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INTRODUCTION

La présente thése porte sur la valorisation de phytoconstituants de Cienfuegosia
digitata, essentiellement le gossypol, en synthése organique. Elle est effectuée au
Laboratoire URCOM (Université du Havre Normandie) en cotutelle avec le Laboratoire UCME
de I'Université de Nouakchott Al-Aasriya (Mauritanie) et s’inscrit pleinement dans la
thématique Extraction de I'équipe EURECA (Equipe Réactivité Extraction Catalyse et
Application).

Les plantes possedent deux types de métabolites : les métabolites primaires et les
métabolites secondaires. Les métabolites dits «primaires» sont retrouvés dans toutes les
cellules végétales et sont directement impliqués dans la croissance et le développement des
plantes. Ces métabolites sont classés en quatre groupes : les glucides, les lipides, les acides
aminés et les acides nucléiques. En ce qui concerne les métabolites secondaires, ils peuvent
étre tres différents en fonction des espéeces. Bien que leur role soit encore mal connu, il est
cependant clair gu'ils interviennent dans les relations qu'entretient la plante avec son
environnement en termes de biotope et de relation avec les organismes vivants
particulierement. Les métabolites secondaires sont probablement des éléments essentiels
de la coévolution des plantes avec les organismes vivants, tels que les parasites, les
pathogenes et les prédateurs, mais aussi les pollinisateurs et les disséminateurs. Ces
différentes relations ont donné lieu a une grande diversification chimique des composés
rencontrés au niveau du régne végétal. Plusieurs auteurs ont rapporté que les métabolites
secondaires constituent des substances de défense de la plante contre les dangers auxquels
elle est exposée continuellement. Il est également bien connu aujourd’hui que les conditions
climatiques dans lesquelles pousse une plante ont une influence directe sur la nature et
I'abondance des métabolites secondaires dans celle-ci.

Cienfuegosia digitata connue communément sous le nom d’"lzide" en Mauritanie est
une plante exotique largement distribuée dans ce pays et appartenant a la famille des
Malvaceae. Cette plante a été ciblée dans le cadre de cette thése car elle pose des
problemes d’intoxication pour le bétail en Mauritanie causant une perte considérable pour
les éleveurs et par conséquent pour I'économie mauritanienne essentiellement basée sur

I’élevage. En effet, le secteur de I'élevage contribue a hauteur de 12% du PIB national de la
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Mauritanie et environ 60% de la population active de ce pays vivent directement de ce
secteur.

L'objectif de cette thése est d’une part, de faire une étude phytochimique complete de
Cienfuegosia digitata puisse qu’aucune étude approfondie n’a été réalisée sur cette derniére
et par la suite essayer de comprendre ces problémes d’intoxication. D’autre part, en fonction
des résultats obtenus lors de ['étude phytochimique une valorisation du ou des
phytoconstituants isolés et caractérisés sera entreprise a travers des modifications

chimiques appropriées pour accéder a des molécules d’intérét biologique et/ou chimique.

Cienfuegosia digitata est une plante trés voisine du Gossypium “le cotonnier” dont le
gossypol en est le composé majoritaire. Dans ce contexte, nous avons émis I’hypothése que
cette plante pourrait également contenir du gossypol qu’on pourrait valoriser par la suite en
synthése organique.

Le manuscrit suivant est organisé autour de quatre chapitres
Le chapitre 1 sera consacré au positionnement de Cienfuegosia digitata dans la
systématique en insistant sur la famille des Malvaceae a laquelle elle appartient, la tribu puis
le genre. Nous terminerons ce chapitre par une description botanique de Cienfuegosia
digitata, sa distribution géographique et une synthése bibliographique sur les travaux
antérieures réalisés sur celle-ci.

Le chapitre 2 est destiné a la présentation du gossypol et sa particularité en termes de
biosynthése, synthése. Une synthese bibliographique sur la chimie du gossypol sera donnée
et les différents procédés d’extraction détaillés. Enfin, nous passerons en revu quelques
activités biologiques intéressantes du gossypol et de ses principaux dérivés.

Le chapitre 3 mentionnera l'intérét de I'accés aux deux atropoisomeéres du gossypol d’un
point de vu chimique et biologique.

Le chapitre 4 présentera le travail personnel réalisé lors de cette thése. On y trouvera 3
parties.

La premiére partie sera consacrée a I'étude phytochimique de Cienfuegosia digitata
suivie de la présentation du concept SECheM (Simultaneous Extraction and Chemical
Modification) que nous avons développé. Ce concept nous a permis de faire I'extraction et la
modification d’un produit naturel sans avoir a l'isoler de la plante et ceci en une seule

séquence et dans le méme pot. Nous montrerons dans cette partie comment ce concept
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permet de diminuer le nombre d’étapes au niveau de |'extraction du gossypol par rapport
aux méthodes classiques et surtout comment celui-ci nous permet de faire I'extraction et la
modification chimique du gossypol en un temps relativement court.

Dans la seconde partie de ce travail nous arborerons la résolution racémique de deux
atropoisomeres du gossypol toujours en utilisant le concept SECheM. Dans cette partie nous
présenterons également l'accés aux bases de Schiff énantiomériquement pures en
seulement deux étapes via I'exploitation d’une réaction d’échange d’amines. Cette méthode
permet de gagner 3 étapes par rapport a la méthode classique et nous permet d’éviter le
passage par gossypol qui est une molécule instable a la base.

Enfin, dans une derniére partie nous montrerons comment il a été possible de
protéger sélectivement les différents groupements phénols présents sur les différentes
bases de Schiff que nous avons synthétisées et comment nous avons réussi a synthétiser des
complexes de palladium avec les bases de Schiff énantiomériquement pures dérivées des

aminoalcools chiraux.
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Chapitre 1:

L’espece Cienfuegosia digitata Cav.
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Chapitre 1: L'ESPECE CIENFUEGOSIA DIGITATA CAV.

Dans ce chapitre, nous détaillerons quelques aspects botaniques du genre
Cienfuegosia, de I'espece digitata et de la famille des Malvaceae a laquelle cette plante est
rattachée. La premiére partie de ce chapitre sera consacrée a la description de la famille des
Malvaceae avec ses caractéristiques botaniques, les structures chimiques de
phytoconstituants rencontrées dans quelques membres de cette famille. Ensuite, nous
aborderons le genre Cienfuegosia et nous terminons ce chapitre par une étude

bibliographique détaillée sur la plante Cienfuegosia digitata.

I. La famille des Malvaceae'*”

La famille des Malvaceae est une famille trés cosmopolite dans sa distribution
géographique. En effet, elle est présente aussi bien dans les régions chaudes (tropicales) que
dans les régions tempérées.”!

Cette famille comprend environ 4200-4300 espéeces réparties en 243-250 genres de
plantes de types dicotylédones. Les plantes associées a cette famille sont trés variées et
peuvent étre utilisées comme source d’aliments (gombo : Abelmoschus esculentus ; hibiscus
: Hibiscus sabdariffa ; cacao : Theobroma cacao ; baobab : Adansonia digitata), source de
fibre pour I'industrie textile (coton: Gossypium barbadense), source de médicaments et enfin
comme plantes d’ornements. Comme vous |'aurez compris, la famille des Malvaceae est une
famille qui a un poids économique non négligeable. Deux grandes espéces peuvent étre
citées comme exemple : il s’agit du cotonnier qui est a juste titre appelé « or blanc » pour sa
production de coton et d’huile. Qutre ce dernier, on peut également citer le cacaoyer
(Theobroma cacao) dont les féves servent a fabriquer le chocolat, une douceur
mondialement connue et consommée.

Le positionnement des Malvaceae [*31 gans Ia systématique en s’appuyant sur les
différents systémes de classification est illustré dans le Tableau 1 ci-dessous.

Cronquist et Dahlgren dans les années 80,'*® reconnaissent une division des Magnoliophyta
(Angiospermes), au sein de laquelle se distinguent la classe des Magnoliopsida
(Dicotylédones) et celle des Liliopsida (Monocotylédones). Reveal suit pratiquement la
méme classification que Cronquist, excepté le fait qu’il substitue la classe des Magnoliopsida

(Dicotylédones) par celle de Rosopsida. Beaucoup plus tard, Takhtajan et Thorne!”!
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reviennent sur la proposition de Reveal en reconnaissant de nouveau les Angiospermes

(Magnoliopsida) en tant que classe.

Systéme | Cronquist®” | Dahlgren® Reveal | Takhtajan”’ | Thorne® | APGI® | AP "™ | APG ™ | APG IV™?
année 1981-1988 1981-1983 1997-1999 1997 1992-2001 1998 2003 2009 2016
Magnoliopsida . Magnoliopsida Eudicots
classe (Dicotylédones) Rosopsida (Dicotylédones) (Dicotylédones vraies)
sous- Dilleniidae Magnoliidae Dilleniidae Mognoliidae Eurosids Il
classe (Dillénidées) | (Magnolidées) (Dillénidées) g (Malvidées)
Super- Malvanae
ordre
ordre Malvales Juss. Ex Bercht & J. Pres|
famille Malvaceae Juss.

Tableau 1. Systématique des Malvaceae depuis Cronquist a I’APG IV.

Dans un cadre plus large du systeme de classification APG (Angiosperm Phylogeny
Group), Les Malvaceae « stricto lato » regroupent 4 familles: Les Bombacaceae, les
Malvaceae « stricto sensu », les Sterculiaceae et les Tiliaceae. La relation étroite qui lie ces
familles est connue depuis I'époque de Linné et récemment confirmée par des analyses au
niveau moléculaire.>*¥ En effet, plusieurs études phylogénétiques plus ou moins récentes a
I'intérieur du clade des Malvaceae basées sur |I'analyse des séquences d’ADN ont permis de
mettre en évidence la non homogénéité de cette famille avant le systeme APG.[*7
Aujourd’hui, la famille des Malvaceae « stricto lato » s’est encore agrandit en incluant
d’autres genres. Elle est divisée en 9 sous-familles.***”! La relation qui lie ces différentes

sous-familles n’est toujours pas bien clarifiée et reste toujours un sujet de polémique et de

discussion. Les neuf sous-familles sont :

-Bombacoideae : traditionnellement dans la famille des Bombacaceae (=12 genres, =120
especes)
-Brownlowioideae : traditionnellement dans la famille des Tiliaceae (=8 genres, =70 especes)
-Byttnerioideae : traditionnellement dans la famille des Sterculiaceae (=26 genres, =650
especes)
-Dombeyoideae : traditionnellement dans la famille des Sterculiaceae (=20 genres, =380
especes)

-Grewioideae : traditionnellement dans la famille des Tiliaceae (=25 genres, =770 espéces)
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-Helicteroideae : traditionnellement dans la famille des Sterculiaceae (tribu : Helictereae) et
Bombacaceae (tribu : Durioneae) (=8 a 12 genres, =10 a 90 espéces)

-Malvoideae : traditionnellement dans la famille des Malvaceae « stricto sensu » (=78
genres, =1600 especes)

-Sterculioideae : traditionnellement dans la famille des Sterculiaceae (=12 genres, =430
especes)

-Tilioideae : traditionnellement dans la famille des Tiliaceae (=3 genres, =50 espéces)

La plante qui nous intéresse dans cette étude (Cienfuegosia digitata), fait partie de la sous-
famille des Malvoideae.™®

Les genres les plus représentatifs de cette famille sont: Hibiscus, avec 300 espéces,
Dombeya avec 225 espéces, Sida, avec 200 espéces, Sterculia, avec 150 especes, Pavonia
avec 150 especes, Grewya, avec 150 especes, Byttneria, avec 132 espéces, Cola, avec 125
especes, Abutilon, avec 100 especes, Hermannia, avec plus de 100 espéces, Corchorus, avec

100 espéces, Tilia, avec 45 espéces, Malva, avec 40 especes, Gossypium, (les cotonniers)

avec 39 espeéces, Lavatera, avec 25 especes, Adansonia, les Baobabs, avec 8 especes.

I.1. Caractéres botaniques[z]

I. 1. 1. Appareil végétatif
La famille des Malvaceae est constituée de plantes herbacées (Malva), des arbustes
et des arbres installés dans les climats froids a tropicaux. Les arbres peuvent des fois
apparaitre trés massifs comme c’est le cas des baobabs. Parfois, le tronc des arbres est muni
de contreforts (Ceiba, Bombax) et peut prendre la forme d’une bouteille (Chorisia,
Adansonia).

Une des caractéristiqgues communes et représentatives des Malvaceae reste le fait
d’avoir un nombre impair, cing en l'occurrence, de deux éléments de la fleur (sépales et
pétales) qui constituent le périanthe. Les cing sépales et pétales sont rassemblés vers le bas
en forme de tube monadelphe. De plus, on trouve au niveau de cette famille de plantes, des
canaux sécréteurs a mucilage, des lacunes sécrétrices et parfois des fibres libériennes plus
ou moins lignifiées comme étant des particularités anatomiques. Les Malvaceae sont le plus
souvent classées dans les mauvaises herbes et pourtant elles sont d’'une grande utilité dans

plusieurs domaines.
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I. 1. 1. 1. Les feuilles

Les feuilles sont stipulées et en générale alternées avec les limbes découpés et
recouvertes d’un duvet et de nervures palmées. Elles sont souvent simples et palmatilobées,
ou composées palmées (Ceiba, Bombax), entiéres a dentées. Chez certaines especes comme
les baobabs, les feuilles tombent a la saison seéche pour réduire les pertes d’eau.
La présence de poils généralement étoilés ou d’écailles peltées, a été observée chez les
espéces de la famille des Malvaceae. Les plantes de la famille des Malvaceae ont une
inflorescence ayant I'aspect de cyme ou solitaire avec des grandes fleurs bisexuées et
réguliéres donnant un fruit sec.

I. 1. 1. 2. Les fleurs

Les fleurs sont en générale réguliéres, hermaphrodites ou unisexuées (Stercularia,
Cola, Firmiana), pentaméres.
= Le calice comprend cinqg sépales soudés. Ce verticille est doublé extérieurement par un
calicule (ou épicalice) de sépalules en nombre variable.
= La corolle posséde le plus souvent cing pétales libres, imbriqués ou valvaires. Elle peut
étre absente chez certains genres comme : Stercularia, Cola, Firmiana.

- L'androcée présente un nombre d’étamines variables, de cing a nombreuses,
disposées sur un androgynophore tres proéminent. Leurs filets peuvent étre libres,
seulement soudés a la base en faisceaux, mais en général, I'androcée est monadelphe
formant un tube autour du gynécée. Ce dernier est formé lui-méme de deux a nombreux
carpelles, soudés en un ovaire supére a autant de loges. Les stigmates sont globuleux ou
lobés. La pollinisation des fleurs s’effectue grace a de nombreux types d’insectes, mais aussi
par les oiseaux, ou par les chauves-souris au niveau de certains genres. Les nectaires sont
formés de poils glanduleux, pluricellulaires, densément répartis sur les sépales, ou parfois
sur les pétales et I'androgynophore.

I. 1. 1. 3. Le fruit

Le fruit des Malvaceae peut prendre une forme extrémement variable. Il peut étre
sous forme de capsule loculicide comme au niveau des genres Gossypium et Hibiscus.
Cependant, on observe aussi des fruits schizocarpes (Malva, Althea, Lavatera, Sida), en
forme de noix (Tilia), en forme de gousses indéhiscentes (Adansonia), formant une drupe
(Theobroma), en forme de baies ou encore, regroupés en un ensemble de follicules

(Stercularia).
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1.2. Applications

1.2.1. Les composés du métabolisme primaire

Dans la famille des Malvaceae, on trouve des plantes strictement alimentaires, des
plantes ou les fruits apres transformation servent a fabriquer des boissons, des plantes
fibreuses qui servent de matieres premieres dans l'industrie du textile, des plantes a
mucilage ou encore a gommes.
Ces plantes sont riches en un certain nombre de métabolites primaires cités ci-dessous.

» Les glucides simples :

Le Karakadé (Hibiscus sabdiffera L.), est une plante subtropicale récoltée au Soudan, en
Egypte et dans I'Asie du Sud-Est. Le calice et le calicule servent a préparer une boisson
rafraichissante et réputée fortifiante car riche en antioxydants polyphénoliques. En effet, les
analyses de cette boisson ont montré la présence des polysaccharides et d’anthocyanosides.

» Lacellulose

Le genre Gossypium (les cotonniers) est constitué des herbes ou des sous-arbrisseaux de
0,5 a 3 m de hauteur avec de grandes feuilles lobées. C'est le plus connu dans la famille des
Malvaceae. Le fruit est une capsule a déhiscence loculicide de trois a cinq loges, chacune
contenant 5 a 7 graines. Ces derniéres sont entourées par une masse de longs poils
blanchatres ou roussatres. Les poils du Cotonnier, issus des cellules de I'épiderme, sont
unicellulaires, trés long et fins: 1 a 5 cm sur 12 a 30 u de diametre. Chaque graine en porte
entre 5000 et 10 000. IIs contiennent 90% de cellulose.

Les cotonniers font I'objet de cultures intensives eu égard a leur importance
économique. Les Etats-Unis sont les plus gros producteurs depuis des millénaires. On
distingue actuellement quatre espéces : deux especes asiatiques, diploides, a fibres épaisses
et courtes (Gossypium arboreum L. et Gossypium herbaceum L.) et deux especes
américaines, tétraploides, I'une a fibres moyennes (Gossypium hirsutum L.) et I'autre a fibres
longues (Gossypium barbadense L.).

» Les Gommes

Les gommes sont des exsudats visqueux, naturels ou provoqués par incision du tronc.

Le Sterculia urens Roxb. est un arbre a gomme, originaire des zones montagneuses et des
plateaux secs du centre et du nord de I'Inde. Il posséde de grandes feuilles palmatilobées, de

fleurs apétales et des fruits composés de follicules ligneux.
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Le parenchyme cortical du tronc et des ramifications sont parcourus par des canaux

sécréteurs dans lesquels s"accumule la gomme, dite gomme « Karaya ».
Cette gomme concassée, se présente alors sous formes de morceaux irréguliers,
translucides, blanc rosés a brunatres. Elle a la propriété de gonfler au contact de I'eau, ce qui
en fait un laxatif de choix. Elle est également proposée comme adjuvant des régimes
restrictifs au cours des traitements de I'obésité.

» Les Mucilages

Les mucilages sont présents et abondants dans les canaux et les cellules de nombreuses
Malvaceae. C'est le cas de la mauve (Malva sylvestris L.), de la guimauve (Althea officinalis
L.) et les tilleuls (Tilia cordata Miller). Ces plantes médicinales font parties du mélange
officinal des « espéces pectorales » et certaines ont des propriétés spasmolytiques contre les
coliques hépatiques ou néphrétiques.

» Les Lipides

L’huile, extraite des graines de cotonniers est comestible a condition d’éliminer par une
cuisson controlée le gossypol, un composé phénolique toxique. Cette huile est trés
consommée aux Etats Unis et possede des propriétés intéressantes et valorisables en
cosmétique.

» Les Protides

Les tourteaux délipidés issus de I'huile de cotonniers servent, aux Etats Unis a
I’alimentation du bétail.

1.2.2. Les composés du métabolisme secondaire

On retrouve ici des polyphénols issus de la voie des terpénes, des stérols, des alcaloides
et des bases puriques essentiellement.

> Les terpénes

Les graines de cotonniers sont parsemées de glandes ovoides ou sphériques, contenant
divers pigments dont le gossypol qui est un composé phénolique tres réactif et toxique issu
de la voie des sesquiterpénes. De plus, il provoque chez les animaux males une oligospermie
avec des formations des spermatozoides et chez les animaux femelles un effet antinidatoire.

» Les stérols

L'huile de la graine de coton est riche en sitostérol et pourrait étre une source des

phytostérols transformables en stéroides d’intérét pharmaceutique.
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» Les alcaloides

Diverses espéces américaines (Pérou, Equateur) appartenant au genre Sida sont fumées
en guise de Marijuana. Elles se révelent étre toxiques pour les fourmis et les blattes.
L’éphédrine, un alcaloide naturel connus depuis longtemps a été isolé de ces derniéres.

» Les bases puriques

Les bases puriques de type théobromine et caféine sont rencontrées chez les genres

Théobroma (Cacaoyer) et Cola (kolatier).

