then extracted twice with ethyl acetate.
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The combined organic layers were then dried oveE®igand concentrated under vacuum.
The crude was then chromatographied on silica gieigua (80:20) mixture of Cy/EtOAc to
give 90 mg (41 %) of compouri®O.

'H RMN (300MHz, CDC}) é ppm :3.71 (s, 3H, Ch), 6.15 (s, 1H, Ch), 6.74 (d,J =
7.0 Hz, 2H, CH), 6.80 (d,J = 7.2 Hz, 2H, CH), 6.84 (d,J = 7.5 Hz, 2H, Ch), 7.26 (d,J =
8.6 Hz, 2H, CH), 6.71 (d,J = 8.6 Hz, 2H, Ch).

3C RMN (75MHz, CDC}) é ppm : 55.8, 55.8, 55.9, 114.2, 114.7, 114.9, 117.4,
121.8, 123.1, 126.1, 129.6, 131.2, 132.5, 133.4,114157.4, 161.4, 161.7, 164.6, 167.2,
188.7.

IR : 2934, 2840, 1755, 1655, 1639, 1600, 1511, 1468514377, 1305, 1259, 1175,
1028, 973, 919, 838, 732 &m

280 : (3E)-4,6-dimethylhepta-3,5-dien-2-one
GH1.0

= M = 138.21 g.mot

)J\)\)\ R = 0.85 (Cyclohexane/EtOAc— 70/30)
Uncolored oil

Yield =32 %

In a RB flask flushed with Argon, 0.30 mL (2 mmoQ.1 eq) of 1,8-
Diazabicyclo[5.4.0]lundec-7-ene (DBU) and 0.42 mux(®hol, 1.5 eq) of 2,2,6-Trimethyl-4H-
1,3-dioxin4-one (95%) were added at RT to a 10 mL toluene isolwontaining 0.26 mL (1
mmol, 1 eq) of 4-methyl-4-hydroxypentan-2-one. Th&xture was then heated at reflux.
After 3h, the reaction was quenched at RT wih,8kl; and extracted with EtOAc. The
agueous layer was then extracted twice with etbgtade. The combined organic layers were
then dried over MgS$® and concentrated under vacuum. The crude was then
chromatographied on silica gel using a gradiemn(®5:5 to 85:15) mixture of Cy/EtOAc to
give 88 mg (32 %) of compour80.

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.83 (s, 3H, Ch), 1.85 (s, 3H, Ch), 2.20 (s, 2H,
2 x CHy), 5.73 (s, 1H, CH), 6.05 (s, 1H, CH).

3%C RMN (75MHz, CDC}) ¢ ppm : 20.20, 20.41, 27.6, 32.3, 125.3, 129.1, 139.7,
153.0, 199.2.

IR : 2926, 2854, 1741, 1126 ¢m
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284 : 3-acetyl-4,6,6-trimethyl-5,6-dihydroFpyran-2-one

GoH1403
M = 182.22 g.mot

)j)\j< Rf = 0.36 (Cyclohexane/EtOAc— 70/30)
| White powder. M= 48°C.

Yield = 95 %.

In a RB flask flushed with Argon, 33 mg (0.1 mm@I1 eq) of cesium carbonate, 12
mg (0.1 mmol, 0.1 eq) of DMAP and 0.22 mL (1.5 mpiob eq) of 2,2,6-Trimethyl-4H-1,3-
dioxin-4-one (95%) were added at RT to a 10 mL toluene isolutontaining 0.13 mL (1
mmol, 1 eq) of 4-methyl-4-hydroxypentan-2-one. Tin&ture was then heated at reflux After
3h, the reaction was quenched at RT with,8k,; and extracted with EtOAc. The aqueous
layer was then extracted twice with ethyl acetdtee combined organic layers were then
dried over MgSQ@ and concentrated under vacuum. 173 mg (95 %) ofpooind284 was

obtained without further purification.

'H RMN (300MHz, CDC4) 6 ppm :1.40 (s, 6H, 2 x Ck), 1.98 (s, 3H, CH), 2.37 (s,
3H, CHs), 2.42 (s, 2H, Ch).