I. 3. L'utilisation des Malvaceae
= |Industrie
La cellulose des cotonniers a des nombreuses applications industrielles.

- Son estérification conduit a divers produits : nitrate, acétate de cellulose, utilisés
dans l'industrie des explosifs, des plastifiants, des filtres. L’acétophtalate forme des films
gastrorésistants; le phtalate d’hydroxypropylméthylcellulose sert pour la micro-
encapsulation et pour fabriquer des microgranules a libération prolongée.

- L’éthérification permet d’obtenir des polyméres hydrosolubles, également aux
applications multiples. La carboxyméthylcellulose est particulierement utilisée en
pharmacotechnie, avec I'hydroxypropylcellulose pour améliorer le port de certaines lentilles
cornéennes.

= Parfumerie
Les graines de d’Abelmoschus moschatus renferment une huile essentielle, utilisée en

parfumerie sous le nom d’«ambrette».

Il. La sous-famille des Malvoideae!***®

La sous-famille des Malvoideae de la famille des Malvaceae est composée du core
Malvoideae des Matisieae et d'un clade formé des genres Chiranthodendron et
Fremontodendron. Elle est distribuée dans les régions tempérées et tropicales et constitue

un groupe monophylétique sur la base d’études morphologiques et moléculaires. Selon

[17] [19]

Bayer et Kutbitzki,”"" cette sous-famille est constituée de quatre tribus : Gossypieae,

Hibisceae,[2°'21] Kydieae,[zzl Malveae'*®.

Il apparait aujourd’hui qu’un nombre de tribu
beaucoup plus important que c¢a selon certains auteurs, compose cette sous-famille des

Malvoideae.
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I1l. La tribu des Gossypieae!*”!

La tribu des Gossypieae est un groupe bien défini de plantes caractérisé par la
présence de glandes produisant du gossypol, un métabolite secondaire considéré comme
étant un pigment naturel. Cette tribu regroupe principalement neuf genres répertoriés ci-
dessous : Cephalohibiscus, Cienfuegosia, Gossypium, Gossypioides, Hampea, Kokia,

(23241 A ces neuf genres, peut éventuellement

Lebronnecia, Thepparatia et Thespesia.
s'ajouter le genre Alyogyne que certains auteurs ont proposé récemment d’inclure

également dans cette tribu.

IV. Le genre Cienfuegosia[”

Comme nous l'avons précisé auparavant le genre Cienfuegosia est un membre de la
famille des Malvaceae. Les principaux éléments qui caractérisent les membres de ce genre
et qui les distinguent des autres genres (en particulier de I'espece Hibisceae sens.) sont :
I'embryon et la présence dans diverses parties de la plante de glandes pigmentaires, associé
a la présence de pigments polyphénoliques. La production de pigments, principalement le
gossypol mais aussi plusieurs d’autres composés apparentés, représente une singularité de

la tribu Gossypieae. Garcke (1860)!**

a été le premier des rares scientifiques qui ont étudié
de maniére exhaustive et approfondie le genre Cienfuegosia. Les deux tiers des espéces
actuellement connues ne sont pas décrites a I'’époque de Garcke.

Hochreutiner en 1902 a simplement énuméré les especes connues de Cienfuegosia a
cette époque. Il a aussi indiqué la synonymie et le changement de nomenclature d’un certain
nombre d’especes. Par contre il n’a pas étudié la classification, ni la phylogénie du groupe et
la distribution des espéces de ce genre.

Le genre de Cienfuegosia a été décrit par Cavanilles en 1787.1°) ce dernier avait
donné le nom Cienfuegosia a ce genre, a I’honneur du botaniste espagnol du XVI siecle
Bernardo Cienfuegos. Deux ans plus tard ce nom a été raccourcit a Fugosia par Jussieu
(1789).[27] Pendant presque 60 ans, le nom Fugosia était le nom le plus connu pour le genre
Cienfuegosia. Durant ces années d’autres noms ont été également utilisés comme
« Cienfugiosa » publié par Giseke en 1792,% ou comme « Cienfuegia » publié par Willdenow
en 1800."' En 1824 DeCandolle®” a utilisé pour la premiere fois le nom Cienfuegosia pour

ce genre, ce méme nom a été réutilisé par Hutchinson en 1947.31
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En 1968 Fryxell a trouvé une maniére de distinguer le genre Cienfuegosia, des autres
genres, membre de la tribu des Gossypieae.[l‘g] Il existe selon lui, suffisamment de variabilité
entre les différentes especes de Cienfuegosia, ce qui demande une combinaison de
caractéres pour pouvoir les différencier des autres genres. Une des variabilités reste le
nombre de chromosomes des espéces composant ce genre. En effet, le nombre de
chromosomes chez les membres de Cienfuegosia varient entre (n = 10 et n = 11), tandis
gu’au niveau des autres genres, ce nombre varie de (n = 12 a n = 13). Cette différence de
nombre de chromosomes a été utilisée pour discriminer le genre Cienfuegosia.

Le genre Cienfuegosia regroupe aujourd’hui plus d’une trentaine d’espéces essentiellement
distribuées en Afrique et en Amérique. Ces espéces sont : ™
Cienfuegosia affinis (Kunth) Hochr.

Cienfuegosia angustifolia Krapov.

Cienfuegosia argentina Giirke

Cienfuegosia australis (F. Muell.) K. Schum.
Cienfuegosia conciliata Krapov.

Cienfuegosia digitata Cav.

Cienfuegosia drummondii (A. Gray) Lewt.
Cienfuegosia escholtzioides Hochr.

Cienfuegosia gerrardii Hochr.

Cienfuegosia glauca Brandao & Laca-B.
Cienfuegosia hassleriana Hochr.

Cienfuegosia heteroclada Sprague

Cienfuegosia heterophylla Garcke

Cienfuegosia hildebrandtii Garcke

Cienfuegosia hispida R. E. Fr.

Cienfuegosia hitchockii (Kearney)

Cienfuegosia humbertiana (Hochr.) Fryxell
Cienfuegosia integrifolia (Chodat & Hassel) Fryxell
Cienfuegosia intermedia Fryxell

Cienfuegosia ituiutabensis Brandao & Laca-B.
Cienfuegosia lanceolata (A. St.-Hil.) Krapov.

Cienfuegosia longifolia Brandao & Laca-B.
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Cienfuegosia punctaca Turcz.
Cienfuegosia rosei Fryxell

Cienfuegosia saraviae Krapov.
Cienfuegosia schulzii Krapov.
Cienfuegosia subpostrata Hochr.
Cienfuegosia subternata (Hassel) Fryxell
Cienfuegosia sulfurea (A. St.-Hil.) Garcke.
Cienfuegosia sulphurea Garcke.
Cienfuegosia uberabensis Brandao & Laca-B.
Cienfuegosia ubternata (Hassel) Fryxell
Cienfuegosia ulmifolia Fryxell
Cienfuegosia welshii Garcke.

Cienfuegosia yucatanensis Millsp.

IV. 1. Distribution de Cienfuegosia
Le genre Cienfuegosia est retrouvé dans différents types de biotope. Les espéces de
ce genre ont une tendance a s’adapter assez facilement aux régions relativement arides et

trés peu d’espéeces peuvent survivent dans des régions au climat extrémement sévéres (cas

de C. tripartita).

Figure 1. La distribution du genre Cienfuegosia dans le monde
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Les especes de Cienfuegosia sont présentes en Afrique (sud de I’Angola au Transvaal de
I’Afrique du Sud, la Mauritanie, le Mali, le Sénégal, le Burkina Faso ainsi que le nord du
Nigeria et le Madagascar), en Amérique (Centrale et Australe essentiellement), et dans la

partie septentrionale de I’Australie.

V. Ll'espéce Cienfuegosia digitata Cav.

V.1. Classification
La classification de Cienfuegosia digitata Cav. selon Cronquist (1981) et selon I’APG Il
(Angiosperm Phylogeny Group, 2009) sont représentées dans les Figure 2, Figure 3 ci-

dessous.

b Régne : Plantae (végétal)
cL—Sous-Régne : Tracheobionta (Plantes vasculaires)
éimbranchement : Phanérogames
gf Division: Magnoliophyta (Angiosperme)
L)— Classe : Magnoliopsida ( Dicotylédones )

o—Sous-classe : Dillenidae
‘I*Ordre : Malvales Juss. ex Bercht. & J. Presl, 1820
gﬁ Famille : Malvaceae Juss., 1789
l) — Sous-Famille : Malvoideae Burnett, 1835
‘ofTribu : Gossypieae
|

o -Genre : Cienfuegosia

4) —Espeéce : Cienfuegosia digitata Cav., 1824

Figure 2. La classification de Cronquist (1981)
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o Clade : Plantae (végétal)
cLAZIade : Tracheobionta (Plantes vasculaires)
Ailade : Phanérogames
éf Clade : Angiosperme
E—Clade : Dicotylédones vraie
‘c%CIade: Malvidées
B —Ordre : Malvales Juss. ex Bercht. & J. Pres|, 1820
Jaf Tamille : Malvaceae Juss., 1789

o — Sous-Famille : Malvoideae Burnett, 1835

o — Tribu : Gossypieae
|

o -Genre : Cienfuegosia

4) —Espeéce : Cienfuegosia digitata Cav., 1824

Figure 3. La classification phylogénétique modifiée d’apres I’APG 11l (2009)

V. 2. Description

Cienfuegosia digitata Cav. est un sous-arbrisseau de plus de 30 cm d’hauteur aux
grandes belles fleurs jaunes (2 a 4 cm de diamétre), divisées et palmées a 5 folioles linéaires.
Les sépales sont couverts de points noirs enveloppant la capsule. Les graines de Cienfuegosia
digitata sont hérissées. La floraison se déroule couramment en septembre. Les feuilles sont
rangées par 5 et sont parfois simples allant de lancéolées a oblanceolées. Les pétioles sont
ponctués et pubescents. Les stipules ont une longueur de 1 a 3 mm et sont linéaires,
pubescents et parfois glabres. Le pédoncule de 1 a 4 cm de longueur est axial, solitaire
faiblement pubescent a glabre. Cienfuegosia digitata est morphologiquement uniforme bien

gue la forme des feuilles peut étre légerement différente.
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(a) Cienfuegosia digitata (b) La fleur de Cienfuegosia digitata
Figure 4. L’espéce Cienfuegosia digitata Cav.

V. 3. Distribution

Cienfuegosia digitata est rencontrée sur les sols sableux ou rocailleux de plusieurs pays
d’Afrique essentiellement (Afriqgue du Sud, Angola, Burkina Faso, Mali, Mauritanie, Namibie,
Niger, Nigéria). Cienfuegosia digitata a été un temps soupgonnée comme une espece
originaire de I’Amérique et qui serait arrivée en Afrique grace a une migration du nord de
I’Amérique du Sud vers l'ouest de I'Afrique. De I'ouest de I’Afrique, cette espéce a été
ultérieurement disséminée vers le Sud de I'Afrique (Angola, Zambie, Botswana, Afrique du

sud).?>3

Figure 5. La distribution de Cienfuegosia digitata Cav. en Afrique.[l]
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En 1952, Pierre Munier a fait une étude générale sur la flore mauritanienne
essentiellement dans la région d’Assaba ou il a cité toutes les plantes qui se trouvent dans
cette région avec leurs noms scientifiques associés aux noms locaux (vernaculaires).¥ En
1998, Abdallahi OULD KHALIFA a aussi rapporté que Cienfuegosia digitata se trouve dans la
région du Tagnat (Mauritanie).BS] Cette plante pousse essentiellement au Sud de la
Mauritanie dans trois grandes régions indiquées sur la carte de la Mauritanie (Figure 6) et
dans lesquelles malheureusement se concentre le nombre le plus élevé de bétail dans le
pays. Le Cienfuegosia digitata qui a été utilisée pour cette étude, a été récoltée dans la

région d’EL Hodh Et-Chargui (Mauritanie).

Abdellah ould KHALIFA, ta l\
région du Taganten
Mauritanie I'oasis de
Tigigia entre 1660 et 1960,
1998, 473

Sidi Boune, M. V. et
al., Phytochem. Anal.,
4 2017.28,410-415.

Figure 6. La répartition de la plante Cienfuegosia digitata Cav. en Mauritanie.
V. 4. Utilisation
Une étude ethnobotanique réalisée au Burkina Faso a montré que Cienfuegosia
digitata et d’autres espéces de la famille Malvaceae sont trés utilisées en médecine

traditionnelle pour le traitement de certaines maladies comme le paludisme (la malaria), la
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fievre, les infections gastro-intestinales. Ces plantes sont utilisées aussi pour leurs propriétés

anti-inflammatoires et antibactériennes.®

V. 5. Les métabolites secondaires de C. digitata

Tres peu d’études phytochimiques ont été réalisées sur C. digitata. De plus, les
qguelgues études effectuées sur cette plante restent superficielles et exploratoires.
Cependant, quelques-unes ont montré la présence de grandes familles de métabolites

secondaires telles que : [3637]

- Les alcaloides

- Les coumarines

- Les flavonoides

- Les polyphénols

- Les saponosides (saponines)

- Les stéroides

- Lestannins
Certaines études ont montré que Cienfuegosia digitata contient une quantité élevée des
polyphénols. La plante est reconnue comme dangereuse pour les animaux. En effet, elle est
toxique pour les bovins et les ovins. Il a été suggéré que les graines de cette plante
contiennent du gossypol. Dans cette perspective, ce composé pourrait étre la principale
origine de cette toxicité pour les animaux. La seule étude relativement détaillée de
Cienfuegosia digitata a été faite par Lukefahr et Fryxell en 1967.5%7) Ces auteurs ont étudié 9
espéces du genre Cienfuegosia de différentes origines, y compris Cienfuegosia digitata
comme indiqué dans le Tableau 2. L'objectif de cette étude a été d’estimer la quantité du
gossypol dans les différents organes de ces espéces. Les résultats obtenus sont mentionnés
dans le Tableau 2. Ceux-ci montrent globalement que les neuf espéces de Cienfuegosia
étudiées contiennent du gossypol qui reste prépondérant respectivement dans les racines
(de 1,12 a 4,30%), les feuilles (de 0,15 a 1,06%) et ceci quel que soit I'origine de |'espéce.
Nous pouvons remarquer aussi que la teneur la plus faible du gossypol a été trouvée dans les

graines.
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Pourcentage total du gossypol

Plante Origine Graisse % Graines Fleurs Feuilles Racines Tiges
C. affinis Venezuela 10,61 0,006 0,23 0,89 1,73 0,40
C. argentina Argentine 16,25 0,003 0,11 0,63 2,04 0,25
C. digitata Afrique 13,28 0,006 0,15 1,00 --* 0,11
C. drummondii Argentine 13,84 0,003 0,11 0,60 1,70 0,17
C. drummondii Texas 12,96 0,006 0,11 1,06 2,08 0,09
C. heterophylla  Venezuela 12,10 0,003 0,12 1,00 2,35 0,37
C. heterophylla Island 11,84 0,004 0,13 0,89 2,23 0,25
C. hildebrondtii ~ Afrique 15,05 0,009 0,42 0,15 3,96 0,24
C. sulfurea Argentine 17,35 0,008 0,16 0,72 4,30 0,36
C. yucatanensis  Mexique 8,92 0,003 0,19 0,61 1,12 0,17

*pourcentage du gossypol non estimé

Tableau 2. Le pourcentage total du gossypol dans quelques espéces du genre Cienfuegosia

Ce dernier résultat n’a pas été analysé de maniére approfondie par les auteurs afin
de comprendre la raison pour laquelle les graines de Cienfuegosia digitata contiennent une
guantité aussi faible du gossypol comparativement aux graines de coton. Les résultats de
cette étude ont montré aussi une production assez importante d’huile formant la graisse (de
8,92 a 17,35%), avec une fluctuation plus ou moins importante du pourcentage suivant

I'origine de I'espéce (Tableau 2).

Cette étude unique dans son genre, avec pour principal objectif I'évaluation de la
guantité du gossypol dans les différents organes des neuf espéces de Cienfuegosia, n’a pas
fourni le pourcentage du gossypol dans les racines de I'espece Cienfuegosia digitata.

C'est l'une des raisons pour laquelle les racines de Cienfuegosia digitata Cav.
(I'espéce mauritanienne) ont été choisi comme organe dans cette étude afin de prouver
I'existence du gossypol, de le quantifier et surtout de valoriser ce dernier en chimie

organique.
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Chapitre 2 :

La chimie du gossypol et de ses dérivés
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Chapitre 2 : LA CHIMIE DU GOSSYPOL ET DE SES DERIVES

Dans ce chapitre, nous détaillerons quelques aspects de la chimie du gossypol depuis
sa découverte jusqu’aujourd’hui en insistant sur les méthodes d’extractions les intéréts

biologiques. Nous terminerons par la synthese des principaux dérivés du gossypol.

I. Le gossypol

I. 1. La découverte du gossypol

Le gossypol (1) [1,1',6,6’,7,7'-hexahydroxy-5,5’-diisopropyl-3,3’-diméthyl-(2,2’
binaphtalene)-8,8’-dicarboxaldéhyde] est un composé polyphénolique naturel relativement
complexe et symétrique, extrait de plusieurs espéces de la famille des Malvaceae. Parmi ces
especes, on peut citer la plus connue des plantes a gossypol : le Gossypium (le cotonnier). La

teneur de ce pigment jaune varie de 0,39 a 1,70% selon la variété du Gossypium.[38]

L'industrie du coton produit annuellement un peu moins de 20 millions de tonnes de
graines de coton dans les années 60.5% Cette guantité mondiale de graines de coton
produite ne cesse d’augmenter au fur et a mesure des années et a méme dépassée les 45
millions de tonnes en 2014.1% Cette augmentation incessante de la production mondiale de
graines de coton fait des différentes especes de Gossypium la source principale du gossypol.
D'autres plantes tropicales comme les espéces du genre Thespesia,[‘m Kokia,'*?

44 ont été également décrites comme étant des plantes a gossypol.

Gossypoides, [43] Hampea
Le gossypol, comme la plupart des métabolites secondaires est considéré comme étant

un phytoalexine c'est-a-dire une substance naturelle faisant partie du systeme de défense de

la plante contre les pathogenes et les insectes.*!

Le gossypol brute a été isolé pour la premiere fois par Kuhlmann en 1861.1"% 25 ans

47 isola a partir de la graine de coton un solide brun, soluble dans

plus tard Longmore (1886)
les solutions basiques, c'était du gossypol impure. En 1899 Marchlewski réussit a isoler un
composé sous sa forme pure a partir des graines de coton qu’il nomma Gossypol. Ce nom

vient de la contraction de la source naturelle du gossypol c’est-a-dire le Gossypium et sa
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nature chimique (polyphénol).[48] La formule brute du gossypol C3gH300g a été établie par
Clarck en 1927.%1 30 ans plus tard, Edwards a confirmé la structure du gossypol a travers la
synthése totale.” L'origine du gossypol est diverse. En effet, il peut étre obtenu soit par la
synthése totale ou par I'extraction d’une source naturelle végétale. Cette derniére possibilité
reste la méthode la plus efficace pour son obtention en raison de la complexité de la
synthése totale du gossypol. De nos jours, méme le gossypol vendu dans le commerce est

obtenu par extraction de matrices végétales (essentiellement du Gossypium).

I. 2. La structure du gossypol

Le gossypol est constitué de deux unités naphtyles connectées entre elles par une
liaison C-C. Chaque unité porte trois groupements hydroxyles deux groupements alkyles et
une fonction aldéhyde. La présence de la fonction aldéhyde en position a du groupement
hydroxyle, permet de générer trois formes tautomeres du gossypol : Il s’agit de formes
aldéhydique, hémiacétalique et céto-énolique (Figure 7). Une partie de la complexité de
I’étude chimique du gossypol provient de cet équilibre entre les trois formes tautomeres.
Dans cette perspective, une étude spectrale approfondie a été menée afin de comprendre le

comportement du gossypol aussi bien dans les solvants que dans son état solide.

"aldéhyde"
ald-ald

"hémi_aceta_/ " "énolone"
hemi-hemi eéne-ene

Figure 7. Les différentes formes tautomeres du gossypol
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Adams et ses collaborateurs ont proposé que le gossypol change de forme tautomeére

en fonction du solvant dans lequel il est solubilisé, par exemple dans un solvant basique, la

|[38]

forme la plus stable du gossypol c’est la forme céto-éno tandis qu’un solvant

« ordinaire » tel que le chloroforme, le benzene, I'acétone ou encore le dioxane, entraine la

(51-53] (~ [54]

prépondérance de sa forme aldéhydique. est le cas aussi quand il est a I’état solide.
Dans les solvants polaires comme le DMSO, un équilibre a été observé entre les trois formes
tautomeéres du gossypol, avec une prédominance de la forme hémiacétalique et 15% de la
forme aldéhyde.””