3C RMN (75MHz, CDC}) é ppm : 21.5, 27.6, 31.4, 42.5, 79.2, 129.7, 155.8, 162.8,
200.8.

IR : 1689, 1362, 1319, 1183, 1125¢m

MS (ESI, positive mode)m/z= 189 [M + HT.

Analysis calculated for gH1405: C, 65.91 ; H, 7.740btained :C, 65.54 ; H, 7.82.

285 :1.1-dimethyl-3-oxobutyl 3-oxobutanoate

GoH1604
o O M = 200.23 g.mot
o OM R = 0.53 (Cyclohexane/EtOAc— 60/40)
M Uncolored oll
Yield = 62 %
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In a RB flask flushed with Argon, 144 (1 mmol, 0.5 eq) of BN, 0.42 mL (3 mmol,
1.5 eq) of 2,2,6-Trimethyl-4H-1,3-diox4+one (95%) were added at RT to a 10 mL toluene
solution containing 0.28 mL (2 mmol, 1 eq) of 4-mgdt4-hydroxypentan-2-one. The mixture
was then heated at reflux. After 3h, the reactiaas wuenched at RT with N8Iy and
extracted with EtOAc. The aqueous layer was thdraeted twice with ethyl acetate. The
combined organic layers were then dried over Mg&8au concentrated under vacuum. The
crude was then chromatographied on silica gel ugingxture (80:20) of Cy/EtOAc to give
246 mg (62 %) of compouriZzB5.

'H RMN (300MHz, CDC4) 6 ppm :1.44 (s, 6H, 2 x Ck), 2.06 (s, 3H, Ch), 2.16 (s,
3H, CHy), 2.95 (s, 2H, Ch), 3.3 (s, 2H, Ch).

13C RMN (75MHz, CDC4) & ppm : 26.5, 30.3, 31.9, 51.4, 52.0, 81.8, 166.6, 201.1,
205.8.

286 :1,1-dimethyl-3-oxobutyl 3-(2-methoxyphenyl)-3-oxopanoate

GeH200s
o o0 Do M = 292.33 g.mot
o OJ\/U\© R = 0.45 (Cyclohexane/EtOAc— 70/30)
M Unocolored oil.
Yield = 100 %.

In a RB flask flushed with Argon, 35L (0.25 mmol, 0.5 eq) of B, 117 mg (0.68
mmol, 1.5 eq) of compoun®l18 were added at RT to a 10 mL toluene solution ¢oimg
0.63 mL (0.45 mmol, 1 eq) of 4-methyl-4-hydroxypam-one. The mixture was then heated
at reflux. After 3h, the reaction was quenched Btwith NH,Clsyand extracted with EtOAc.
The aqueous layer was then extracted twice withl ettetate. The combined organic layers
were then dried over MgSGnd concentrated under vacuum. 130 mg (100%) mipooand

286 without further purification

'H RMN (300MHz, CDCH4) 6 ppm :1.47 (s, 6H, 2 x Ch), 2.06 (s, 3H, CH), 2.90 (s,
2H, CHp), 3.87 (s, 3H, Ch), 3.88 (s, 2H, Ch), 6.93-7.01 (m, 2H, 2 x CfJ, 7.48 (tdJ = 1.7
et 7.7 Hz, 1H, CH)), 7.82 (d, J = 1.71 et 7.7 Hz, 1H, GH

13C RMN (75MHz, CDCJ) 6 ppm : 26.3, 32.0, 52.0, 52.8, 55.6, 81.6, 111.7, 121.0,
126.5, 131.2, 134.9, 159.3, 167.6, 193.5, 206.2.
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287 : 3-(2-methoxybenzoyl)-4,6,6-trimethyl-5,6-dihydréldyran-

2-one
GeH1804
~o o o M = 274.31 g.mot
©)j/t\}< R = 0.31 (Cyclohexane/EtOAc— 70/30)
| White powder. M= 97°C.
Yield = 80 %.

In a RB flask flushed with Argon, 77 mg (1.5 mm8leq) of MeONa were added at
RT to a 10 mL ethanol solution containing 130 mg%0mmol, 1 eq) of the compourz@6.
The mixture was then heated at reflux. After 3re tkaction was quenched at RT with
NH4Clsa: and extracted with EtOAc. The aqueous layer was #xtracted twice with ethyl
acetate. The combined organic layers were therl dner MgSQ and concentrated under

vacuum. 97 mg (80%) of compouB87was obtained without futher purification

'H RMN (300MHz, CDCH4) 6 ppm :1.51 (s, 6H, 2 x Ch, 1.96 (s, 3H, CH), 2.44 (s,
2H, CH), 3.78 (s, 3H, Ch), 6.89 (d,J = 8.5 Hz, 1H, CH), 6.99 (t,J = 7.5 Hz, 1H, CH),
7.43(t, J=7.2 Hz, 1H, GB, 7.83 (dJ = 7.9 Hz, 1H, CH).

3¢ RMN (75MHz, CDCY) 6 ppm :21.4, 27.9, 42.5, 56.2, 79.2, 112.1, 121.0, 127.7,
130.9, 131.4, 134.8, 152.7, 159.2, 162.7, 192.3.

IR : 2980, 2938, 1704, 1652, 1596, 1486, 1436, 13812 1B&19, 1246, 1182, 1124,
1098, 1051, 1018, 969, 878, 764tm

MS (ESI, positive mode)m/z= 275 [M + HJ (100). 358 [M + 2Na + 240 + 2H]'

(85).
Analysis calculated for gH150,: C, 70.06 ; H, 6.610btained :C, 69.97 ; H, 6.69.

288 : (2R)-1-(2-methyl-1,3-dithian-2-yl)propan-2-ol

GH160S

M = 192.34 g.mot
K\ on R = 0.32 (Cyclohexane/EtOAc— 70/30)
S><S)\ Uncolored oil

Yield = 96 %.

0p=48 (C = 1.2 g/100 mL)
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In a RB flask flushed with Argon, 10.0 mL (20.8 mim2.1 eq) ofn-butylithium (n-

BuLi, 2.08M in hexane) were added at -78°C to a 2B0THF solution containing 2.2 mL
(18.4 mmol, 1.8 eq) of 2-methyl-1,3-dithiane. Afieh at -40°C, the media was warm to RT
for 10 min. 0.7 mL (10.0 mmol, 1 eq) &propylene oxyde were finally added at -78°C.
After 1h at -60°C, the mixture was allowed to walwrRT over 2h. the reaction was finally
guenched by 10 mL Ni€ls; and extracted twice with EtOAc. The organic layes then
washed with NaGl: The organic layer was then dried overn8l@, and concentrated under
vacuum. The crude was then chromatographied ocasgel using a (80:20) mixture of
Cy/EtOAc to give 1.885 g (96%) of compouR88.

'H RMN (300MHz, CDC4) 6 ppm :1.19 (d,J = 6.2 Hz, 3H, CH), 1.65 (s, 3H, CH),
1.83 (d,J =14.7 Hz, 1H, CH), 1.84-1.95 (m, 1H, CH), 2.04£(in, 1H, CH), 2.41 (dd, J = 9.6
et 15.0 Hz, CH), 2.70-2.87 (m, 2H, @H2.94-3.11 (m, 2H, C}), 3.53 (s, 1H, @), 3.94-
4.11 (m, 1H, CH).

13C RMN (75MHz, CDCY) 6 ppm :24.2, 24.9, 26.8, 27.0, 28.7, 47.9, 49.1, 65.3.

IR : 3451, 2963, 2934, 2906, 1126 tm

Chiral HPLC : hept/iPrOH 95/5. 1mL.mih (chiracel) r.t. = 7.19 min.

289 : (4R)-4-hydroxypentan-2-one

GH1002
M = 102.13 g.mot
O OH
)J\)\ R = 0.45 (E$0)
Uncolored oil
Yield = 100 %.