Les groupements hydroxyles et les deux fonctions aldéhydes se trouvent du méme
coté de la molécule et constituent la face hydrophile dans la structure du gossypol. Tandis
que les groupements alkyles se trouvent du méme c6té du plan que les deux unités

binaphtyles et représentent la partie lipophile.

gossypol

Le positionnement des deux fonctions aldéhydes et les hydroxyles du méme c6té

formant cette face hydrophile, permet d’établir d’'un point de vue structural, de fortes

(57,581 ot

liaisons hydrogénes intramoléculaires (Figure 8).[56] En effet, plusieurs études
démontré la formation de liaison hydrogene entre la fonction aldéhyde et I’hydrogene
phénolique de la position C-7 formant un pseudo cycle a 6 chainons.”® ce pseudo cycle se

trouve dans le méme plan que les deux unités binaphtyles.[SG] L

énergie de cette liaison
hydrogene a été estimée de 10,7 kcal/mol.[eo] Un deuxiéme pseudo cycle a 6 chainons a été

établi entre I’'hydrogéne de la fonction aldéhyde et I'oxygene de la position C-1.

Figure 8. Liaisons hydrogeénes intermoléculaires dans le gossypol
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Un autre type de liaison hydrogene (moins forte que celle établie entre I'aldéhyde et
I’hydrogene phénolique de la position C-7) a été observée entre les oxygenes de C-6 et C-7
formant ainsi un pseudo cycle a 5 chainons (Figure 8).[56] La fonction aldéhyde offre la
possibilité d’une chimie tres riche, hormis qu’elle est montrée du doigt comme étant la
source de la toxicité du gossypol.®* ™ Les groupements hydroxyles en position 1,1’ ou la
position peri, eux aussi sont chimiquement plus réactifs que leurs homologues en position
6,7 et 6’,7’, grace a la proximité de la fonction aIdéhyde.[SG]

La limitation de la rotation autour de la liaison C-C entre les deux naphtyles du
gossypol entraine I'existence de deux atropoisomeéres du gossypol : (aR)- et (aS)-gossypol
(Figure 9). Dans le chapitre suivant nous aborderons avec plus de détails les méthodes

couramment utilisées pour la séparation de ces deux atropoisomeéres ainsi que leur synthéese

totale.

aS (+) gossypol ' aR (-) gossypol

Figure 9: Les deux atropoisoméres du gossypol

I. 3. La biosynthése du gossypol

Le gossypol est un composé de nature polyphénoliqgue mais sa biogenése est tres
différente de la plupart des polyphénols (voies Shikimate et acétate). En effet, la biosynthese
du gossypol au niveau des espéces végétales a fait I'objet de plusieurs études. Certains
auteurs ont toujours considéré le gossypol comme étant un composé terpénique depuis qu’il
a été démontré que sa biosynthése passe par la voie terpénique.[64] En effet, Heinstein a
proposé que la biosynthése du gossypol se fait, via une cyclisation du cis-cis-farnesyl
pyrophosphate (cis-cis-FPP) aboutissant a un précurseur tres répandu dans la formation des
sesquiterpeénes, qui est le cadinene (b).[65_67] Cependant Barton et De Mayo ont suggéré que
la biosynthese du gossypol passe par une ultime étape de dimérisation du cadaléne (c).[68] Le
Schéma 1 récapitule la voie biosynthétique du gossypol. Comme montré dans ce dernier, la

biosynthese du gossypol se fait a partir de E,E-farnesyl diphosphate (a), la premiére étape de
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la biosynthese est une cyclisation intramoléculaire induite par le systeme enzymatique (+)-6-

cadinene synthase, pour former le cadinéne (+)-6-cadinéne (b).

OH
\ 8
| A (+)-5-Cadinene synthase CYP706B1 ‘@ 7 2H
_— e —
= \‘ B O+ z
| :H S H
OPP PN PN

HOPP

a: Farnesyl diphosphate (FPP) b: (+)-6—Cadinene c: 8-Hydroxy- (+)-5-Cadinene

dimérisation de

OH o Oy  oH
o+ HO 2 molécules de HG
. - - ——— > Gossypol (1)
B HO

i

PN

d: trans-8-Hydroxy-calamenene e: Desoxyhemigossypol (dHG) Hemigossypol (2)

Schéma 1: La voie de biosynthése du gossypol proposée par Wang et ses collaborateurs

L’hydroxylation de ce dernier se fait a I'aide de la (+)-6-cadinéne-8-hydroxylase (un
cytochrome P45 monooxygénase) générant le 8-hydroxy-(+)-6-cadinéne (c). La conversion du
composé ¢ en désoxyhémigossypol (e), nécessite des hydroxylations, désaturations des
cycles et une formation de I'éther cyclique. Aprés une transformation via une oxydation
radicalaire le composé e aboutit a I'hémigossypol (2), qui a son tour peut subir une
dimérisation oxydative pour former le gossypol (1).[65]

En 2018, une étude plus large et plus détaillée visant a expliquer la voie biosynthétique
du gossypol a été réalisée par Tian et ses collaborateurs.'® Durant cette étude les auteurs
ont identifié 146 candidats liés a la biosynthése du gossypol, quatre enzymes intervenants
dans le processus de biosynthése, ainsi que six intermédiaires permettant I'accés au
gossypol.

Les auteurs ont réussi pour la premiére fois a mettre en évidence que la premiére
réaction de biosynthése du gossypol (I'oxydation du (+)-6-cadinéne) se fait au niveau de la
position C-7, au lieu de C-8 comme proposé précédemment par plusieurs auteurs, 6677072l

Les auteurs ont montré aussi que I'enzyme CYP706B1 permet d’obtenir
I'intermédiaire 7-hydroxy-(+)-6-cadinéne, qui est un intermédiaire clef dans la voie de

biosynthese du gossypol. Il est intéressant de noter que le 7-hydroxy-(+)-6-cadinéne subit

une oxydation en C-8 et en C-7. Le groupe carbonyle en C-7 semble indispensable pour

52



Manuscrit de thése-2018- Mohamed Vall SIDI BOUNE

I'hydroxylation en C-8. La présence de ce type de sesquiterpénes oxydés en C-7 et en C-8 n'a
jamais été prouvée auparavant. Le CYP71BE79 rend possible I'oxydation en C-11, ce qui

probablement, permet la formation d’un pont « éthéré » entre C-8 et C-11. (Schéma 2).

o
NN
—_—— —_——
= -
| = H
OPP AN
a: Farnesyl diphosphate (FPP) b: (+)-5-Cadinene f: 7-Hydroxy-(+)-3-Cadinene  g: 7_céto-(+)-5-Cadinene
0] (e}
(0} | O |
HO"
PN PN
k: 3- Hydroxy- j: furocalamen-2-one i 8,11-dihydroxy- : 8-Hydroxy-7-
furocalamen-2-one 7-céto-(+)-3-Cadinene céto-(+)-3-Cadinene
' O O o
) X OH X OH OH #
HO HO HO OH
O s L = LI
HO HO HO OH
e: Desoxyhemigossypol (dHG) Hemigossypol (2) Gossypol (1)

Schéma 2. La voie de biosynthése du gossypol proposée par Tian et ses collaborateurs

La formation de furocalamen-2-one (j) ne peut étre justifiée que par la suppression de
la fonction carbonyle en C-7 suivi d’'une aromatisation. La suppression de la fonction
carbonyle, implique une isomérisation de cette fonction en un groupement énol succédée
par une déshydratation, ce qui permet de former un cycle benzénique. L'isomérisation et la
déshydratation ne sont pas rares dans le processus de I'aromatisation.” Il est a noter que
désoxyhémigossypol (dHG) est obtenu par une aromatisation de I'intermédiaire 3-hydroxy-
furocalamen-2-one (k) (Schéma 2).

Les réactions de formation du gossypol ne se font pas d’'une facon aléatoire, mais elles
sont déterminées par une barriere énergétique. Il a été remarqué que |'oxydation se fait
toujours a l'endroit le plus favorable et l'introduction du groupement oxydé réduit la

barriere énergétique pour I'‘oxydation suivante. Par exemple, [lintroduction d’un
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groupement carbonyle a la position active C-7, permet d’activer la position a de ce
groupement pour une hydroxylation ultérieure. Ceci a été remarqué dans le cas
d’hydroxylations en position C-3 (composé k) et C-8 (composé h) (Schéma 2). Enfin,

I’'aromatisation fournit I'unité naphtaléne la plus stable.

l. 4. La synthése totale du gossypol

Curieusement, la synthése totale du gossypol malgré son interét biologique, n’a pas
succité jusqu’a présent un véritable engouement de la part des scientifiques. Cependant,
guelques groupes de recherche ont tenté de réaliser la synthése totale du gossypol. En 1957
Edwards a rapporté la synthese du gossypol par I'action du N,N-diphényformamidine sur
I'apogossypol hexaméthyl éther (3). Ce dernier a été synthétisé via une réaction de
dimérisation du 1-naphtol a haute température.[”] En 1981, Venuti a proposé une nouvelle
méthode pour la synthése totale du composé 3 a partir d’un dérivé bromé aromatique, cette
méthode a permis d’augmenter le rendement global de I'apogossypol hexaméthyl éther (3)
de 5% a 50%."””

Oy  oH

e XL
MeO

U e ™ HO
MeO ©

3 2

Un couplage radicalaire des composés phénoliques qui se fait généralement dans des
conditions enzymatiques contribue a la biosynthése de composés biaryles naturels./’®!
Inspiré par cette remarque, Li et ses collaborateurs ont proposé une synthése totale du
gossypol via le couplage déshydrogénant oxydatif de I'hémigossypol (2). Généralement,
I'introduction efficace du groupement aldéhyde reste |'obstacle principal de la synthese
totale du gossypol.m] L'ortho-quinone méthide (0-QM) est un intermédiaire tres important
en syntheése organique et qui peut subir une réaromatisation rapide via une addition
nucléophile de type Michiel.’””! Cette approche a été adoptée par Li et ses collaborateurs
pour introduire la fonction aldéhyde sur le gossypol.”g]

Le gossypol est synthétisé a travers une ultime étape de dimérisation de
I’'hémigossypol. L’hémigossypol est également un composé naturel isolé des racines de
Gossypium barbadense.*” Wei et Li ont proposé respectivement une synthése totale de ce

polyphénol aldéhydique.”®”
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Dans cette partie, nous allons nous limiter aux travaux de Li que nous jugeons
pratique. Cela se traduit par le caractere naturel et bon marché de son produit de départ qui
est le carvacrol (4). Ce dernier a été utilisé comme point de départ dans le schéma

retrosynthétique de I’"hémigossypol comme indiqué dans le Schéma 3.

Oy OH Ox OMe
HO MeO

OO =, JO = OO OO
HO MeO MeO MeO

Hemigossypol (2)

CO,M
MeO,C~ >~ "2
dimethyl succinate OMe
HO.
= T
’}l _Me MeO
Carvacrol (4) Me 13

N,N-dimethylacetamide

Schéma 3: La retrosynthése de I’hémigossypol

d) m-CPBA
A (CHO) DL HO ¢) BnBr, KoCOs BnO CHoCl
SnCI4 EtsN  oHC HOAc HC Br Acétone OHC r NaOH
Toluéne MeOH/H,0
63%

B
Carvacrol (4) 6 7
COyMe
BnO ©) CH3l, K2CO3  BnO f) nBuLi BnO. 9 [ BnO COLH
Acétone THF COzMe
T e— B —
HO Br 61% MeO Br  DMF MeO CHO|  tBUOK, THF | MeO Z>co,Me
8 10
11
h) NaOAc ) NaOH
Ac,0 BnO MEOH/Hzo BnO k) LiAH, THF
—_—
MeO CO,Me )CH3| K2COs  MeO co,Me " H2 Pd/C HCI MeO
acétone
91"/
12 5 étapes de 9 a 13 °
(54%)

Les conditions réactionnelles : (a) SnCl,, Et3N, toluéne, apres (CH,0)n, 100 °C, 8 h, 63%; (b) Br,, HOAc/H,0, t.a.;
(c) bromure de benzyle (BnBr), K,CO;, acétone, t.a.; (d) Acide méta-chlorobenzoique (m-CPBA), CH,Cl,, t.a.;
NaOH, MeOH/H,0, reflux; (e) CHsl, K,CO;, acétone, t.a; (f) n-Buli, tétrahydrofurane (THF), —78 °C; N,N-
diméthylformamide (DMF), =78 a =30 °C; (g) diméthyle succinate, t-BuO, THF, t.a.; (h) NaOAc, Ac,0, reflux; (i)
NaOH, MeOH/H,0, reflux; (j) CHsl, K,CO3, acétone, t.a.; (k) LiAlH,, THF, t.a.; (1) H, (1 Atm), 10% Pd/C, HCI (12 M),
MeOH.

Schéma 4. La synthése du 1-méthyl-2-naphtol (14)

55



Manuscrit de thése-2018- Mohamed Vall SIDI BOUNE

Au départ du carvacrol (4), la réaction de formylation en présence SnCl; comme
catalyseur dans la synthese multi étape de gossypol, permet d’accéder au salicylaldéhyde (5)
avec un rendement de 63%, a travers la méthode de Casiraghi.[go] Le composé 5 a subit une
bromation suivie d’une protection du OH phénolique par un groupement benzyle pour
donner l'intermédiaire 7. L’oxydation de Dakin du composé 7 fourni le composé phénolique
8, dont le OH a été a son tour protégé par l'intermédiaire de I'iodométhyle aboutissant au
composé 9 avec un rendement de 61%. La réaction d’échange halogene-lithium poursuivie

Bl avec la diméthyle

d’une réaction de formylation et de la condensation de Stobbe
succinate fourni l'intermédiaire 11. La cyclisation électrophile par l'acétate de sodium,
permet de générer le noyau naphtalene 12 aprés aromatisation. Ensuite le groupement
acétyle porté par le noyau naphtaléne a été remplacé par un méthyle pour fournir 13 avec
un rendement de 54%. Les groupements ester et O-benzyle du composé 13 ont été réduits
respectivement en groupement méthyle et en phénol permettant d’avoir le 1-méthyl-2-
naphtol (14) avec un rendement de 91% (Schéma 4). L'intermédiaire 14 a été oxydé afin

d’obtenir le composé 15 (Schéma 5). Le Tableau 3 résume les conditions optimales pour la

réaction d’oxydation du composé 14.

OMe

OMe MeO OMe OMe
HO o] o] o
L -
MeO MeO MeO
14 14a 14-0-QM

15-D-A

Schéma 5. L’oxydation du 1-méthyl-2-naphtol (14)
D’aprés le Tableau 3, la double utilisation du Br, comme agent d’oxydation et
nucléophile a conduit a la décomposition totale de I'intermédiaire 14, I'emploi du DDQ (2,3-
dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzoquinone) comme oxydant dans le méthanol a reflux qui joue

le réle de nucléophile génere le composé 14a (Schéma 5). Tandis que l'utilisation de I'agent
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oxydant Ag,0 dans le méthanol, permet d’obtenir I'intermédiaire 15 (produit désiré) en 36%

de rendement mélangé avec le composé 15-D-A.

Entrée Conditions de la réaction Produit (Rendement)
1 Br, (1,3 équiv.), CCls, 50°C, 4H Décomposition
2 DDQ (1,5 équiv.), MeOH, reflux, 6H 14a (91)
3 Ag,0 (1,5 équiv.), MeOH, reflux, 2H 14 (36), 15-D-A (23)
4 Ag,0 (1,5 équiv.), MeONa (3 équiv.), MeOH, t.a, 3H 15 (70)
5° Ag,0 (1,5 équiv.), MeONa (3 équiv.), MeOH, t.a, 3H 15 (90)

% : I'ajout lent du composé 14.

Tableau 3. Les conditions d’oxydation du 1-méthyl-2-naphtol (14)

Ce dernier a été obtenu via une réaction de cycloaddition type Diels-Alder (Entré 3,
Tableau 3). Afin d’accéder au produit désiré majoritairement, le méthanoate de sodium a
été utilisé a la place du MeOH dans le but d’augmenter la nucléophilie. Ceci a permis de
doubler le rendement du composé 15 passant de 36% a 70% (Entrée 4, Tableau 3). Le
rendement du produit désiré a été considérablement augmenté par I'ajout lent du produit
de départ 14, en utilisant une ampoule a brome a pression constante (Entré 5, Tableau 3).

Aprés avoir optimisé les conditions d’oxydation de l'intermédiaire 14 permettant
I'accés au composé 15, le groupement phénol de ce dernier a été protégé en utilisant
I'iodométhane pour former le composé 16 avec 83% de rendement. Le composé 17 a été
obtenu avec un rendement de 90%, aprés une déprotection sélective du groupement
méthoxybenzylique, ensuite I'alcool benzylique du composé 17 a été oxydé par l'acide o-
iodoxybenzoique (IBX) dans le DMSO fournissant I’'hémigossypol triméthyléther (18) avec un
excellent rendement de 98%. La déprotection des groupements méthoxy du composé 18 par
le BBr3 (tribromure de bore) a donné I'hémigossypol (2) en 63% de rendement, mais
mélangé avec 8% de I'anhydrohémigossypol (19). Il est important de noter que cet analogue
d’hémigossypol peut en utilisant ’'HCI dans un mélange acétonitrile-eau se transformer en
hémigossypol (Schéma 6).

Une fois la synthese totale de I'hémigossypol effectuée, I'étape suivante sera le
processus de dimérisation afin d’accéder au gossypol (1). Zaki et ses collaborateurs ont

(82]

rapporté que I’"hémigossypol est instable en présence de I'oxygene, " ce qui représente un
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vrai challenge pour la dimérisation de cette molécule. Pour résoudre ce probleme une série
d’oxydants a été utilisée dans les réactions de couplage C-C tels que : CuCl,/R-NH,, FeCls,

NaNQO,, SnCls, DDQ, VOF;, mais ces différents tests n’ont pas donné le résultat escompté.

MeO
OMe OMe
HO a) Ag20, MeONa MeO ¢) CF3CO,H
(L, —e go —2 e T sumgeme
MeO MeO d) LiOH, THF/H,O
MeO 2 étapes de 14 2 16 90%
(83%)
14 15 16
HO.
OMe CHO OMe CHO OH
MeO.
0 e OO LIS O S
MeO 98% MeO HO
17 Hemigossypol (2) Anhydrohemigossypol (19)
63% 8%
T HCI, CH3CN/H,0 |

99%

Conditions réactionnelles : (a) Ag,0, MeONa, MeOH, t.a.; (b) CHsl, acétone; (c) CF;CO,H, CH,Cl,, t.a.; (d) LiOH,
THF/H,0, t.a.; (e) IBX, DMSO, t.a.; (f) BBrs;, CH,Cl,, =78 a —40 a —10 °C; (g) HCI (12 M), CH5CN/H,0, t.a.

Schéma 6. La synthése de I’hémigossypol (2)

Finalement une variété de peroxydes a été testée comme indiqué dans le Tableau 4.
L'utilisation de H,0, (30%) comme oxydant n’a pas abouti au gossypol, méme apres 12 h de
réaction a température ambiante, seul 85% d’hémigossypol a été récupéré (Entrée 1,
Tableau 4). Cependant, une dégradation totale de I’hémigossypol a été observée, aprés
I’emploi de m-CPBA (Entrées 2 et 3, Tableau 4). En utilisant le peroxyde de ditertiobutyle
(tBuO), comme oxydant et en chauffant le milieu réactionnel a 130°C, le gossypol a été
obtenu avec un rendement moyen de 46% (Entrée 4, Tableau 4). Vue linstabilité du
gossypol, de I'"hémigossypol et la demi-vie du peroxyde de ditertiobutyle qui augmente
quand on abaisse la température de la réaction (15 min a 130°C et 218 h a 100°C), il est
convenable de changer I'agent oxydant et de diminuer la température de la réaction afin
d’augmenter le rendement du gossypol obtenu. L’utilisation de (tBuO,Ac), un agent oxydant
plus réactif que le peroxyde de ditertiobutyle et le chauffage a 110°C dans le toluene permet
d’obtenir le gossypol avec une légere augmentation du rendement 52% versus 46% (Entrée
5, Tableau 4). Un rendement plus élevé encore du gossypol a été obtenu en gardant le

méme agent d’oxydation (t-BuO,Ac) et en chauffant a reflux dans le DCE (dichloroéthane)
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(Entrée 6, Tableau 4). Si I’hémigossypol est fraichement préparé, il est possible d’avoir un
mélange de produits composé du gossypol et d’anhydrohémigossypol (Entrée 7, Tableau 4)

ou la transformation directe de I’'hémigossypol en anhydrohémigossypol (Entrée 8, Tableau

4).
(0]
CHO OH o
. T
B — e
HO
Hemigossypol (2) Gossypol (1) Anhydrohemigossypol (19)

Entrée Oxydant (2,2 éq) Solvant T(°C) Temps(h) Rendement (%) du produit isolé

1 30% H,0, CHsCN t.a 12 2 (85)

2 m-CPBA CH,Cl, t.a 7 Dégradation

3 m-CPBA CH;CN t.a 7 Dégradation

4 (t-BuO), CeHsCl 130 2 1 (45)

5 t-BuO,Ac Toluéne 110 3,5 1(52)

6 t-BuO,Ac DCE 80 4 1(76)

7° t-BuO,Ac DCE 80 4 1 (50), 19 (35)
8° t-BuO,Ac DCE 80 12 19 (81)

: L’hémigossypol fraichement préparé a été conservé au réfrigérateur pendant 2 jours
: L’hémigossypol fraichement préparé a été conservé au réfrigérateur pendant 2 semaines

Tableau 4: L’optimisation de conditions de synthése du gossypol
En 2015, Li et ses collaborateurs ont synthétisé un dérivé de I'intermédiaire 14, qui

permet aussi d’accéder au gossypol (Schéma 7).

1) Et3SiH, PBrg Br
OMe 2) NBS OMe
_AcOH _ 3) _3)THO, EtN OO
MeO oTMS e ome % OMe
OMe O OMe OTf
o)
Y
v-wP\—t-Bu
R tBu
i-PrB(OH),, OMe N B
[Pd(cinnamyl)Cl],, L Pd/C H2 Gossypol
36% T 99% M -
° OMe OMe

OMe OTf

Schéma 7. La synthése de I’analogue de I'intermédiaire 14 permettant I'accés au gossypol

Comme on peut le constater, la synthése totale du gossypol reste difficile et requiert

de plusieurs étapes (Schéma 8).
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d) m-CPBA
HO acHo), O b) Br, HO ¢) BnBr, KyCOs BnO CH,Cl,
—_— —_— _— _—
SnCly, Et3N OHC HOAc OHC Br Acétone OHC Br NaOH
Toluene MeOH/H,0
63%
Carvacrol (4) 5 6 7
CO,Me
BnO €)CH3l, K2COs  BRO. f) nBuLi BnO 9 [ BnO CO,H
Acétone THF CO,Me
B ——— e _ = B ———
HO Br 61% MeO Br DMF MeO CHO tBUOK, THF | MeO Z>co,Me
8 10
1
h) NaOAc ) NaOH
Ac,0 BnO MeOH/HZO BnO LA, THE
—_—
MeO CO,Me ]) CHjsl, K,CO3 MeO CO,Me 1) Ha, Pd/C HCI MeO
acétone MeOH
54% 91%
12
MeO
MeO OMe
a) Agz0, MeONa MeO ¢) CF3COzH
MeOH OO b) CHgl OO CHLCly
_ > _ > _ =
83% d) LiOH, THF/H,O
MeO MeO 90%
15 16
CHO OMe CHO OH
MeO
IBX MeO BBr3 g) dimérisation
4> Gossypol (1)
0, 0,
MeO BE MeO e 76%
18 Hemigossypol (2)

16 étapes avec un rendement global de 7%

Schéma 8. La synthése totale du gossypol.
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I. 5. Les différentes méthodes d’extraction du gossypol
Généralement, I'extraction d'un composé naturel se fait en 3 étapes successives sans
compter I'étape du pré-traitement : I'extraction de la matrice végétale, le fractionnement de

I’extrait et finalement la purification.

Pré-traitement Extraction Séparation Purification

Pre,-:cralten?ent Extraits Fractions
de I’échantillon semi-purifiées

Matériel Végétal
(échantillon)

Composés
purs

-Racines -Homogénisation Techniques d’Extraction Solide- Analyses Instrumentales Analyses d’élucidation
~feuilles -séchage a I'air Liquide Analyses Chromatographiques Structurale
_Fleures -séchage au four Techniques Conventionnelles Flash Chromatographie IR, UV, RMN (1D, 2D),
-graines (Soxhlet, Percolation, Macération) HPTLC MS, MS/MS, RX
_écorces Techniques Modernes Analyses “On Line”
SFE, PLE, UAE, MAE, HG HPLC, LC-MS, GC-MS , MIP’s(
Molecularly Imprinted Polymer)
technology

Figure 10. L’apercu général d’'un procédé d’extraction et de purification

L'instabilité du gossypol, rend ces étapes tres délicates a mettre en ceuvre et plus
précisément les deux derniéres souvent réalisées grace a des techniques
chromatographiques. Néanmoins quelques méthodes d’extraction du gossypol sont décrites
dans la littérature et dépendent de plusieurs parametres comme : la nature du solvant, la
durée du chauffage, la température et le type de broyage. Voici quelques méthodes
couramment utilisées pour I'extraction du gossypol a partir du cotonnier (Gossypium
barbadense) connue par sa richesse en cette substance.

Comme nous I'avons évoqué précédemment, le gossypol a été extrait pour la premiere
fois sous sa forme cristalline pure en 1899 par Marchlewski.*® En réalité le gossypol obtenu
par Marchlewski était sous forme de complexe de gossypol et d’acide acétique.

En 1918 Carruth et ses collaborateurs ont réalisé I'extraction du gossypol.[83] Cette

méthode d’extraction a été longuement adoptée pour I'extraction du gossypol et d’ailleurs
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elle est toujours utilisée jusqu’a présent avec quelques améliorations qui ont été apportées

au fil des années par plusieurs chercheurs comme Clark, Campbell, Morris et Adams. 1384984

I. 5.1. La méthode de Carruth®®

La méthode de Carruth permet d’extraire le gossypol a partir des graines de coton.
Tout d’abord un pré-traitement des graines a été réalisé (graines décortiquées, broyée puis
tamisées pour avoir une homogénéisation des particules). Les graines sont ensuite
dégraissées par un traitement a I’éther de pétrole. Les graines ainsi débarrassées de la partie
grasse sont ensuite séchées puis extraites par I'éther diéthylique. Il est a noter que la qualité
des graines de coton influence la coloration de I'extrait éthéré. Dans le cas de |'utilisation
des graines fraiches, une coloration rouge cerise foncé est obtenue aprées sa concentration.
Cette coloration devient presque noire si les graines utilisées sont beaucoup plus anciennes.

Le gossypol peut étre obtenu par précipitation en rajoutant de I'éther de pétrole, mais
un rendement beaucoup plus élevé du gossypol a été obtenu par le traitement de I'extrait
éthéré d’un volume qui varie de 1/2 a 1/3 d’acide acétique glacial. Ce traitement a I'acide
acétique glacial provoque la formation du complexe gossypol-acide acétique qui précipite.
Cette précipitation est lente et peut prendre entre quelques heures et quelques jours.
Finalement, le précipité (gossypol + acide acétique) qui contient environ 10% d’acide
acétique a été filtré et lavé avec de I'éther de pétrole.

Pour une meilleure purification, le gossypol acétique a été dissout dans I'éther
diéthylique et ensuite 10 équivalents d’acide acétique sont rajoutés par équivalent du
gossypol. Ensuite le volume de I'éther a été réduit, ce qui entraine la formation du complexe
gossypol-acide acétique. Par cette méthode les impuretés et la matiere grasse ont été
éliminées par le solvant, ce qui n’a pas été le cas pour la méthode de Marchlewski.

Pour récupérer le gossypol, le complexe gossypol-acide acétique a été dissout dans
I’éther et ensuite de I'eau a été rajoutée afin de dissoudre l'acide acétique et par
conséquent rompre la liaison gossypol acide acétique. L'évaporation de I'éther permet de
récupérer le gossypol libéré formant des gros cristaux a la surface de la phase aqueuse. Enfin
les cristaux du gossypol ont été récupérés par une recristallisation dans Ialcool.®!

Carruth a aussi étudié la concentration idéale de I'acide acétique qu’il faut utiliser pour
former le complexe-gossypol acétique et il a conclu que l'acide acétique a 80% permet

d’avoir une meilleure précipitation du complexe, contrairement a I'acide acétique glacial.
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I. 5.2. La méthode de Clark'*”’

Clark!* a amélioré la méthode de Carruth pour augmenter le rendement du gossypol.
Apreés le pré-traitement classique comme dans la méthode de Carruth suivi du dégraissage et
d’un séchage, 3 Kg des graines ont été extraites par 7,5 L de I'éther diéthylique. Ensuite le
volume de I'extrait éthéré a été réduit a 1 L. Ce volume a été filtré et évaporé afin d’obtenir
400 mL d’extrait. Sur cette solution a été rajouté 300 mL d’acide acétique et le mélange
laissé au repos afin d’aider a la recristallisation du complexe gossypol-acétique. Apres 2
heures le gossypol-acétique a été récupéré, lavé avec de I'acide acétique puis séché. Avec
une température de fusion comprise entre 184-187°C, ces cristaux donnent en solution dans
I’éther une coloration rouge brunatre, ce qui indique la présence des impuretés. Ces
impuretés ont été difficiles a séparer par recristallisation. Cependant, la purification du
gossypol est possible en détruisant le complexe gossypol-acétique, par la suite faire une
recristallisation du gossypol libéré dans un solvant approprié.

Comme exemple de purification du gossypol, 50 mg du gossypol-acétique ont été
solubilisées dans 400 mL d’éther diéthylique. Sur cette solution 4 volumes d’eau ont été
rajoutés, le mélange a été par la suite agité pour faire passer I'intégralité du gossypol dans la
phase organique. Aprés |'évaporation d’éther, une masse poreuse insoluble dans de I'eau a
été obtenue. Cette masse pourrait étre décomposée en rajoutant de I'eau glacée. Apres ce
traitement 45 mg du gossypol brute ont été obtenues, aprés une filtration et un lavage avec
de I'eau.

Cette masse brute du gossypol a été solubilisée dans I’éther puis filtrée. Sur le filtrat un
volume (2 fois plus le volume du filtrat) d’éther de pétrole a été rajouté. La solution totale a
été évaporée sous une pression réduite jusqu’a ce que les cristaux commencent a se former.
Par la suite un petit volume d’éther de pétrole a été rajouté sur le concentrat, provoquant la
cristallisation rapide du gossypol. Ce procédé a été répété plusieurs fois afin de récupérer le

maximum du gossypol.

I. 5.3. La méthode du gossypolate de sodium'®*

Cette méthode a été utilisée pour enlever le gossypol et d’autres colorants de I'huile
de coton. Elle se base essentiellement sur l'insolubilité du sel du gossypol dans I’huile de
coton. Les graines préparées par la méthode de Carruth sont extraites par [|'éther

diéthylique. L'extrait éthéré est par la suite mélangé avec un léger exces d’une solution
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aqueuse de soude concentrée. Le gossypolate de sodium ainsi formé passe dans la phase
aqueuse. Cette derniére est neutralisée par l'acide pour transformer la gossypolate en
gossypol. Le gossypol est finalement récupéré par I'ajout de I'acide acétique chaud sous
forme de complexe gossypol-acétique. L'utilisation de cette méthode reste néanmoins tres
limitée car le gossypol s’oxyde facilement dans les solutions basiques exposées a I'air libre.
Cependant, cette oxydation peut étre retardée ou limitée par I'ajout du « dithionite de

sodium » Na,S,0,.%

. 5.4. La méthode du borax'®”’

La méthode du borax est rarement utilisée pour I'extraction du gossypol, cependant
Zhou'®® et ses collaborateurs I'ont utilisée pour récupérer le gossypol solubilisé par I'éther
de pétrole lors du processus du déshuilage des graines de coton. Cette méthode consiste a
rajouter une solution de borate de sodium (borax) a 1% dans I'extrait d’éther de pétrole
pour former le complexe gossypol-borate. Seshadri et ses collaborateurs ont utilisé la méme

approche sur un extrait d’éther diéthylique.’®”

I. 5.5. La méthode de Pons™®”

Pons et ses collaborateurs ont réussi a extraire le gossypol a partir des graines de
coton, en utilisant un mélange eau-acétone. Tout d’abord les conditions d’extraction ont été
étudiées (pourcentage eau/acétone, température d’extraction). Ses études ont montré que
I"utilisation d’un pourcentage variant de 25 a 30% du solvant (eau/acétone) a 30°C permet
d’extraire le maximum possible du gossypol.[87]

En conclusion de cette partie, I'extraction du gossypol des graines de coton reste tres
difficile avec beaucoup d’étapes unitaires. Elle peut prendre plusieurs jours avec une
guantité importante de solvant utilisé. Etant donné que c’est le principal moyen d’obtention

du gossypol commercial, il serait judicieux de trouver un moyen plus simple pour extraire ce

composé naturel.

Il. Les principaux dérivés du gossypol
La structure du gossypol montre deux sites trés réactifs que sont la fonction aldéhyde

et les groupements phénoliques. Cette réactivité du gossypol est a |'origine de la formation
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de ses différents dérivés. Ces dérivés sont non seulement beaucoup plus stables que le

gossypol mais ils sont a I'origine 3 la détermination de sa structure.®

Il. 1. Les bases de Schiff (Formation de la liaison C-N et/ou C=N)

Beaucoup d’études ont suggéré que la toxicité du gossypol est due au groupement
aldéhyde.[88’89] Afin de diminuer le caractere toxique du gossypol, une condensation avec
différentes amines primaires a été effectuée. Cette modification est indiscutablement la
transformation chimique la plus étudiée sur le squelette du gossypol probablement en

raison de la réactivité entre la fonction aldéhyde et les amines primaires (Schéma 9)

R R
‘ N
CHO OH HIN | or N OH
HO R-NH, o HO
_ = —_—
HO HO HO
1 Dienaminogossypol Diiminogossypol

Schéma 9. Les bases de Schiff du gossypol

Les dérivés bases de Schiff du gossypol existent en équilibre enamine/imine. Dao et
ses collaborateurs ont suggéré un mécanisme pour expliquer I'équilibre tautomeére entre ses

99 |Is ont avancé une hypothése selon laquelle la formation des bases de

différentes bases.
Schiff se ferait via un intermédiaire carbinol. Ainsi, suivant la voie de déshydratation, une
forme sera prépondérante par rapport a l'autre (Schéma 10). Cet équilibre tautomérique

entre les bases de Schiff a été étudié par la RMN H et PR Maltin

et ses
collaborateurs ont montré que le dianilinogossypol existe en forme enamine. L'analyse par la
RMN 3C a montré la présence d’un pic a 174 ppm caractérisant le groupement carbonyle.
Un couplage a été mis en évidence par la RMN 'H entre I'hydrogéne porté par I'atome
d’azote et celui porté par I'atome du carbone adjacent (R-NH-CH-G), favorisant la forme

enamine.
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Schéma 10. L’équilibre enamine/imine

Ces résultats ont été confirmés par une analyse RX du dianilinogossypol, obtenu par
cristallisation dans un mélange d’acétate d’éthyle et du dichlorométhane."®

Przybylski® est ses collaborateurs ont décrit que les bases de Schiff dérivées des

amines primaires aliphatiques ou aromatiques se présentent toutes sous la forme énamine

tandis que I'utilisation des dérivés de I’hydrazine permet de générer la forme imine (Schéma
11).

R
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2
HO

HO
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HO HO

1

Dienaminogossypol

OH

N
N

Diiminogossypol
X=C

X=N, O
Schéma 11. L’équilibre amine/imine en fonction de la nature du substituant sur I’amine primaire

Les dérivés bases de Schiff du gossypol peuvent étre stabilisés par une réduction, en
amine secondaire. Deux agents de réduction ont été utilisés, le borohydrure de sodium
(NaBH,) et le cyanoborohydrure de sodium (NaBHsCN). L'utilisation du NaBH,4, peut réduire
la base de Schiff en une amine secondaire mais aussi va régénérer la fonction aldéhyde et la

réduire en alcool primaire. Le remplacement du NaBH, par le cyanoborohydrure de sodium
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connu pour étre un agent de réduction plus doux que le NaBH4 permet de réduire la base de

Schiff en une amine secondaire sans aller jusqu’au stade de I'aldéhyde (Schéma 12).°°

NaBH,CN

Schéma 12. La réduction de bases de Schiff en amine secondaire

Il. 1. 1. Le dianilinogossypol
La réactivité entre le groupement aldéhyde du gossypol et les amines primaires a été

Ml pour estimer la quantité totale du gossypol. Les

mise en avant par Clarck®! et Carruth !
deux auteurs ont utilisé 'aniline comme agent de précipitation pour le gossypol.

Carruth a réalisé I'extraction du gossypol par I'éther a partir de graines de coton,
ensuite 5% du poids total de cet extrait a été rajouté a I'aniline. L'ensemble a été chauffé
dans un bain puis laissé au repos pendant une semaine pour former le maximum possible de

dianilinogossypol un produit de coloration jaune claire.!®

CHO OH HN OH
HO NH | Hydrolyse
OO 2 o ’O en milieu acide
2
HO HO 2
1 Dianilinogossypol

Schéma 13. L'obtention du gossypol par I’hydrolyse du dianilinogossypol

Clarck a utilisé la méme méthode pour former le dianilinogossypol par I'ajout de 10
équivalents d’aniline a chaud sur le gossypol. La régénération au gossypol a partir de

dianilinogossypol reste possible par une simple hydrolyse en milieu acide (Schéma 13).[49]
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Il. 1. 2. Les demi-bases de Schiff
Les demi-bases de Schiff ont été obtenues par Dodou et ses collaborateurs.®® Les
auteurs ont observé lors de I’hydrolyse des bases de Schiff en gossypol, la formation de

demi-bases de Schiff a travers une hydrolyse partielle en milieu acide (Schéma 14).

AcOH, Et,0
H,S0,, 0°C, 4H

Schéma 14. La Synthése de demi-bases de Schiff

Il. 1. 3. Les bases de Schiff dérivées de diamine

Plusieurs auteurs?®”%®

ont montré que le gossypol peut former des ponts
intramoléculaires a travers I'addition nucléophyle de diamines comme par exemple la
cadavérine sur les aldéhydes des deux unités naphtyles du gossypol. Les produits résultants
de ce pontage ne sont pas stables chimiquement et ne posseédent pas la méme structure
chimique. Lu et ses collaborateurs ont rapporté que la formation du gossypol ponté avec des

dérivés de diamine est conditionnée par la présence de quatre carbones au moins entre les

deux fonctions amines.””” Kunesch et ses collaborateurs® ont constaté que I'ajout de la

Schéma 15. Formation du gossypol ponté
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cadavérine en exces sur le gossypol limite la formation du gossypol ponté A2 et/ou A3

générant plutot le composé non ponté Al (Schéma 15).

[56] 97]

Plusieurs auteurs comme Kenar®® et Lu'®"! ont présenté dans des revues scientifiques,
une librairie des bases de Schiff synthétisées a partir du gossypol ainsi que les principales
modifications chimiques réalisées sur le gossypol depuis plusieurs années. Ces revues sont

tres interressantes pour avoir une idée précise et globale sur la réactivité du gossypol.

Il. 1. 4. La complexation des bases de Schiff avec des cations

La complexation du gossypol avec les métaux alcalins, les métaux de transition et les
lanthanides a été réalisée par un certain nombre de scientifiques. Cette complexation a un
impact sur I'équilibre tautomere du gossypol.[1°°'1°3] La complexation avec le Fer par
exemple, a été mise en évidence pour comprendre ses interactions avec I’ADN.*¥ przybylski
et ses collaborateurs ont intensivement étudié les complexes formés entre le gossypol et
leurs dérivés bases de Schiff vis-a-vis des cations mono et bivalent, via des techniques
analytiques différentes (RMN H, FT-IR, PM5, ESI-MS)."®™% Dans 'objectif de comprendre
la différence de complexation entre les cations métalliques, les auteurs ont sélectionné une
gamme des cations monovalent de taille différente (Li*, Na*, K*, Rb* et Cs’) et les ont
complexé avec une base de Schiff dérivée d’éther couronne (Figure 11). En effet, les éthers
couronnes sont connus pour leur pouvoir de complexation des alcalins et des alcalino-
terreux.!™ ! | es résultats ont montré gue les complexes formés avec les ions hydrogénes
(2H") sont les plus stables. Ces derniers sont suivis par les complexes formés avec 2K* > 4Li" >
2Na’ > 4Na’. Il est important de signaler que les complexes les moins stables sont ceux
formés avec 2Rb", 2Li" et 2Cs’. Ce résultat montre aussi que cette base de Schiff peut se

complexer différemment avec le méme type de cations (Li* et Na*).