In a RB flask, 864 mg ( 3.2 mmol, 2.5 eq) of meycthloride and 437 mg ( 4.4 mmol,
3.5 eq) of calcium carbonate were added at RT 62 anL mixture of CHCN/H,0 (8:2)
solution containing 240 mg (1.25 mmol, 1 eq) of pound 292 After 2 h at 65°C, the
reaction was quenched by 100 mkQHand extracted twice with E2. The organic layer was
then dried over N&O, and concentrated under vacuum. The crude wasfittrate on silica
gel using E1O as eluant to give 128 mg (100%) of coump@88. This compound has shown

an unstability. It was then engaged on the follgnieaction during the day of its synthesis.
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'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :1.17 (d,J = 6.4 Hz, 3H, CH), 2.16 (s, 3H, Ch),
2.54 (dd,J = 8.5 et 17.7 Hz, 1H, CH), 2.62 (ddl= 3.4 et 17.7 Hz, 1H, CH), 3.47 (s, 1H,
OH), 4.18-4.24 (m, 1H, CH).

13C RMN (75MHz, CDC}) 6 ppm :22.7, 31.1, 51.8, 64.3.

290 : 3-acetyl-4,6-dimethyl-5,6-dihydroFpyran-2-one

C9H1203 e.r. 96/4

0 O M = 168.19 g.mot
)‘:i‘j\ R = 0.32 (Cyclohexane/EtOAc— 70/30)
| White powder
Yield = 80 %.

In a RB flask flushed with Argon, 0.21 mL (1.6 mim®.5 eq) of 2,2,6-Trimethyl-4H-
1,3-dioxin4-one were added at RT to a 10 mL toluene solutiamadeing 128 mg (1.25
mmol, 1 eq) of compoun®93 After 2 h at 110°C, the reaction was quenched®ylL HO
and the product extracted twice with@t The organic layer was then dried ovep$&, and
concentrated under vacuum. A complete conversios thian observed on the NMR and an
analysis on chiral HPLC has shown only one enardgior@0 mL of ethanol was then
introduced followed by 210 mg of EtONa. After 1#me reaction was quenched by NH4Clsat
and the product extracted twice with@t The organic layer was then dried ovep$&, and
concentrated under vacuum. The crude was then ctogmaphied on silica gel using a
mixture (80:20) of Cy/EtOAc to give 168 mg (80%)amumpond290.

'H RMN (300MHz, CDCH4) 6 ppm :1.43 (d,J = 6.4 Hz, 3H, CH), 2.06 (s, 3H, Ch),
2.30 (dd,J = 4.0 et 18.1 Hz, 1H, CH), 2.44 (s, 3H, §H2.46 (dd,J = 10.5 et 18.1 Hz, 1H,
CH), 4.50-4.58 (m, 1H, CH).

3C RMN (75MHz, CDC}) é ppm :20.3, 20.8, 31.1, 37.9, 72.9, 130.0, 157.3, 163.1,
200.2.
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291 : 2 2-dimethyl-6-undecyl#¥-1,3-dioxin-4-one

G7H3003
J( M = 282.42 g.mot
o 0 R = 0.65 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)
N
WO White powder
Yield = 85 %.

Form the dodecanoic acid, the reaction was perdoa® detailled in the general
procedure A, B, and C to give 750 mg (85% last)stéplioxinone291

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :0.85 (t,J = 5.5 Hz, 3H, CH), 1.24 (s, 16H, 8 x
CHy), 1.51 (m, 2H, Ch), 1.66 (s, 6H, 2 x ChJ, 2.18 (t,J = 9.5 Hz, 2H, CH), 5.20 (s, 1H,
CH).

13C RMN (75MHz, CDCY) 6 ppm :14.6, 23.1, 25.4, 26.2, 29.4, 29.7, 29.8, 29.9),30.
30.07, 30.09, 32.3, 34.0, 93.5, 106.7, 161.9, 172.6

IR : 2926, 2854, 1752, 1735, 1560.3tm

292 : (6R)-3-dodecanoyl-4,6-dimethyl-5,6-dihydrdd2pyran-2-one

GoH3,03 e.r. 50/50

o 0 M = 308.46 g.mot

0] 9 R = 0.51 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)
White powder
Yield = 30 %.