/T (e} Ie}
¢ LoD
o)
K/O\)\ K/OQH
NN oH HNl OH
HO ) o
N S

HO

Figure 11. L’équilibre imine-énamine de la base de Schiff dérivé d’éther couronne.
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Les analyses du complexe base de Schiff et le cation H" ont montré que ce dernier est
localisé sur I'atome d’azote ce qui favorise la forme tautomere imine-imine et que ce cation

interagit avec deux atomes d’oxygéne de I'éther couronne (Figure 12).

o/\\o
&
&0,?50

I I
o O
N

Figure 12. Linteraction entre H' et la base de Schiff dérivée d’éther couronne.

Dans le cas du complexe formé entre la base de Schiff dérivée d’éther couronne et 2
équivalents de Rb’, les auteurs ont observé que tous les atomes d’oxygéne de I'éther
couronne étaient impliqués dans les interactions avec les deux cations et que ces derniers
interagissaient beaucoup plus fortement encore avec les deux oxygenes en position 1 et 1’

(Figure 13).

Figure 13. Les interactions entre la base de Schiff dérivée d’éther couronne et les deux cations Rb*

etCs’

Des calculs ont été réalisés afin de corroborer les observations expérimentales. Ainsi,
ces derniers ont montré logiquement que les cations K* correspondent parfaitement a la
cavité de I’éther couronne. Pour cette raison ces cations interagissent exclusivement qu’avec

les oxygénes de I'éther couronne (Figure 14).
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Figure 14. Les interactions entre les cations K' et la base de Schiff dérivée d’éther couronne.

En ce qui concerne les complexations entre les cations 2Li* et 2Na® les résultats
obtenus ont montré que ces deux cations se déplacent a une vitesse importante entre les
oxygenes d’éther couronne.

Les résultats de I'analyse des complexes 4Li* et 4Na* ont indiqué que les quatre
cations se cordonnaient de deux maniéeres différentes. Deux des quatre cations interagissent
avec trois atomes d’oxygenes d’une partie de I'éther couronne, tandis que les deux autres
cations interagissent avec les deux atomes d’oxygénes restants et I'atome d’azote (Figure

15).

Figure 15. Les interactions entre les quatre cations Li* avec la base de Schiff dérivée d’éther

couronne.

Dans tous ces complexes la forme enamine reste la forme la plus stable sauf pour le

complexe avec le proton H* ou celui-ci est localisé sur I'atome de I'azote ce qui favorise la
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formation de I'imine. Przybylski et ses collaborateurs ont préparé plusieurs types de bases

de Schiff afin d’étudier leur complexation avec Ag*.*?”!

Figure 16. Les bases de Schiff (Ligands) pour la formation de complexes avec Ag*

Les résultats ont montré que le cation Ag" peut donner plusieurs complexes (AgL®,
Agl’, Ag,L*, AgsL,>") selon la nature de base de Schiff (L) (Figure 16). Les résultats de cette
étude ont montré que les bases de Schiff (R;-R;), forment deux types de complexes avec
I'Ag" qui sont (AgL" et Ag,L*). En plus de ces deux types, d’autres complexes (Agl,’, et
Ag3L23+) ont été obtenus dans le cas de complexation entre le cation Ag’ et les bases de
Schiff (Rg-Rq0). Les analyses ont montré que le complexe le plus stable est celui d’Agl”. Les
analyses RMN “3C ont montré que ce complexe (AgL®) existe en forme énamine-énamine et
que I'oxygéne O; du carbonyle est le seul atome du squelette gossypol qui participe a la
complexation avec 'Ag”. Les structures les plus favorables obtenues par complexation entre
I’Ag" et la base de Schiff ont été étudiées a travers des calculs suivant la méthode AM1d, les

résultats obtenus sont mentionnés dans la Figure 17.
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AgL,*
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Figure 17. Les différents complexes obtenus entre I’Ag” et la base Rg

La complexation des bases de Schiff dérivées d’éther couronne avec des cations
bivalents tels que Ca®**, Pb*, Ba**, Sr**, Mg?*, Co®", Ni**, Fe?, Cu** et Zn*" a été étudiée par
Przybylski et ses collaborateurs.'® Durant leur étude les auteurs ont constaté que les

2 2 2 ,
¥, Cu’" et Zn’") ne peuvent pas formés des

cations métalliques (Sr**, Mg®*, Co*, Ni**, Fe
complexes stables avec la base de Schiff dérivée d’éther couronne. Cependant les cations
(Ca¥, Pb*", Ba?*) peuvent formés des complexes stables mais cela dépend du nombre

, . . e s s, s , , 2 .
d’équivalents du cation utilisé. Il a été démontré que Ba”* ne permet pas la formation d’un
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complexe stable avec la base de Schiff dérivée de I'éther couronne sauf dans le cas d’un ratio
1: 1 entre la base de Schiff et Ba**. La méme chose a été observée avec Ca** mais en utilisant
cette fois-ci un ratio 1 : 2 entre la base de Schiff et Ca**. Pour Pb* on peut former des
complexes stables avec les deux ratios différents entre la base de Schiff et Pb**: ratio 1 : 1 et

ratio 1 : 2 (Figure 18).

Les analyses RMN ont montré que tous les complexes obtenus existent sous la forme
énamine-énamine et que les oxygenes en position 1 et 1’ participent a la complexation dans

le cas de Ca** et Pb®* (ratio 1 : 2) (Figure 18).

2+
\ \\\ ((\f\\ca

ey

o

, |I|||\'|‘|':"Q: ............. O

Figure 18. Les différents complexes obtenus avec Ca**, Pb** et Ba**

Dans le but de comprendre le role de la base de Schiff dans la complexation avec les
différents cations, Przybylski et ses collaborateurs ont étudié cette derniére en utilisant la
base de Schiff dérivée de la 5-hydroxy-3-oxapentylamine avec les cations bivalents (Ca®*,

Pb%* et Ba?"). Il faut rappeler ici que ces cations bivalents ont abouti a des complexes stables
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avec la base de Schiff dérivée d’éther couronne (Figure 18). Les résultats de cette étude ont
montré que les trois cations forment des complexes stables avec un ratio de 1 : 1 en
présence de la base de Schiff dérivée de la 5-hydroxy-3-oxapentylamine et que le mode de
complexation de ces trois cations bivalent différe selon le cation.**®

Les auteurs ont montré que Ca’* et Ba®* se complexent avec quatre atomes

d’oxygenes, tandis que Pb”" avec six atomes d’oxygénes (Figure 19).

Figure 19. La différence de complexation entre le Ca®* et le Pb*".

Il s’est avéré selon les analyses RMN en ce qui concerne les complexes formés, que la

forme énamine-énamine reste la plus stable.

Il. 2. Les esters du gossypol
L'acétylation du gossypol (Schéma 16) est une approche évidente pour protéger les
phénols du gossypol. Miller™®! et ses collaborateurs ont utilisé un mélange d’anhydride

acétique et de I'acétate de sodium pour former le gossypol hexaacétate.

H3COO,
CHO OH o
T e )
2 2
HO CH3COONa H,COO
1 Gossypol hexaacétate

Schéma 16. L’acétylation du gossypol

Cette réaction effectuée dans des conditions trés douces, donne un mélange de deux
produits qui sont: le gossypol hexaacétate jaune et le gossypol hexaacétate blanc. Ce

dernier peut étre converti en gossypol hexaacétate jaune en utilisant de I'anhydride
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acétique et de 'acétate de sodium ou de la pyridine. Il parait que le gossypol hexaacétate
jaune est formé a partir du gossypol hexaacétate blanc.!**®

La formation des esters du gossypol est assez compliquée a cause de la présence de 3
formes tautomeres du gossypol. En réalité I'acétylation du gossypol génére 5 composés (A4,
A5, A6, A7, A8) différents. Ces derniers peuvent étre séparés et caractérisés par HPLC (Figure

20).°7

Figure 20. Les cinq composés d’acétylation du gossypol séparés par HPLC

Il. 3. Les éthers du gossypol

(117 3fin de confirmer

Les éthers du gossypol ont été synthétisés par Adams et Morris,
la structure du gossypol. L'action du diméthyle sulfate sur le gossypol dissout dans une
solution du méthanol et du KOH a donné deux composés plus stables que les esters du
gossypol, qui sont le tétraméthyl éther et I’'hexaméthyl éther du gossypol. Ce dernier existe
sous deux formes tautomeres : I’hexaméthyl éther (rouge) et I’hexaméthyl éther (blanc)

(Schéma 17).
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(CH3),S0, (CH3),S04
MeOH H,SO, J
MeO
MeO o o
(0]
MeO MeO
MeO (CH3),S0, H,S0,
- 2 =
MeO MeO
Tetra méthyléther Hexaméthyl éther Hexaméthyl éther
du gossypol du gossypol (Blanc) du gossypol (rouge)
T 1) N828204 ‘
2) KOH

Schéma 17. Les éthers du gossypol

L’'hexaméthyl éther du gossypol existe en 3 formes différentes (a, b et c). Le ratio
entre ces trois formes a montré une prépondérance de la forme (c) par rapport aux autres

formes (a et b) 27% (a) : 21% (b) : 52% (c) (Figure 21).[118]

Hexaméthyl éther dihemiacétal (a) Hexaméthyl éther dialdéhyde (b) Hexaméthyl éther monoaldéhyde (c)

Figure 21. Les trois formes de I’lhexaméthyl éther du gossypol

La configuration du carbone asymétrique de I’hexaméthyl éther dihémiacétal (a) a

été identifiée par Ibragimovmg]

et ses collaborateurs. Ces auteurs ont réussi a séparer les
trois formes tautomeéres de ce composé par une recristallisation. La configuration exacte de

chacune de ses formes a été déterminée par analyse RX (Figure 22).
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(R, aS, R) Hexaméthyl éther dihemiacétal (a) (R,aS,S) Hexaméthyl éther dihemiacétal (a) (R, aR, R) Hexaméthyl éther dihemiacétal (a)

Figure 22. Les trois formes tautomeéres de I’lhexaméthyl éther du gossypol

L'obtention du gossypol a partir de ces dérivés éthérés est possible via une

déprotection a I'aide de BBr; en présence d’HCl concentré.'?%

Il. 3. 1. Le gossypol glycosylé
Dans I'objectif d’augmenter la solubilité du gossypol et faciliter son absorption dans un

systéme biologique, Yin et ses collaborateurs ont synthétisé pour la premiére fois le gossypol

glycosylé (Schéma 18).1*2

o RO OO
48% OO OR
HO OH

BuyNBr, Acétone
KOH, Chloroform

25°C,6H
+ ultrason
OAc
HO OH
% MeONa
AcO ° L » HO OR —
AcO 36% OO o MeOH
OAcYy, RO OH
AcO
o OAc (o] OH
R = OAc R = OH
AcO HO

Schéma 18. La synthése du gossypol glycosylé

Il. 4. L’anhydrogossypol
L'anhydrogossypol est un dérivé du gossypol obtenu par I’élimination de deux
molécules d’eau a partir du gossypol. La déshydratation du gossypol est possible par

chauffage du gossypol au-dela de son point de fusion. Mais un bon rendement
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d’anhydrogossypol a été obtenu par le chauffage du gossypol dans une solution de toluene

et de I’hydrochlorate de pyridine (Schéma 19).1*?

CHO OH
OO Toluene ‘O
HO
1 Anhydrogossypol

Schéma 19. La préparation de I’anhydrogossypol a partir du gossypol

L’anhydrogossypol s’hydrolyse facilement en milieu acide a basse température pour

redonner le gossypol.'*

Il. 5. L’apogossypol et ses dérivés

Carruth a été le premier a rapporté la formation d’'un composé instable formé apres
avoir traité le gossypol avec une solution basique a reflux.® Plus tard Clark a réussi a isoler
et caractériser ce composé et il I'a appelé «apogossypol».*?*! Weij et ses collaborateurs ont
rapporté que les deux fonctions aldéhydes du gossypol ne sont pas nécessaires pour
Iactivité biologique du gossypol, pour cela ils les ont éliminées.”* Comme le montre le
Schéma 20, la transformation du gossypol en apogossypol utilise des conditions drastiques

(solution de NaOH a reflux).

CHO OH OH
HO
OO NaOH, H,O (reflux) HO OO
2 2
HO H,SO,4 HO
1 Apogossypol

Schéma 20. La formation de I’apogossypol

L'apogossypol peut s’oxyder par la suite pour générer de l'apogossypolone. Plusieurs
groupes de chercheurs se sont intéressés a cette derniere et I'ont synthétisée en utilisant

divers type d’oxydants (Schéma 21).11>7*%%)
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OH (0]
HO HO
Oxydation
2 — 2
HO HO
o
Apogossypol Apogossypolone

Schéma 21. L’oxydation de I’apogossypol

Wei et al. ont préparé quelques dérivés d’apogossypol a travers le Schéma 22 afin d’étudier

leurs activités biologiques.

OH OMe OMe
HO - MeO MeO
OO , Diméthyl sufate OO S TiCl GlCHOCH, ta OO
_—
2
HO K2COs MeO HCI, H,0 MeO
O/
Apogossypol 3 20

_— >

OMe
MeO
NaClO,, Hy,0,, KH,PO,, CH4CN, t.a OO EDCI, NH,R, HOBT
2

HCI, H,O MeO ta
O~ "OH
21
OMe OH
MeO HO
BBrs, CH,CI
Ch o SOx;
MeO HCI, H,O HO
0~ "NH O ITIH
R R
22 23

Schéma 22. La synthése des dérivés de I’apogossypol

D’autres dérivés de [I'apogossypol ont été synthétisés par I'action des
organomagnésiens ou des organolithiens sur le composé 20. Le Schéma 23 montre quelques

dérivés obtenus par cette méthode.™*
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OMe OMe
MeO MeO i
OO RMgBr ou RLj, t.a OO pyridinium clorochromat, CH,Cl,, t.a
2
MeO NH,CI, H,0 MeO
0~ 'H HO” "R
20 24
OMe OMe OH
MeO MeO HO
OO e OOCTE 2 DOU
2 —_—
MeO MeO HCI, H,O HO
O R R R
25 26 27

Schéma 23. La synthése des dérivés de I’apogossypol par I’action des organomagnésiens

Zhu et ses collaborateurs ont réussi a synthétiser des dérivés bromé et fluoré

également a partir de 3 suivant le schéma réactionnel ci-dessous (Schéma 24

O Br
! l OMe
OMe
Br

32

MeO ! l
MeO
B

r

Fe, Bry, Ny

) [129]

Br O Br
MeO l l l l OMe
MeO OMe
F F
33

18-crown-6

65%

CCl, -5°C KF, T.a.

OMe

MeO
I
MeO -« | MeO
Br 70%

28

Br
PyBrsH, N, MeO Br, cCl, MeO
DME, 65-70°C OO 2 Ultrason OO
—— > MeO
B

OMe

71%

(0] Br
] l OMe
OMe
Br

r

3 29
AgF,
30%| NBS, DMF glyme,
N2

OMe Br (0] Br
MeO MeO. OMe
QOw Iomes
MeO MeO OMe
Br (6]
31 30

Schéma 24. La bromation de I’apogossypol hexaméthylé 3
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Il. 6. Les composés issus de I’oxydation du gossypol

Le gossypol est une molécule trés sensible a I'oxydation, plusieurs chercheurs ont

[130-135]

étudié ce phénomene. Nous citerons ici quelques produits résultants de I'oxydation

du gossypol.

Il. 6. 1. La gossypolone et ses dérivés

136]

Zhang et ses collaborateurs**® ont rapporté que la gossypolone et le dérivé majeur du

gossypol in vivo. Ce dérivé est obtenu par I'oxydation du gossypol avec le chlorure ferrique

en milieu acide acétique (Schéma 25).1125133]

CHO OH Acetone CHO O
HO Acide acétique HO
FeCl3
2 2
HO 70°C, 45 min HO
o
1 Gossypolone

Schéma 25. L’oxydation du gossypol en gossypolone

La gossypolone possede la méme réactivité que le gossypol vis-a-vis des amines

136] [90]

et Dao

primaires. Dans cette perspective, Zhang! ont préparé une série de bases de

Schiff a partir du gossypolone (Schéma 26).

CHOO
HO
R—-NH,
2 —_—
HO
O
Gossypolone Dérivés bases de Schiff de gossypolone

Schéma 26. Les dérivés bases de Schiff du gossypolone

Dao et al. ont pu montrer a travers ces dérivés que la gossypolone ainsi que les bases
de Schiff apparentées sont plus toxiques contre le cancer buccal que le gossypol et ses
dérivés base de Schiff.”® Comme le gossypol, la gossypolone possede également deux
atropoisomeres. Afin d’évaluer I'activité biologique de ces deux atropoisomeéres, Dao et al.
ont essayé de les obtenir par I'oxydation des deux atropoisomeres du gossypol séparés. Les
analyses HPLC ont montré que les atropoisoméres de la gossypolone se racémisent
rapidement a température ambiante.” pour pouvoir séparer les deux atropoisomeéres de

la gossypolone, les auteurs ont synthétisé des bases de Schiff de la gossypolone racémique
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avec une amine chirale pour ensuite séparer les deux bases de Schiff diastéréoisomeres par
HPLC chirale. L'utilisation du (R)-(+)-2-amino-3-phényl-propanol permet d’avoir deux
diastéréoisomeres possédant des temps de rétention différents. Cependant, la racémisation
rapide qui se produit a température ambiante durant leur séparation sur colonne, influence
la qualité de la séparation. Une meilleure résolution de deux bases de Schiff
diastéréoisomeéres dérivées de la gossypolone a été obtenue en les séparant cette fois-ci a
une température proche de 0°C.

Ces résultats montrent que les bases de Schiff de gossypolone ne sont pas stables a
température ambiante et qu’il est par conséquent difficile d’évaluer I'activité biologique de

ces deux atropoisomeres du gossypolone.

Il. 6. 2. Le gossindane
En 1994, Ismailov et ses collaborateurs ont rapporté que |'oxydation du gossypol par
I’oxygéne dans un milieu alcalin permet d’avoir le gossindane.[13o] Cing ans plus tard, Talipov

a confirmé la structure du gossindane par RX (Schéma 27).[*3

CHO OH o OH
0,
OO solutlon alcaline HO )
1 Gossindane

Schéma 27. L’oxydation du gossypol en gossindane

Comparativement au gossypol, le gossindane posséde également deux atropoisomeres

avec en plus quatre centres stéréogenes (Figure 23).

OH A~

’ :
L OQ

Figure 23. Les énantiomeres du gossindane
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Shirley avait rapporté que |'absorption rapide de I'oxygeéne de I'air par le gossypol

dans une solution basique a basse température, permet d’accéder a un composé

binaphthoquinonique (Schéma 28).1*%!

CHO OH o) OH
HO O o
solution alcaline
2 _— 2
HO HO
1 Gossypol-o-binaphthoquinone

Schéma 28. L’oxydation du gossypol en gossypol-o-binaphthoquinone

L’oxydation du gossypol par le permanganate de potassium dans un milieu basique,
permet d’aboutir a un mélange de produits (acide formique, acide acétique, I'acide n-

butyrique, et 'acide iso-butyrique).'*

Il. 7. Les composés issus de la réduction du gossypol

Le gossypol peut subir des réactions de réduction. Dao et ses collaborateurs ont réussi

3 réduire le gossypol en gossypolol en utilisant le NaBH3CN (Schéma 29).
HO

CHO OH OH
HO HO

e PO

2 _— 2

HO HO

1 Gossypolol

Schéma 29. La réduction du gossypol en gossypolol

Il. 8. Les dérivés soufrés du gossypol
La réaction classique de protection de la fonction aldéhyde par la formation de
dithiolane ou de dithiane a été également développée par Dao.® Ces réactions ont permis

de synthétiser des dérivés soufrés du gossypol et du gossypolone (Schéma 30).
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.

CHOOH OH
HO HO
. HS(CH2),SH _BFs EO_ OO 5
2 _ CHCl,
HO (n=23) HO
n=2,3
1 34
<<CH2)3
CHOO S %o
HO HO
, HS(CH2),8H _BF3 Et0 O‘ 5
2 _ CHCl,
HO (n = 2,3) HO
0 o)
n=2,3
Gossypolone 35

Schéma 30. Les dérivés soufrés du gossypol et de la gossypolone

Ces auteurs ont également synthétisé des composés soufrés avec un pont
alkyldisulfure entre les deux unités binaphtyles. Ces composés pontés sont obtenus a partir

du gossypol hexa- et tétraméthylé (Schéma 31).

ROHC—O HS(CH2),SH
BOS e
B —
2
OR' BFs, Et,0
CHCl,

n=2,3

R = CHjs, R' = H Tetraméthoxy gossypol

R, R' = CH; Hexaméthoxy gossypol R=CHs, R'=H, n=2

R=CH,, R = H, n=3
R, R'=CHj, n=3

Schéma 31. Les dérivés soufrés et pontés du gossypol
Il. 9. Quelques autres dérivés du gossypol

Il. 9. 1. Les azo dérivés du gossypol
Une réaction de substitution électrophile a été envisagée avec succées entre le gossypol
et les sels de diazonium. Cette réaction permet d’accéder aux dérivés azo (mono ou bis) du

gossypol (Schéma 32).[56]
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CHO O\

1

R-N=N" X~ Dérivé du bis-azo gossypol
sel du diazonium

Schéma 32. La formation du dérivé bis-azo gossypol

Il. 9. 2. Les dérivés issus de la condensation des méthylénes actifs avec le gossypol

La réaction de condensation la plus courante sur le gossypol est celle de la formation
des bases de Schiff. Cependant d’autres réactions de condensation avec des méthylénes
actifs ont été rapportées a travers les travaux de Kirshanswamy.!***! C’est le cas du diéthyle
malonate qui en présence de base pipéridinique a permis d’accéder au composé 36 avec

trois cycles fusionnés (Schéma 33)

o 0 CHO OH

EtO Piperidine

Diéthyl malonate HO

Schéma 33. La condensation du diéthyle malonate sur le gossypol.

D’autres exemples de réactions de condensation avec des dérivés de thiazolidones

comme méthylénes actifs ont été rapportés par Baram!'*%! (Schéma 34).

T 0
v= X=0O:
CHO OH X7 OH A
R X=0;
N HO OO Piperidine =N
o e sul-
Q\;f HO HO =S
X=S;
1

Thiazolid-4-ones

Schéma 34. La condensation du gossypol avec des thiazolidones
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Ill. La synthése totale de quelques dérivés du gossypol
La plupart des dérivés du gossypol sont obtenus par I'hémisyntheése a partir du
gossypol, mais dernierement des scientifiques se sont investis pour faire la synthése totale

de quelques dérivés du gossypol, quelques-uns sont cités ci-dessous.

Ill. 1. La synthése totale de I’acide gossypol 1,1’-dideoxygossylique

Dans l'objectif de masquer la fonction aldéhyde soupconnée d’étre a I'origine de la
toxicité du gossypol et dans le but d’obtenir une meilleure activité biologique (anti-VIH),
Royer et ses collaborateurs ont préparé 'acide 1,1’ dideoxygossylique (44). Le Schéma 35
montre la synthése totale de cet acide a partir de 1-bromo-2-isopropyl-3,4-

diméthoxybenzene.'?”

CO,Et

|
OHCJ/\

MeO MeO CO,Et MeO COOH
Mg, THF | 1) KOH, EtOH
MeO Br MeO MeO
79% 2) Pd/C, Hy, CH3COOH
OH
39

72%
38 40
1) ester polyphosphorique, DCM MeO O‘ 1) Brp, DCM, DMF MeO OO Br
2) NaBHy, isopropanol MeO 2) DDQ, benzéne MeO
73% 84%
41 42

COOH

CHO
MeO 1) NaH2PO4, H202 MeO
1) n-BulLi, Et,0, CoCl,, bromobenzen OO 2 NaClO,, H,O/CH3CN OO 2
~  MeO ~  MeO
43

2) CI20H20CH3, T|C|4, DCM 2) BBr3, DCM
44% 86%

Schéma 35. La synthése totale de I'acide 1,1’ dideoxgossylique

Ill. 2. La synthése totale de 5,5’-dideisopropyl-5,5’-dialkylgossypol

Parmi les dérivés du gossypol synthétisés, beaucoup de modifications ont portées sur
les fonctions aldéhydes et phénols du gossypol. Trés peu d’études concernant la partie
lipophile constituée de groupements alkyles (isopropyles, méthyles) ont été réalisées a cause

de sa faible réactivité. Dans la perspective des études RSA (Relation Structures Activités)
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pour étudier I'importance de ces groupements alkyles dans I'activité biologique, I'’équipe du

Prof. Mortier!**!

a proposé une synthése totale de divers 5,5-didesisopropyl-
5,5’dialkylgossypol (Schéma 36). Ces travaux qui concernent essentiellement la
fonctionalisation du groupement méthyle en position 8, sont tres interressants. Ils ont servi
a accéder au 5,5-didesisopropyl-5,5’-dialkylgossypol en sept étapes au départ de l'acide
naphthoique (46). Ce composé de départ est lui-méme synthétisé a partir de I'acide 3,4-
diméthoxy-2-méthylbenzoique avec un rendement global de 40%. Le traitement de 46 avec
le n-Buli suivi de LTMP (tétraméthylpipéridide de lithium) a tres basse température a permis
de fonctionnaliser le groupement méthyle a travers une lithiation. Cette réaction de
métallation génere un composé intermédiaire trianionique non isolable 47 qui évolue via
I'utilisation de diverses iodures d’alkyles vers le composé 50. Ce dernier est un précurseur
pour l'accés aux dérivés de l'apogossypol. En effet, aprés la réduction de la fonction

carboxylique, le composé 49 a été dimérisé pour générer aprées la déprotection des méthoxy,

les 5,5’-didesisopropyl-5,5’-dialkylgossypol.

MeO. COOH MeO CO.H MeO COOLi
- OO 2 1) n-BuLi OO
MeO MeO 2)LTMP MeO

OH

lRﬂ
R

OH OH R
HO OO OH 1) 200°C, sans solvant MeO OO 1)|-|A|H4 THF MeO OO COOH
OO OH 2) BBrs,DCM MeO 2) H,, PdIC MeO

HO
R OH
48 49 50
R= Et 75% R= Et 55% R=Et 96%
R=n-Pr 64% R=n-Pr 59% R=n-Pr 98%
R=n-Bu 62% R=n-Bu 55% R=n-Bu 90%
R= n-Pent 58% R= n-Pent 65% R= n-Pent 96%

Schéma 36. La synthése totale de 5,5’-didesisopropyl-5,5’-dialkylgossypol

Ill. 3. La synthése totale de dialdéhyde bipyrane gossypol
Afin d’évaluer I'activité contraceptive de dialdéhyde bipyrane gossypol, Ognyanov[m]
et ses collaborateurs ont proposé sa synthése totale a partir de 3-isopropylcatéchol

commercialement disponible (Schéma 37).
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1) Me,S04/BzCl, K,CO3, acétone

2)Bry, AcONa, AcOH, et H,0, Na;S505 ¥ RO.
HO RO (CH,CO,EL),, t-BuOk
3)EtMgBr, THF, et DMF t_BUZOH’ZreﬂiX OO _LiAIH,, THF
HO R'O CHO COOH

: : 52a 80% 53a 60%
3- Icatéchol (51

isopropylcatéchol (51) 26 62% B30 479,

52d 65% 53d 41%

(t-BU),0,,
CBH5CI reflux

o OR'
PBr3, THF, reflux OO
: OR

RO OO K,CO3, acétone, reflux RO OO
it
H )
R'O

(o)
R R
a Me Me
54a 91% 55a 92% 56a 50% b Bz H
54c 82% 55c 83% 56¢ 45% c Bz Me
54d 92% 55d 76% 56d 42% d Bz Bz

OR OR
Hy, P/C 0 OO SNCl,, ClLCHOMe CHOO OO
EtOH/THF/ACOEL HO OH DCM, 0-20°C HO OH
S6e.d o O CHo
RO

RO
R
57a 91?; 58a 62% a Me
57b 90% 58b 27% b H

Schéma 37. La synthése totale de dialdéhyde bipyrane gossypol

IV. L'intérét biologique du gossypol et de ses dérivés

Le gossypol est une molécule trés réactive, cette réactivité est due a la présence de six
groupements phénoliques et deux groupes aldéhydes. Cette réactivité a également
contribué a ses activités biologiques. La chimie du gossypol a été développée trés prolifique
ces derniéres années grace a ses activités biologiques diverses et intéressantes. Les
modifications du gossypol que nous avons vu a travers les exemples précédents, ont dans la
plupart des cas pour objectif de comprendre la relation structure-activité vis-a-vis de
quelques dysfonctionnements biologiques. Dans la suite de ce chapitre parlerons des
activités biologiques les plus fréquemment reportées dans la littérature et qui concerne le

gossypol et ses dérivés.
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IV. 1. L’activité antioxydante

D’un point de vue structure chimique, le gossypol est un polyphénol. Et comme
beaucoup d'autres composés phénoliques, tels que le butyle hydroxytoluéne (BHT), acide
coumarique, acide gallique, quercétine, myricétine, la catéchine, la gallocatéchine, etc., le
gossypol est un antioxydant naturel efficace et puissant. Il s’est avéré que le gossypol est
capable de protéger le carotene in vitro contre I'action des peroxydes Iipidiques.[m]

Hove a confirmé aussi que les produits a base de graines de coton contenant du
gossypol pourraient stopper le rancissement du caroténe in vitro."* Le gossypol pourrait
également agir comme un antioxydant du caroténe in vivo. Le gossypol a aussi montré un
effet positif significatif sur la stabilité des huiles et du biodiesel. Avec une concentration de
0,1% du gossypol, les indices de stabilité a I'oxydation (ISO) du biodiesel de I’huile de coton
peut augmenter de 4 h 3 17 h 3 110°C."*! La modification des groupes aldéhydiques sur le
gossypol en dianilinogossypol, n’affecte pas I'activité antioxydante.**® Les bases de Schiff
dérivées du 2-(piperidin-1-yl)éthanamine et du 2-morpholinoéthanamine ont également
démontré une action antioxydante puissante au niveau des vésicules synaptiques du cortex
cérébral du rat et du sérum sanguins humains. A concentrations égales, ces substances ont
inhibé la peroxydation lipidique dans les systemes enzymatiques et non enzymatiques en ce
qui concerne I'oxydation des microsomes hépatiques du rat.**”! En ce qui concerne la
modification des groupements phénols du gossypol, celle-ci peut par contre réduire de
maniére significative sa capacité a piéger des radicaux libres. Par exemple le 6,6’
diméthoxygossypol montre une activité antioxydante et une capacité de piégeage de
radicaux libre plus faible que le gossypol.[”g] Ces résultats montrent que les groupements
phénoliques sont primordiaux pour I'activité antioxydante comme c’est le cas pour la plupart
des composés a activité antioxydante. Pour finir, Li et ses collaborateurs ont prouvé que le
gossypol est capable méme de protéger I'ADN plasmidique des dommages causés par

exposition a un mélange Fe3*/ascorbate.™*!

IV. 2. L’activité contraceptive
L’activité contraceptive du gossypol a été découverte en Chine et plus précisément dans
la région de Jiangxi connue par sa production du coton et par les habitudes culinaires de ses

habitants qui consommaient beaucoup I’huile de coton. Entre 1950 et 1960, une épidémie
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appelée « la fievre de Hanchuan» s’est propagée dans la région rurale chinoise «Hanchauan»
ou les habitants utilisaient aussi I'huile de coton dans leurs préparations culinaires. Le
syndrome de cette épidémie est caractérisé par une sensation de brulure sur le visage et sur
d’autres parties du corps. Il a été constaté que les hommes atteints de cette fievre ont connu
une baisse de la densité de leur sperme et une diminution significative de la natalité a été
observée dans cette région mais aussi dans d’autres régions rurales ou I'huile de coton est
consommée régulierement. La cause principale de cette épidémie a été longtemps ignorée.
En 1978 des études cliniques plus approfondies ont indiqué que le gossypol est la molécule
active dans I'huile de coton responsable des effets toxiques observés.'® Cette découverte a
attiré I'attention des scientifiques du monde entier sur 'activité contraceptive du gossypol.

Cette activité a été étudiée chez les rats™**Y les souris!™?, les hamsters **¥ lapins!™ les

[15 [156]

taureaux™ les singes™® et les hommes.” Les études menées par des scientifiques
chinois ont montré que I'administration d’'une quantité de 20 mg/jour du gossypol, pendant
2 mois conduisait a la stérilité masculine. Les deux effets secondaires liés a I'utilisation du
gossypol comme agent contraceptif sont :

(a) I’'hypokaliémie qui peut conduire a une arythmie cardiaque chez 0,75% des patients

(b) lirréversibilité de la stérilité constatée chez 10% des patients méme aprés avoir

arrété la consommation du gossypol pendant des années.*>”**!

L’activité contraceptive du gossypol est toujours étudiée au Brésil ou ce composé est le

médicament le plus commercialisé pour la contraception masculine sous le nom

Nofertile®.!®!

IV. 3. L’activité antivirale

Le gossypol posseéde également une activité antivirale. La plupart des études ont
montré en ce qui concerne le gossypol, I'existence d’une activité antivirale notamment
contre des virus enveloppés tels que le VIH-1, le H5N1, le HSV-2 et le virus de l'influenza.
Récemment, une activité antivirale du gossypol a été révélée contre le Virus de la Mosaique
du Tabac (VMT), un virus non enveloppé cette fois-ci. Cette découverte a encouragé les
chercheurs a se pencher sérieusement sur |'activité antivirale du gossypol vis-a-vis des virus

non enveloppés, afin de mieux comprendre le mécanisme.!*
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L'activité antivirale du gossypol et de quelques dérivés nitriles gossyliques (Figure 24)
vis-a-vis du virus de I'herpés simplex (HSV-Il) a été également étudiée par Radloff et al.**

afin de comprendre le réle de la fonction aldéhyde dans cette activité.

oM a) Nitrile gossylique 1,1' diacétate R= CH;CO
CN OR OO € b) Nitrile gossylique 1,1' dipropionate R= C,H5CO

MeO oM c) Nitrile gossylique 1,1' dibutyrate R= C3H,CO
€ d) Nitrile gossylique 1,1 divalerate R= C,HgCO
MeO OR CN

Figure 24. Les dérivés de nitrile gossylique peri-acétylé
Cette étude a montréque le gossypol a 5 UM est considérablement plus toxiques que
tous les dérivés nitriles gossyliques sur les cellules Vero. En revanche ces dérivés n’ont
montré aucune activité toxique sur ces cellules qu’a partir d’'une concentration de 50 uM. Ce
résultat montre que la modification de la fonction aldéhyde du gossypol influence

énormément sa toxicité.

IV. 4. ’activité antiherpétique

La toxicité du gossypol (1) et I'apogossypol contre I’'HEp-2 a été étudiée en 1975 par
Dorsett et al.. Cette étude a montré que le gossypol a 5 uM inhibe 90% de la croissance du
virus Hep-2. Dans les mémes conditions I'apogossypol a 28 uM détruit complétement le
virus tout en étant 10 fois moins toxique que le gossypol. Ceci peut étre justifié par I'absence

de la fonction aldéhyde au niveau de la structure de I'apogossypol (Figure 25).[161]

L,
ROCCAE
HO OH

Apogossypol

Figure 25. Le gossypol (1) et ’lapogossypol
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IV. 5. L’activité anti-VIH-1

L’AZT est le seul médicament approuvé par le FDA (The US Food Drug Agency) pour
soigner le virus de I'immunodéficience. Dans I'espoir de trouver des nouvelles substances
qui permettent d’inhiber spécifiquement le VIH, plusieurs études ont été réalisées sur les
produits naturels qui restent toujours une source inépuisable de médicaments comme les
agents antiviraux.

L'effet inactivant du gossypol sur VIH-1 dans un milieu acellulaire a été étudié par
[162] ot ses collaborateurs. Ces auteurs ont montré que le virus VIH-1 est détruit
complétement apres avoir été pré-incubé avec du gossypol a 100 uM. Une différence

Polsky

d’activité antivirale entre les deux atropoisoméres du gossypol a été constatée. Dans le but
d’améliorer I'activité anti VIH-1, Royer[GZ] et ses collaborateurs ont synthétisé trois dérivés
du gossypol que sont : le nitrile gossylique 1,1’diacétate (a), I'iminolactone gossylique (b) et
le lactone gossylique (c) (Figure 26). Le gossypol et ces trois dérivés ont été testés in vitro sur
deux types de cellules. Les résultats ont montré une activité de I'iminolactone gossylique
plus importante que le gossypol et que les autres dérivés (a et c).

HN (0]
CN OCOMe (0] 0
HO HO HO
SORs O SO
HO HO HO
Nitrile gossylique Iminolactone gossylique (b) Lactone gossylique (c)

1,1" diacétate (a)
Figure 26: La structure des 3 dérivés du gossypol

En 2014 Yang et ses collaborateurs ont synthétisé et testé quelques bases de Schiff

soluble dans I'eau. lls ont pu montrer que le composé 59 est un bon agent antiviral

possédant une activité anti-VIH-1 prometteuse.

HOH,C
HO O_OH
HO
HN
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Les études concernant la Relation Structures Activités des dérivés du gossypol ont
conclu que les deux fonctions aldéhydes ainsi que les deux phénols en position peri (1,1’), ne
sont pas indispensables dans l'activité anti-VIH. Ceci pourrait laisser penser que les deux
noyaux naphtaléniques ainsi que les deux autres phénols (en position 6,6’ et 7,7’) seraient a

I'origine de I'activité anti-VIH du gossypol.

IV. 6. L’activité antiparasitaire

Le gossypol est efficace contre des parasites responsables de quelques maladies graves
et courantes. La plus part du temps, 'activité antiparasitaire du gossypol a été évaluée in
vitro. Le paludisme est une maladie infectieuse causée par des parasites protozoaires. Le
paludisme humain est généralement engendré par l'infection de Plasmodium falciparum, P.
malariae, P. ovale et P. vivax. Cette maladie est trés répandue dans les régions tropicales et
subtropicales, y compris |'Asie, I'Afrique et ’Amérique du Sud. Chaque année, il y a environ

[62] et ses

350-500 millions de cas de paludisme dont plus d'un million de déces.™ Royer
collaborateurs ont synthétisé quelques dérivés périacétylé du nitrile gossylique afin
d’étudier leur activité antipaludique sur deux souches de Plasmodium falciparum. Cette
étude a montré que l'activité inhibitrice des dérivés de nitrile gossylique peri-diacyl
augmente avec l'allongement de la longueur de chaine des substituants en position peri

(Figure 26). Razakantoanina!*®®

et al. ont préparé et évaluer I'activité antipaludique de
plusieurs bases de Schiff (Figure 27). Les résultats obtenus lors de cette étude sont similaires
a ceux obtenus par Royer. Il faut signaler néanmoins pour ces travaux que les bases de Schiff
portant le groupement propyle ou isopropyle ont montré les meilleurs résultats vis-a-vis de
différentes souches de P. falciparum résistantes a la chloroquine : la souche brésilienne

(PFB, 16-16,5 uM) et la souche colombienne (FCB1, 17,6-20,8 uM).
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R
CHO OH HN OH
HO R-NH, o
AT e T
Dérivés R [Cso (LM)
PFB’ FCB1®
Méthyl Gossypol -CH3 n.d 66,2
Ethyle Gossypol -CH,-CH; 22 22,5
Propyl Gossypol -CH,-CH,-CH3 16 20,8
Isopropyl Gossypol -CH(CHs), 16,6 17,6
Butyl Gossypol -CH;,-CH;,-CH,-CH3 42,4 n.d
s-butyl Gossypol -CH,-CH(CH3)-CHs 37,8 54
t-butyl Gossypol -C(CH3)3 39,5 4
Pentyl Gossypol -CH,-CH;-CH,-CH,-CH3 n.d n.d
Hexyl Gossypol -CH;-CH;-CH;,-CH;,-CH,-CH3 67,2 n.d
Heptyl Gossypol -CH;-CH;,-CH,-CH,-CH,-CH,-CH3 n.d 33,2
Dodecyl Gossypol -CH;,-(CH,)11CH3 43,2 37

a= souche brésilienne résistante a la chloroquine b= souche Colombienne résistante a la chloroquine

Figure 27. La structure des bases de Schiff dérivées du gossypol possédant une activité

antipaludique.