In a RB flask flushed with Argon, 20 mg (0.06 mm@ll eq) of cesium carbonate and
290 mg (1.0 mmol, 1.5 eq) of compou8é5 were added at RT to a 10 mL toluene solution
containing 63 mg (0.6 mmol, 1 eq) compoW2@B. The mixture was then heated at reflux.
After 3h, the reaction was quenched at RT with,8kl; and extracted with EtOAc. The
agueous layer was then extracted twice with etbgtade. The combined organic layers were
then dried over MgSP and concentrated under vacuum. The crude was then
chromatographied on silica gel using a (80:20) orxtof Cy/EtOAc to give 93 mg (30%) of
coumpond292
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'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :0.87 (t,J = 6.8 Hz, 3H, Ch), 1.24 (s, 16H, 8 x
CH,), 1.43 (d,J = 6.2 Hz, 2H, Ch), 1.58-1.62 (m, 2H, CH), 2.00 (s, 3H, Ch), 1.43 (dd,] =
4.0 et 18.1 Hz, 1H, CH, 2.44 (dd,J = 11.5 et 17.9 Hz, 1H, G} 2.73 (t,J = 7.7 Hz, 2H,
CH), 4.50-4.60 (m, 1H, CH).

3C RMN (75MHz, CDCY) é ppm : 14.5, 20.8, 21.3, 23.0, 24.1, 29.5, 29.7, 29.8,
29.95, 29.99, 30.02, 32.3, 38.1, 43.8, 73.4, 13[56,5, 163.6, 203.9.

293 :tridecan-2-one :

G2H260
= M = 198.34 g.mot
PN R = 0.81 (Cyclohexane/EtOAc— 80/20)
White powder.
Yield = 32%

Isolated along with the compou82to give 64 mg (32%) of the keto283

'H RMN (300MHz, CDC}) 6 ppm :0.86 (t,J = 6.2 Hz, 3H, CH), 1.24 (s, 16H, Cb),
1.53 (m, 2H, CH), 2.12 (s, 3H, Ch), 2.40 (tJ = 7.3 Hz, 2H, CH).

13C RMN (75MHz, CDCJ) é ppm : 14.6, 23.2, 24.3, 29.6, 29.8, 29.86, 29.93, 30.07,
30.10, 30.13, 30.3, 32.4, 44.3.

IR : 2954, 2917, 2849, 1709 ¢m
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6. 5. Mode opératoire pour la détermination des prpriétés

physicochimiques des analogues en solution.

6.5. 1. Appareillage.

Acétonitrile : VWR qualité HPLC

Micropipette : 5uL, 10 pL, 200 pL, 1000 pL,
Eppendorf : . Safe lock tube PCR

Cuve UV : Varian — Quartz 10 mm d’épaisseur
Cuve Fluorescence : Hellma — Quartz 10 mm d&sear
Vortex : Bender & Hobein — Genie 2
Centrifugeuse : Baky Bug

Spectrophotomeétre d’absorbance  : Varian — Cargca
Spectrophotomeétre de fluorescence : Varian — Ealipse
Bain thermostaté : Varian — Cary single celtipeaccesory

6. 5. 2. Solution mere
Environ exactement 1 a 2 mg de composé sont pesesun eppendorf de 1,5 mL.
Les solutions méres sont alors préparées par addlé 1 mL excatement d’acétonitrile et les
eppendorf sont alors conservés a I'abri de la lenie
6. 5. 3. Absorbance et fluorescence sans butgkami
» Absorbance :
30 pL de solution mere sont ajoutés dans un empede 1.5 mL et sont dilués a 1
mL d’'acétonitrile. Aprés agitation par vortex etnt@ugation, la solution limpide est

transférée dans une cuvette UV et complétée pal 2'acétonitrile. L'analyse est alors
effectuée aprés étalonnage du spectrophotométumpasolution d’acétonitrile.
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* Fluorescence :

Deux protocoles ont étés mis en place pour legsieeuorescence
- Pour les composés dicétoniques : 125 uL de latieal précédente (absorbance) sont dilués
a 1250 pL par ajout de 1125 pL d’acétonitrile dans
cuvette de fluorescence. L'analyse est alors eféecisur
le spectrophotomeétre de fluorescence par excitedion

longueurs d’onde respectives maximales d’absorption

-Pour les composés non-dicétoniques : 1250 pL dellgion précédente (absorbance) sont
placés dans une cuvette de fluorescence. L'analyse
est alors effectuée sur le spectrophotométre de
fluorescence par excitation aux longueurs d’onde

respectives maximales d’absorption.