IV. 7. L’activité antimicrobienne

Les activités antimicrobiennes du gossypol

spp., et Escherichia coli.

gossypol est capable d’inhiber le champignon Verticillium alboatrum.!

ont été

rapportées par plusieurs
chercheurs. En 1967 Bell a montré que le gossypol (50 a 250 uM) inhibe la germination de 8
différentes espéces fongiques.!*®" Alors que Keen et ses collaborateurs ont montré que le
165]

En 1985 Vadehra et ses collaborateurs ont étudié les effets du gossypol sur la croissance
d’une variété de bactéries. lIs ont montré que le gossypol est plus actif sur les bactéries
Gram + (Streptococcus spp., Bacillus spp., Staphylococcus aureus) que sur les Gram - tels que

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Klebsiella pneumoniae, Shigella spp., Proteus
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Le gossypol a 100 ppm inhibe complétement les Gram +, par contre a cette concentration,
seulement 1/3 des bactéries Gram - est complétement inhibé. Les auteurs ont conclu que

I'activité antibactérienne du gossypol est liée aux caractérisques des bactéries.*°®!

IV. 8. L’activité antitumorale

L'activité antitumorale du gossypol a été démontrée pour la premiere fois en 1960.
Depuis cette découverte la chimie du gossypol a suscité un intérét majeur de la part des
chimistes a travers le monde. En 1974, un programme de criblage a I'US National Cancer
Institute a évalué 'activité antitumorale du gossypol, mais ce dernier n’a pas été sélectionné
a I'’époque comme agent anticancéreux a cause de son activité médiocre. En 1984, Tso et al.
ont montré que I'administration du gossypol a des souris implantées avec des tumeurs,
prolonge leur durée de vie.l"®”) plusieurs effets du gossypol contre de cellules cancéreuses
ont été observés. Il a été démontré que le gossypol est capable d’inhiber la croissance de

plusieurs variétés de lignées cellulaires tumorales comme les lignés du cancer du sein™® du

[169] 170]

cancer de colon'®, du cancer de la prostate!™” et du cancer du sang."”" Le Tableau 5
résume l'activité antitumorale in vitro du gossypol racémique vis-a-vis de plusieurs lignées
cellulaires cancéreuses humaines. On peut noter a travers ces travaux, l'efficacité du
gossypol vis-a-vis de plusieurs types de cancer : le cancer de I'ovaire (1,5-3,8 uM), le cancer
du sein (3,4-5,7 uM), le cancer du cou (0,5-30 uM), le cancer du colon (5-17 uM), le cancer
du sang (8,3-50 uM), le cancer du poumon (0,5 uM) et le cancer de la prostate (10 uM).

Stein et ses collaborateurs quant a eux, ont montré via une étude clinique de phase |,
que I'administration du gossypol racémique (30-180 mg/semaines) a des patients atteints de
différents types de cancer résistants permet d’avoir une efficacité clinique mais celle-ci reste

(1721 En 1993, Flack et al. ont pu ralentir la propagation d’'un cancer métastatique

modérée.
adrénal chez 21 patients en leur administrant du gossypol (30-70 mg/jour). Par contre, des
effets secondaires ont été observés comme la formation d’ilots abdominaux."’® Pour
expliquer I'activité cytotoxique du gossypol sur les tumeurs un mécanisme faisant intervenir
une modification du métabolisme oxydant a été proposé. La sélectivité du gossypol vis-a-vis
des lignées cancéreuses a été évaluée en 1980. Il a été démontré que les mélanomes et les

cellules cancéreuses du colon sont le plus sensible au gossypol. La LDH a été proposée

comme cible pour les lignées sensibles, par contre si la LDH se trouve sous une forme oxydée
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Lignées cellulaires Activité du rac- Lignées cellulaires Activité du rac-
cancéreuses humaines | gossypol ICso (UM)? | cancéreuses humaines | gossypol ICsq (UM)?
Ovaires OVCA-420 3,8 Colon Caco 2 17

OVCA-429 2,4 Colo201 4
OVCA-433 2,5 SwW407 8,2
OVCA-432 2,4 SW1084 6,5
OVCAR-3 1,5 SW1116 7
Sein MCF-7 5 HT-29 5
T47-D 5 Leucemie HL-60 50
MCF-7 WT 3,4 K562 8,3
MCF-7 ADR 4,3 (VCEY) 15
SKOV-3 5,7 THP-1 15
Cou A549 0,5 Poumons A549 0,5
H69 30 Prostate PC-3 10

?|Cso: Concentration pour laquelle I'inhibition est de 50%.

Tableau 5. L’activité antitumorale du gossypol contre des lignées cellulaires cancéreuses humaines

dans les cellules, leur résistance au gossypol augmente.[m] Une corrélation positive entre
I'efficacité du gossypol contre des cellules cancéreuses et le niveau de la LDH dans ces
cellules a été mise en évidence.*””

Plusieurs études ont attribué I'activité antitumorale du gossypol a son pouvoir
d’inhiber le métabolisme énergétique de la cellule et a son activité anti mitochondriale,
(1681761 tandis qgue d’autres études biochimiques ont montré des effets du gossypol incluant
I'inhibition d’enzymes nucléaire comme |’ADN-polymérase-alpha, la topoisomérase 1177 et
le blocage de la synthese de I’ADN."8 Une possibilité de complexation entre le gossypol et
I’ADN en présence de Cu(ll) a été proposée par Zaidi et ses collaborateurs pour expliquer la
cytotoxicité du gossypol.[m] Des études beaucoup plus récentes ont lié I'efficacité du
gossypol vis-a-vis des cellules cancéreuse par le fait qu’il est un trés bon ligand des protéines
de la famille Bcl-2.18%8% ces protéines constituent un moyen de régulation de I'apoptose.

Une surexpression de ces protéines a été constatée dans plusieurs types du cancer humain.

Il a été démontré que les traitements anticancéreux sont moins efficaces en présence d’une
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concentration élevée de Bcl-2.[8% p’

ou la nécessité d’inhiber ces protéines afin d’augmenter
la sensibilité des cellules tumorales aux traitements conventionnels (chimiothérapie et
radiothérapie). Le gossypol et par son interaction avec ces protéines peut exercer une

activité anticancéreuse trés intéressante.

V. La toxicité du gossypol

De nombreuses études ont indiqué que le gossypol est toxique pour les animaux
monogastriques et plus particulierement les jeunes animaux. Pour les monogastriques les
seuils de toxicité du gossypol rapporté par la littérature sont 100 ppm pour les porcs, 150
ppm pour les poulets de chair et 50 ppm pour les poules pondeuses.

Il existe deux types du gossypol, le gossypol libre (FG) et le gossypol lié (BG)
généralement avec les protéines de la plante a partir de laquelle le gossypol est extrait. Il a
été démontré que le (FG) est beaucoup plus toxique que la forme liée pour la majorité des
especes animales avec des niveaux de tolérances différents. Il a été démontré que les
ruminants détoxifient d’une facon naturelle le gossypol en le liant aux protéines solubles et
si la quantité du gossypol libre ingéré ne dépasse pas la capacité de détoxification du rumen

les symptdmes de toxicité n’apparaissent pas.® Le Schéma 38 ci-aprés résume la toxicité

du gossypol sur les animaux.

Mort
- Deficit }
Carence en Réduction de 1 protéique
> éduction de la S
- . — — Oedéme
. lysine synthése protéique |Ocdéme|
Gossypol (lié et libre) Pertes
ingéré azotées

ein

Bile \
Atteintes cardio-
/ Gossypol excété pulmonaires

Gossypol (hydrolysé
et libre) —
dans le sang

° - Diminution de la lysine libre.
- Diminution du fer sérique.
- Altération de la synthése protéique.

réduction de la

P Réduction du
disponibilité du fer | ———— [Carenceen fer|— > —

transport d'oxygéne

Schéma 38. Les effets toxiques du gossypol sur les animaux
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Le Schéma 38 montre les deux effets majeurs du gossypol sur I'organisme de I'animal,
le premier effet c’est son pouvoir a se lier avec les protéines (lysine), ce qui provoque une
malnutrition, le deuxieme effet vient du fait que le gossypol se complexe avec les atomes de
fer qui se trouvent au niveau de I’'hémoglobine et qui ont pour but de transporter I'oxygene
dans le sang. Cette complexation engendre des problémes respiratoires aigus, ces deux

effets combinés induisent la mort de I'animal.
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Chapitre 3:

Les atropoisomeres du gossypol
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CHAPITRE 3 : LES ATROPOISOMERES DU GOSSYPOL

L’atropoisomérie vient de deux mots grecs: tropein (tourner) et meros (partie).
L'atropoisomérie est un cas spécifique de la chiralité axiale et est due au blocage de la
rotation autour d’une liaison simple (rotamérie). La vitesse de racémisation
(interconversion) de ce type de composés a température ambiante est tellement faible. Ceci
est d0 a I'encombrement stérique des substituants autour de la liaison C-C (Figure 9). La
barriére énergétique a franchir pour racémiser les rotameéres est assez élevée ce qui permet

de les isoler. En revanche cette barriere est négativement corrélée avec la température.

Figure 28. Les rotameéres

En 1984 OkKi™® avait calculé le temps de demi-vie suffisant pour séparer ces
rotameres. Il a trouvé que ce temps ne doit pas étre inférieur a 1000 secondes. Cette
période est considérée comme étant la plus courte possible pour séparer efficacement les
deux rotameéres. Wilson et ses collaborateurs ont trouvé que le 1,1’ binaphtyle (60) se

racémise a 160 °C avec un temps de demi-vie de 0,5 seconde.®"!

0,
oy

60

Z=NH,, OH, PPh,

La chiralité axiale permet donc d’introduire une unité stéréogene, en absence des
centres asymétriques. Les atropoisomeéres ont été souvent négligés, mais dernierement ont
révélés d’'une grande importance aussi bien en catalyse asymétrique que dans la chimie des
substances naturelles.

La premiére séparation de deux atropoisoméres énantiomériquement purs a été
rapportée par Kenner et Christie en 1922.18 Ces auteurs ont réussi a séparer les deux

atropoisomeres de I'acide 6,6’ dinitro-2,2’-dibenzoique par une cristallisation sélective.
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HO,C G NO,
HO,C l NO,

Acide 6,6' dinitro-2,2'-dibenzoique

Suite a la séparation des deux atropoisomeres de I'acide 6,6’ dinitro-2,2’-dibenzoique
plusieurs types d’atropoisoméres ont été observés dans un grand nombre d’entités
chimiques. Ces atropoisomeéres ont été par la suite, répertoriés en plusieurs familles en se
basant sur |'état d’hybridation des atomes qui constituent la liaison a rotation limitée. La
famille sp”-sp? constitue la classe des atropoisoméres la plus connue et elle regroupe les
biaryles tri- ou tétrasubstitués. Cette famille est représentée par les dérivés binaphtyles qui
jouent un réle majeur en synthése asymétrique. Les dérivés binaphtyles sont trés répandus
aussi dans le monde des produits naturels, comme la Kotanine, la Michellamine B et le

gossypol (1) (Figure 29).

Me OMe

L
MeO o” "0
MeO o0._0O

9

Me OMe

OH Me

Michellamin eB

Kotanine 1

Figure 29. Les différents produits naturels contenant un motif biaryle

En 1958 Mislow!®®”! a déterminé les configurations absolues des biaryles chiraux.
Pour se faire I'observateur est placé dans I'axe de la liaison aryle-aryle. Le premier noyau
aromatique observé se trouve dans le plan horizontal et le second noyau (le plus éloigné) se
trouve dans un plan orthogonal au premier. Ensuite le composé biaryle est représenté en

utilisant une projection de Newman (Figure 30).
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Figure 30. La détermination de la configuration absolue des motifs biaryles

Les substituants A, B, A’ et B’ sont classés selon les regles proposées par Cahn Ingold

[188] Ceg régles établissent un ordre de priorité conventionnel des atomes ou des

et Prelog.
groupes des atomes. Les substituants du premier noyau aromatique sont ensuite classés
dans l'ordre de priorité puis ceux du second noyau. Le sens de rotation observé suite a ce
classement permet de définir la configuration absolue (aR ou a$S) de I'atropoisomeére. La

configuration absolue du gossypol a été déterminée par la regle de Wilson (Figure 31).

Figure 31. La configuration (M) ou (R) du gossypol obtenue par la régle de Wilson

I. Les deux atropoisomeéres du gossypol

Le gossypol est une molécule symétrique possédant deux atropoisomeres (+) /(-)-
gossypol (Figure 9), résultant de l'interaction entre les substituants 3,3’ méthyl et les
substituants 1,1’ hydroxyle qui bloquent la rotation autour de la liaison C-C reliant les deux
noyaux naphtyles. Les données de diffraction des rayons X ont montré que les deux unités
binaphtyles du gossypol forment entre elles un angle qui varie de 68° a 79°.1% Freedman et
ses collaborateurs ont utilisé le Dichroisme Circulaire Vibrationnel (DCV) pour déterminer la
configuration absolue de deux atropoisomeéres du gossypol.“go]
Les deux énantiomeres du gossypol sont extraits a partir de graines de coton, bien que leurs
proportions relatives varient selon I'espéce et la variété de coton. Par exemple, dans les

variétés de (Gossypium barbadense), le (-)-gossypol prédomine généralement, tandis que

dans le coton (G. hirsutum), I'énantiomere (+)-gossypol se trouve en exces.™ Plusieurs
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groupes de recherches ont signalé que le Thespesia populnea est une source pour le (+)-

[194] ot ses collaborateurs

gossypol énantiomériquement pur.***%! Récemment Effenberger
ont identifié la protéine responsable de I'atroposélectivité lors de la biosynthese du (+) et du
(-)-gossypol a partir de I’'hémigossypol.

Les [GbDIR1] et [GbDIR2] qui sont deux protéines qui interviennent lors de la
biosynthese du gossypol, ont été isolées a partir de la plante G. barbadense. [GhDIR4] est la
protéine la plus proche de la [GbDIR1]. Cette protéine [GhDIR4] a été isolée a partir de la
plante G. hirsutum, une plante qui produit essentiellement du (+)-gossypol avec un excées de
plus de 90%. Apres l'isolement de la protéine, elle a ensuite été clonée puis mélangée avec
de I’hémigossypol lors de son couplage oxydatif donnant accés aux deux atropoisomeéres du
gossypol. Cette expérience a montré que la protéine [GhDIR4] favorise la formation du (+)-
gossypol, et que I'exces énantiomérique de celui-ci s"améliore avec la quantité de protéine
[GhDIR4] rajoutée.

Les deux énantioméres du gossypol ne possédent pas la méme activité

[63,168,195-208]

pharmacologique, par conséquent leur stabilité optique est tres importante

pour les études pharmacologiques impliquant le gossypol. Cette stabilité optique a été

k%! et ses collaborateurs qui ont montré que la barriére énergétique

étudiée par Jaroszews
a franchir pour une inversion rotationnelle est supérieure a 50 Kcal/mol. Ils ont aussi montré
que le (+)-anhydrogossypol (Schéma 19) se racémise plus rapidement que le (+)-gossypol. A
une température de 190 °C le (+)-gossypol se racémise au bout de 2 h par contre, le (+)-
anhydrogossypol se racemise en 30 min seuleument. Pour expliquer cet écart au niveau du
temps de racémisation, les auteurs ont suggéré que dans le cas du gossypol les deux noyaux
naphtalénes symétrique peuvent tourner autour de la liaison naphtyle-naphtyle, sauf que ce
mouvement est limité par les quatre groupements en ortho (deux groupements méthyle en
position 3,3’ et deux groupements hydroxyles en position 1,1’), ce qui augmente le temps de
la racémisation. Par contre dans la structure de I'anhydrogossypol, les deux oxygénes en
position 1,1’ sont attirés vers les carbones 8,8 afin de former deux cycles uraniques tres

tendus. Ceci permet aux deux noyaux naphtalénes une rotation beaucoup plus libre, ce qui

explique le temps de racémisation relativement plus court que celui observé dans le cas du

gossypol.
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Il. La syntheése total du (+)-gossypol

L’acces aux deux atropoisoméres du gossypol est limité a deux méthodes que sont
I’extraction du gossypol racémique et la séparation de ses deux atropoisomeres via des
techniques séparatives ou par leur synthese totale. En effet cette derniere méthode semble
étre trés compliquée, ce qui justifie la rareté des méthodes de synthéses permettant
d’accéder a ses deux atropoisomeres.

La seule et unique synthése totale du (+)-gossypol a été proposée par Meyers et ses
collaborateurs en 1998.* La liaison 2,2’ biaryle a été construite d’une fagcon asymétrique
via un couplage de type Ullmann en utilisant la bromonaphtyloxazoline, comme précurseur
chiral (Schéma 39).[211_213]

L'acide 2,3,4-triméthoxybenzoique (61) commercialement disponible est traité par le
chlorure d’oxalyle pour fournir le chlorure d'acide, qui réagit avec 2-amino-2-méthyl-1-

214215) hermettant I'accés a I'amide

propanol dans les conditions de Schotten-Baumann,
alcool correspondant. L'oxazoline 62 est obtenu aprés une cyclisation de I'amide alcool,
suivie d’un traitement en milieu basique. Lorsque le composé 62 est traité avec 5
équivalents de chlorure d'isopropylmagnésium, I'oxazoline isopropylé 63 est obtenu avec un
rendement de 96%. Par métallation régiosélective utilisant EVL-HMPA (EVL : éthoxyvinyl
lithium) suivi d’un piégeage par le DMF, I'introduction du groupe formyle devient possible.
Apres réduction par LiAlH,4 suivie d’un traitement par NaH et Mel, I'oxazoline 64 est obtenu
avec un rendement de 72%. Le produit 64 est par la suite mis en réaction avec le
trifluorométhansulfonate de méthyl pour former le sel N-méthyl triflate de I'oxazoline qui
sera par la suite réduit par NaBH, puis hydrolysé. Ceci permet d’accéder au 2-isopropyl-3,4-

diméthoxybenzaldéhyde (65). Ce dernier est alkylé via la condensation de Stobbe!**®!

en
utilisant le diméthyl succinate et NaH. Le produit résultant de cette condensation a été par la
suite cyclisé suivant la procédure de Mollov.**? La réaction de saponification fournit I'acide
4-hydroxy-8-isopropyl-6,7 diméthoxynaphtaléne-2-carboxylique (66). Cet acide est traité par
le sulfate de diméthyl et du carbonate de potassium K,COs; permettant ainsi d’avoir I'ester

méthylique 67, qui est ensuite converti en |'acide 68 sous I'action d’une solution de potasse

méthanolique.
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Schéma 39. La synthése totale du (aS)-gossypol
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L’acide 68 a été traité par le chlorure d’oxalyle, le (S)-(+)-t-leucinol et le chlorure de
thionyle conduisant a la formation de I'oxazoline (S)-(69) avec un rendement de 87%. Le
produit (S)-(70) est obtenu, suite a une réaction de bromation régiosélective de (S)-(69).
Cette bromation est effectué par réaction de Br, dans I'acide acétique.

Apres la synthése du précurseur chiral (5)-(70), le couplage de type Ullmann a été par
la suite effectué (Schéma 39). Le produit (S)-(70) a été traité en présence de cu® dans DMF a
reflux. Les meilleures conditions du couplage sont obtenues lorsque la réaction est réalisée
en milieux concentré du cuivre. Le produit (aS, S)-(71), résultant du couplage a été
transformé en bis carbinol (aS)-(72) avec un rendement de 72%. Ce dernier produit a été
converti en (aS)-(73), par réduction avec Pd/C sous atmosphére d’hydrogene. Les huit
groupements protecteurs méthyles ont été déprotégés par le tribromure de bore. Cette
étape de déprotection suivie d’une oxydation de Swern®” donne le (aS)-gossypol avec un
rendement global de 81% pour les deux dernieres étapes.