6. 5. 4 Absorbance et fluorescence avec butylamin

 Absorbance :

30 pL de solution mére sont placés dans un eppeddol.5 mL. A température
ambiante, 10 pL (ou 30 pL dans le cas de PP84hedsolution de butylamine a 0.15 M sont
ajoutés et le milieu est agité par vortex puis ierge. Apres dilution a 1 mL par ajout de 960
puL d’acétonitrile, la solution limpide est transférdans une cuvette UV puis complétée par 2
mL d’acétonitrile. L’analyse est alors effectuéeespétalonnage du spectrophotometre par
une solution d’acétonitrile.
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* Fluorescence :

Deux protocoles ont étés mis en place pour les tesfluorescence
- Pour les composés dicétoniques : 125 pL de latisal précédente (solution d’absorbance)
sont dilués a 1.25 mL par ajout de 1125 pL d’adéitn
dans une cuvette de fluorescence. L’'analyse est alo
effectuée sur le spectrophotométre de fluoresceraze
excitation aux longueurs d’onde respectives maxesal

d’absorption.

-Pour les composés non-dicétoniques : 1250 uL dmliation précédente (absorbance) sont
placés dans une cuvette de fluorescence. L'analyise
alors effectuée sur le spectrophotométre de
fluorescence par excitation aux longueurs d’onde

maximales respectives d’absorption.

6. 5. Mode opératoire pour I’évaluation des analoges sur gel
SDS-PAGE.

1. Dry stocks (epicocconone’s solutions) were dissbieea concentration of 10 mg.mlin
DMSO.

2. Those stocks were further diluted to 0.89 mg’mL
3. The solutions were then stored at -80°C in i0Gliquots.

4. Proteins samples prepared (200ug/mL in LDS buffene heated to 70°C for 10 minutes
an then centrifugated at 14000 x g for 5 minuteforeebeing loaded on gels.to a

concentration of 125 ng/band and treated as fprste

5. An aliquots of GE low molecular weight standardepared for Lavapurple QC testing
was diluted into 1 x LDS buffer
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6. 12% Bis-Tris, 1 mm thick 12 well mini-gels (Inviggen) were loaded with standards (5

pL) and protein solutions (@L) as follows:
Well:  Sample:

Standards

Porcine IgG

Lysozyme

Transferrin

Ovalbumin

[-lactoglobulin

Carbonic anhydrase

Alkaline phosphatase

© 00 N o o B~ W DN P

Soybean trypsin inhibitor

=Y
o

Creatinase

[ —
[

Bovine plasma
RNase B

=
N

7. The gels were run at 150-200V for 60 minutes (buffent just on edge of gel).
8. The gels were fixed in 15% EtOH, 1% citric acid@@L) for 1 hr.
9. One gel for epicocconone was stained as follows
= Stained in 100 mM sodium borate pH 10.9 (50 mL)taming
épicocconone (5QL at 0.89 mg.mL) for 1h.
= De-stained in 15% EtOH (100 mL) for 30 minutes
= Acidified in 15% EtOH, 1% citric acid (100 mL) f@0 minutes.
10 .Gels for the anologs was stained as follows:
= Stained in 100 mM sodium borate buffer pH 10.9r§80 containing
the analogs (5QL of a 1 mg/mL solution) for 1 hr.
= De-stained in 15% EtOH (100 mL) for 30 minutes
= Acidified in 15% EtOH, 1% citric acid (100 mL) f&8) minutes.
11.The gels were imaged using a Typhoon 9400 (488aser] 540 PMT, 560LP or

580BP30 filters, 10xm resolution, and normal sensitivity).
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Deuxiéme page du brevet sur le procédé de synt®bépicocconone

1

Procede de synthese d' analogues

de 1'épicocoonome
DOMATHE TECHWNIQUE DE L" INVENTION

La presente invention concerne un proceds de synthese

d"analogues de l'épicocconone.

ART ANTERIEUR
1
L*épicocconone, on b, 6-dihydro-3-[{1E, 4E, 6E, BE} -1-
hydroxy-3-ocxo-1, 4, 6, B—décatétragényl ] -t-hydroxymethyl-9a—
methyl-2H-furo[3, 2g] [2]benzopyran-2, 9- (%9aH)-dione, &st un
composé chimigue, gul a @té isoleé duo champignon Epicooccum
15 pigrum et résolo chimigoement en 3003 par P.J. Bell =t P.
Karuso (|« Epicocconone, a3 novel fluorescent compound from
the fungus epicoccum nigrum » J Am Chem Soc. (2003),
125(31), 8304-5). La formule chimigque de I1*&picocconons

est l3 sulwvante

20

Epicocconone

Ce produit naturel s'est révelé avoir des proprietés
remarquables : sa structure chimigue originale lui permet
23 de == lier de fagon covalente aux fonctions amines,
formant wn addoit eénaminigue gui flucresce dans le rouge,
plus precisement autour de 600 nm, guand il =st soumis a
un rayonnement UV, par exemple & 3%5 nm oo 520 nmm. Cette
moleculs possede donc un deplacemsnt de Stokes

0 {difference entre la longueur dfonde d'absorption et la
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- Résumé -

La détection et I'identification des protéines gaf d’électrophorése dépend aussi bien
du marqueur des protéines utilisés (généralemenmamueur fluorescent) que de ses
propriétés physicochimiques propres (rendementtoee) Stokes’ shift et recouvrement des
bandes d'absorption et d’émission, photoblanchijpene sa stabilité (chimique et
photochimique), et de son accessibilité. Créergarame de nouveaux fluorophores dont les
propriétés physicochimiques peuvent étre modulégsaetant d'une structure bien connue et
trés avantageux dans l'optique d’anticiper les daréstigues supposées des composées
envisagés. Cependant, méme si de nombreux fluoreplsont disponibles commercialement,
ils souffrent généralement de différentes conteaintelles que leurs prix prohibitifs, leur
manque de sensibilité, leur stockes’ shift trofpl&@iou bien encore leur stabilité. L'acces a
une famille de fluorophores résolvant I'ensemblecés contraintes pour la détection de
protéines sur gel d’électrophorese représentevait dn réel défi.

L’épicocconone, isolée du champigndgpicoccocum Nigrum se lie de facon
covalente aux amines (et donc eégalement aux pesgan conduisant a un adduit énaminique
qui est tres fluorescent. Cet adduit émet dansuge (610 nm) lorsqu’irradié dans I'UV (395
nm) ou le visible (520 nm). Ces propriétés ont doonduit a l'utilisation de ce produit
naturel comme marqueur fluorescent de protéinesgeurd’électrophorese menant a une
sensibilité de détection rarement atteinte et agameme de linéarité trés importantej1Qa
premiére synthése de I'épicocconone a alors étagémgau sein de notre laboratoire. Elle a
finalement conduit a une chimiotheque d’analoguesoee plus efficace ayant permis
d’établir une véritable relation structure-fluoresce.

- Abstract -

Detection and identification of proteins either #D electrophoresis gels or in
biological media depends largely on the qualitypodtein sensitive dye used (generally a
fluorescent dye) as well on the efficiency of thBuorescent properties (quantum vyield,
Stokes’ shift and overlap of excitation frequenaghwecommon laser sources), their stability
(chemical and photophysical) and their accesgbillto be able to create a range of new
fluorescent dyes whose profiles can be modulatedtirsy from a proven scaffold is
advantageous in terms of predicting the propertieghe final products. Even if many
fluorescent dyes are available on the market, twffer from a prohibitive price, a lack of
sensitivity or a restricted wavelength range (apson/emission) or limited stability. Access
to a family of fluorophores displaying similar plgechemical properties, but shifted
excitation and emission wavelengths constituteisaaluable tool

Epicocconone, isolated from the fung&picoccumnigrum, covalently binds to
primary amines (e.g. lysine of proteins), leadingat protein linked conjugate which is
strongly fluorescent, emitting light in the red (6m) when submitted to UV-visible light
(395 or 520 nm). This is a novel pro-fluorophorattillows protein quantification with
unprecedented sensitivity and with an excellergdiity on a broad range of concentrations.
A program of synthesis of epicocconone and anadoeorder to provide a library of
complementary fluorophores has been undertaken.r@$idts concerning either the better
efficiency of the analogs and the structure-fluceese relation are presented in this
dissertation.
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