Les analyses (RMN, pouvoir rotatoire, rayons X) de |’atropoisomere (aS)-gossypol synthétisé

sont parfaitement identiques avec celles du gossypol isolé d’'une source naturelle.

Ill. La séparation des deux atropoisoméres du gossypol

Comme nous l'avons indiqué précédemment, la synthése totale de deux
atropoisomeres du gossypol est assez compliquée a réaliser, ceci a encourager les
scientifiques a développer des méthodes séparatives pour les deux atropoisomeres de

source naturelle.

1l. 1. La méthode de Matlin*?®2*®

La premiére résolution de deux atropoisomeres du gossypol a été réalisée par Matlin
et Zhou en 1984.1*% Dans le but d’identifier les meilleures conditions de séparation de deux
atropoisomeres, les auteurs ont synthétisé plusieurs types de phases stationnaires chirales.
Ensuite ils ont essayé de séparer le rac-gossypol sur les différentes phases préparées, mais
aucune résolution du gossypol n’a été constatée. Par contre la transformation du gossypol
en ses bases de Schiff dérivées du (+)-L-phénylglycinol a permis de séparer les deux
diastéréoisomeres sur toutes les colonnes chirales qui n’ont pas permis la séparation du rac-

gossypol. La meilleure résolution a été obtenue avec la colonne a base de N-3,5-
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dinitrobenzoyl D(-)-phénylglycine greffée sur la silice aminopropylée et en utilisant une
phase mobile composée d’ hexane : DCM : MeCN : j-PrOH (88:5:4:3). Durant cette étude, il a
été constaté que le dérivé du (-)-gossypol est le premier composé élué sur I'ensemble des
colonnes préparées.

Dans l'objectif de produire une quantité importante (I'ordre de gramme) du (-)-
gossypol, composé biologiquement plus actif que le (+)-gossypol. Les auteurs ont appliqué
les conditions identifiées auparavant sur une HPLC préparative. Ce qui a permis la
récupération de 2 g des deux diastéréoisomeres du gossypol séparés. 3 ans plus tard

Matlin!*®!

et ses collaborateurs ont réussi a séparer les deux atropoisomeres du gossypol sur
une colonne achirale. Afin d’éviter I'oxydation du gossypol sur colonne de silice, les auteurs
ont préparés des bases de Schiff dérivées des amines chirales, pour pouvoir séparer les deux
atropoisomeres du gossypol sur cette colonne. La bonne séparation de deux
diastéréoisomeres du gossypol a été obtenue avec I'aminoester chiral ((+)-phénylalanine
méthyl ester). Aprés injection en HPLC, le premier diastéréoisomére a été récupéré avec un
rendement de 60%, tandis que le deuxiéme diastéréoisomere est obtenu apres avoir
augmenté la polarité du solvant, mais une contamination du deuxieme diastéréoisomere par
le premier élué a été observée. Les résultats insatisfaisants de cette méthode ont conduit les
auteurs a développé une autre méthode beaucoup plus efficace pour la séparation de deux
atropoisomeres. En utilisant une colonne inverse (C18) et une phase mobile constituée de
(82 :18) acétonitrile : solution de Buffer a pH=3, les deux atropoisoméres ont pu étre isolés.
Une trés bonne reproductibilité de la séparation de deux atropoisomeres a été obtenue. En

revanche, les auteurs nont pas constaté aucun changement dans d’ordre d’élution des

atropoisomeres par rapport a une colonne classique.

I1I. 2. La méthode de Cass'**?

Récemment, Cass et ses collaborateurs ont décrit la premiere résolution directe du
rac-gossypol sans passer par ses dérivés bases de Schiff. Cette séparation a été réalisée sur
une colonne HPLC en phase inverse, préparée a partir de tris- (3,5-diméthylcarbamate) de

, .. . . . 21
cellulose supporté sur de la silice microporeuse d’aminopropylée de 5 um.[ 3
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1. 3. La méthode de la cristallisation®”

En 2003 Dowd"™" a rapporté une méthode de cristallisation de deux atropoisomeéres du
gossypol dans une solution de I'acétone. En contr6lant la concentration initiale du gossypol,
le temps de cristallisation et le volume de I'acétone, quelques grammes ultra pures (ee =
99%) du (+) et du (-)-gossypol ont été obtenus aprés évaporation du solvant sous vide et a
température ambiante. La principale limitation de la cristallisation en tant que méthode

préparative est la nécessité de déterminer la chiralité et la pureté de chaque cristal obtenu.

lll. 4. La méthode de Jiang[m]

En 2007 Jiang®*® et ses collaborateurs ont développé une méthode relativement
simple, permettant la résolution de deux atropoisomeéres du gossypol.
Cette méthode consiste a transformer rac-gossypol a ses deux diastéréoisomeéres via une
réaction d’amination avec un aminoester chiral. Afin de sélectionner les meilleures
conditions de séparation, les auteurs ont testé plusieurs types d’aminoesters chiraux.
Suite a cette étude, le L-tryptophane méthyl ester (L-Trp-OMe), un aminoester
commercialement disponible a été choisi pour sa meilleure résolution pour les deux
atropoisomeres du gossypol. Le rac-gossypol et le L-tryptophane méthyl ester ont été
mélangés dans une solution de méthanol, le mélange est agité a température ambiante et
est chauffé par la suite a une température qui varie entre 50-54°C. L’évolution de la réaction
a été suivie par CCM (Chromatographie sur Couche Mince). Apres 2 h de réaction la solution
a été refroidie a température ambiante et le précipité jaune a été récupéré par filtration. Les
différentes analyses qui ont été effectuées sur ce précipité, ont montré que celui-ci
correspond a la base de Schiff dérivée du L-Trp-OMe-(-)-gossypol. Ce diastéréoisomeére a été
obtenu avec un rendement de 95%. Le filtrat a été évaporé a sec et est extrait par une
solution de dichlorométhane. Cet extrait a été par la suite évaporé. Aprés évaporation, le L-
Trp-OMe-(+)-gossypol a été récupéré avec un rendement de 99%. Aprés la séparation de
deux diastéréoisoméres du gossypol, ces derniers ont été hydrolysés en milieux acide pour
donner les deux atropoisomeéres (+)- et (-)-gossypol (Schéma 40).

Lors de I'hydrolyse de la base de Schiff en (+)- et (-)-gossypol il est important de
maitriser le rapport acide acétique / acide chlorhydrique utilisé ainsi que celui de I'éther /
éther de pétrole (solvant de précipitation), afin d’éviter de précipiter le gossypol et

. N 1
I'aminoester en méme temps.[ 59
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L-Trp-OMe.HCI
a
MeO, o
OH

NH,

HO OH + N

N

HO H

(+)-Gossypol L-Trp-OMe
b
Précipitation Solution mére

(-)-Gossypol (+)-Gossypol
85% de rendement, 94,7% ee 87% de rendement, 95,7% ee

Conditions de la réaction : (a) NaOH, t.a ; (b) MeOH, 50°C, 1-2H ; c H3O+

Schéma 40. La préparation de deux atropoisomeéres du gossypol
IV. Les dérivés énantiomériquement purs du (+)- et du (-)-gossypol
Apres avoir réussi la séparation de deux atropoisomeéres du gossypol, plusieurs dérivés
énantiomériqguement purs du (+) et du (-)-gossypol ont été préparés pour évaluer I'effet de
I’atropoisomérie sur I'activité biologique. Ci-aprés nous citons quelques dérivés de ses deux

atropoisomeres fréquemment rapportés dans la littérature.
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IV. 1. Les dérivés bases de Schiff des deux atropoisomeres du gossypol
Dans I'objectif de diminuer la toxicité du gossypol, plusieurs bases de Schiff ont été

préparées a partir du (+) et du (-)-gossypol (Schéma 41) via une réaction d’amination avec

159,200,221,222]

une amine primaire chirale ou achirale.!

(-)-gossypol Dérivés bases de Schiff de (-)-gossypol

(+)-gossypol Dérivés bases de Schiff de (+)-gossypol

Schéma 41. Les dérivés bases de Schiff de (+) et du (-)-gossypol

Des études ont montré que les bases de Schiff dérivées du (+) et du (-)-gossypol sont
trés sensibles  la racémisation.?”?! Fish et ses collaborateurs ont démontré gue les bases de
Schiff diastéréomériquement pures, synthétisées a partir du (L)-phénylalanine peuvent se
racémiser dans un mélange d’hexane/acétate d’éthyle. Ce phénomeéne de racémisation est
constaté aussi dans les solvants deuteurés ou méme sous I'effet des rayons du soleil. Les

auteurs ont utilisé cette propriété pour recycler le (—)—gossypol.[224]

IV. 2. La synthése de (+) et du (-) apogossypol

Pour éliminer les deux fonctions aldéhydes qui se sont considérées comme source de
la toxicité du gossypol, Wei et ses collaborateurs ont synthétisé I'apogossypol (gossypol
moins 2 CHO) énantiomériquement pure (Schéma 42). Ces deux dérivés ont été synthétisés
par I'ajout d’'une solution de NaOH (40%) sur le (+) ou le (-)-gossypol, le mélange est chauffé

a 90°C sous une atmosphere inerte et pendant 1,5 h. La solution résultante est refroidie dans
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un bain de glace et un volume de 6 mL d’HCI (6 M) a été rajouté doucement sous argon.

Aprées I'ajout de I'acide ascorbique, 1 mL d’HCI (9 M) et 50 mL de H,0 ont été additionnés

immédiatement. Le surnageant est décanté et la précipitation a été remise en suspension et

lavée quatre fois avec 50 mL d'eau. Apres lavage, les suspensions ont été lyophilisées

£ [225]

pendant 48 h a I'obscurité pour obtenir 'apogossypol correspondan

(-)-gossypol (+)-gossypol
1) 40% NaOH 1) 40% NaOH
2) HCI 2)HCI
OH HO
L A
¢ L,
HO OH
(-)-apogossypol (+)-apogossypol

Schéma 42. La synthése du (+)- et (-)-apogossypol

Wei et ses collaborateurs ont synthétisé également des dérivés actifs de I'apogossypol (

Schéma 43).12%!

113



I
HO OH

90 e
OH
HO

(rac)-Apogossypol

Manuscrit de thése-2018- Mohamed Vall SIDI BOUNE

CHO

MR
O
MeO OMe

CHO
rac

Réactifs et conditions de réactions : (a) DMS, K,COj3; (b) TiCl,, Cl,CHOCHS3, t.a; (c) HCl, H,0; (d) NaClO,, H,0,, KH,PO,,
CH;CN, t.a (e) (R)-(+)-B-méthylphénéthylamine, EDCI, NH,R, HOBT, t.a (f) (S)-(+)-B-méthylphénéthylamine, EDCI, NH,R,
HOBT, t.a (g) BBr3, CH,Cl, (h) HCI, H,O ; (i) séparation sur colonne chirale.

Schéma 43. La synthése de dérivés actifs de I'apogossypol.
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V. La biologie des deux atropoisomeére du gossypol

Dans le chapitre précédent, nous avons cité les activités principales du gossypol. Dans
ce chapitre nous allons se focaliser sur la différence remarquée au niveau de la réponse
biologique de chacun de ses deux atropoisomeéres. Ci-apres nous citons quelques activités
biologiques ou les deux atropoisoméres présentent une différence d’activité tres

significative.

V. 1. Activité contraceptive
Matlin et ses collaborateurs ont rapporté que le (-)-gossypol posséde une activité
contraceptive beaucoup plus importante que celle du (+)-gossypol et du mélange

2271 | ’administration d’une dose de 30 mg/Kg du (+)-gossypol a des souris

racémique.
pendant 14 jours, n’a eu aucun effet ni sur leur fertilité ni sur la cytotoxicité. Par contre
I'administration de la méme quantité du (-)-gossypol pendant 7 jours, a montré une activité

contraceptive chez les souris.!?®!

V. 2. Activité antivirale
Lin et ses collaborateurs ont rapporté que le (-)-gossypol inhibe la réplication du virus
(VIH-1). Il a été trouvé que le (-)-gossypol possede un pouvoir d’inhibition (ICso = 5,2 uM) 10

fois plus active que celui du (+)-gossypol (ICso = 50,7 puM).r”!

V. 3. Activité antiparasitaire
Gonzalez-Garza et ses collaborateurs ont trouvé que le (-)-gossypol est 13 fois plus
actif contre le parasite de Amoebiasis que le (+)-gossypol, et que le (-)-gossypol est 3,6 fois

plus actif que le mélange racémique du gossypol.llgg]

V. 4. Activité anticancéreuse
Pour la plupart des activités biologiques du gossypol, I'atropoisoméres (-)-gossypol est

le plus efficace et I'activité anticancéreuse du gossypol ne déroge pas a cette regle. Il a été

[229]

démontré que le (-)-gossypol est plus actif contre le cancer des poumons“~, de la

[168,231] [168]

prostate[168], du sein[lsg], du cou[BO], de I’ovaire[lggl, de la colonne et du pancréas
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Lan et ses collaborateurs ont rapporté que le (-)-gossypol est actuellement en essai clinique
de Phase Il pour la lutte contre le cancer de Ia prostate.m”

La transformation du (+) et du (-)-gossypol en leurs dérivés bases de Schiff, permet
d’améliorer I'activité biologique (notamment ['activité anticancéreuse) de ses deux
atropoisomeres. Zhang et ses collaborateurs ont rapporté que certaines de ses bases de

Schiff sont plus actives que le (-)-gossypol et le cisplatine (Figure 32), ce qui renforce 'interét

[200]

de la communauté scientifique vis-a-vis de ces composés.

Figure 32. Quelques bases de Schiff dérivées du (-)-gossypol possédant une activité anticancéreuse
meilleure que celle du (-)-gossypol et du cisplatine
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Chapitre 4: Travail personnel
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Les travaux réalisés dans le cadre de cette thése, concernent dans un premier temps
I’étude phytochimique de Cienfuegosia digitata afin d’isoler, d’identifier et de caractériser le
ou les composés majoritaires. Cette partie est suivie de la valorisation du ou des composés
isolés en synthése organique. Nous présenterons dans ce chapitre, un travail original réalisé
pour la premiere fois en synthése organique c’est-a-dire « effectuer une réaction chimique
sur une matrice végétale ». A notre connaissance, c’est la premiere fois qu’un matériel
végétal est utilisé comme matiére premiére en synthese organique. Cette possibilité nous a
permis de développer un concept que nous avons baptisé « SECheM » (Simultaneous
Extraction and Chemical Modification) qui consiste a piéger un phytoconstituant de la plante
par un réactif chimique approprié sans passer par I'isolement préalable de celui-ci. Enfin,

une application de ce concept dans la séparation de deux atropoisomeéres sera présentée.

Ces différentes étapes de nos travaux seront développées et détaillées dans ce

chapitre en commengant par une partie matériels et méthodes.

I. Matériels et Méthodes

I. 1. ’échantillon du matériel végétal

Le matériel végétal (12 Kg) est constitué de racines (8 kg) et feuilles séches (4 kg)
broyées de Cienfuegosia digitata Cav. Cette plante a été récoltée par moi-méme en Ao(t
2015 dans la région de « Adala » (coordonnées GPS 15°40’50,1”N et 6°24’19,8”’W) en
Mauritanie. Il faut préciser que cette période correspondait a la saison des pluies en
Mauritanie, ce qui a facilité I'arrachage des plantes. La plante (Cienfuegosia digitata) a été
identifiée par le Prof. Ahmed Ismail Boumediana du Laboratoire de Botanique de |'école
Normale supérieure de Nouakchott et un spécimen (HNM 02349) a été déposé a I'Herbarium

National de la Mauritanie.

I. 2. Les solvants et les réactifs
Tous les solvants et réactifs ont été utilisés sans purification préalable et achetés chez

les fournisseurs habituels (sigma-Aldrich, Acros, Alfa Aesar etc.)
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I. 3. L’appareillage Soxhlet

Le Soxhlet a été développé en 1879 par un scientifique allemand du nom de Franz
Ritter Von Soxhlet pour extraire des lipides de différentes matrices.*? En fait, I'extraction
par Soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de faire plusieurs cycles
d’extraction d’un soluté en utilisant la méme quantité du solvant. L’extracteur Soxhlet reste
une technique standard d’extraction utilisée depuis plus d’un siécle pour sa simplicité et son
efficacité dans le domaine de I'extraction.

Les avantages et les inconvénients de I'extraction par Soxhlet ont été utilisés comme
points de départ pour le développement et I'amélioration en termes de performance du

dispositif.

I. 3. 1. Le Soxhlet classique

L’extracteur Soxhlet est constitué d’un corps en verre dans lequel est placée une
cartouche en cellulose contenant la matiére a extraire. Ce corps contient deux tubes
essentiels au fonctionnement de I'appareil : le tube de siphonage et le tube de distillation.
L’extracteur Soxhlet est installé sur un ballon contenant le solvant d’extraction. Au-dessus de
I’extracteur et le ballon est placé un réfrigérant servant a refroidir les vapeurs du solvant
apres le chauffage du contenu du ballon. Lors de I'extraction, le solvant chauffé a reflux
passe en phase vapeur et migre jusqu’au réfrigérant ou il va se condenser et tomber dans la
chambre d’extraction (contenance 150 mL) ou se trouve la cartouche de cellulose (34 mm x

37 mm x 130 mm) contenant le végétal broyé. Progressivement, la chambre d’extraction se

11

== sortie de l'eau
|

—

] {| <e—— réfrigérant
cartouche en céllulose
L

if’ entrée de l'eau

i

oo

s

_ N || | < tube de distillation
tube de siphonage _>H |

ballon —» ! }
solvant d'extraction d Chauffe ballon

Figure 33. L’extracteur Soxhlet classique.
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remplie, faisant macérer la matrice végétale dans le solvant d’extraction. Arrivé au sommet
du tube de siphonage il se déclenche automatiquement un retour du solvant chargé de
substances extraites dans le ballon. Au cours de I'avancement de |'extraction, le solvant
contenu dans le ballon va se charger progressivement en composés extraits jusqu’a
épuisement de I’échantillon. Plusieurs cycles d’extractions sont nécessaires dans ce cas

(Figure 33).

La plupart des modifications effectuées sur I'extracteur Soxhlet au cours des derniéeres
décennies ont eu pour objectif le rapprochement de celui-ci des techniques les plus récentes
pour la préparation d'échantillon solide, en raccourcissant le temps d’extraction et en
utilisant des formes d'énergie auxiliaires. Parmi les techniques qui ont été développées a

partir de I'extracteur Soxhlet classique on peut citer :

I. 3. 2. L'extraction Soxhlet a haute pression

L’extraction Soxhlet a haute pression consiste a placer |'extracteur dans un autoclave
en acier inoxydable cylindrique. La particularité de I'extraction Soxhlet a haute pression se
base sur le fait que les extractants n'atteignent pas les conditions supercritiques. Ces
extractants peuvent étre des solvants a bas point d'ébullition ou gaz sous pression et
température normales, mais dans leur état liquide sous haute pression. Le développement
du processus du Soxhlet a haute pression (1000-1500 psi) devrait diminuer le temps
d’extraction, augmenter la solubilisation des phytoconstituants et réduire la consommation

de solvants.

I. 3. 3. L’extraction par Soxhlet assisté par ultrasons
Un extracteur Soxhlet assisté par ultrasons a été concu pour extraire des matieres
grasses totales provenant de graines d’oléagineuses telles que le tournesol, le colza et le

(2331 ’approche utilise un systeme d’extraction Soxhlet dont la chambre d’extraction est

soja.
logée dans un bain thermostatique a travers lequel les ultrasons sont appliqués a l'aide
d'une sonde a ultrasons. L'application d'ultrasons a I'échantillon fournit des résultats
similaires voire meilleurs que ceux obtenus par I'extraction conventionnelle par Soxhlet.
Cependant, cela diminue énormément le nombre de cycles nécessaire dans les procédures

conventionnelles.
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I. 4. La spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Les spectres de résonnance magnétique nucléaire (RMN) ont été enregistrés a
température ambiante sur un appareil Bruker Advance 300 MHz (*H), 75 MHz (**C) a
transformer de Fourier.

Les déplacements chimiques sont exprimés en partie par million (ppm), par rapport a la
référence interne (TMS : TetraMéthylSilane) dont le déplacement chimique est connu.
- Le chloroforme deuteuré (CDCl5) : RMN *H : s, 7,26 ppm ; RMN™*C : 77,16 ppm
- Méthanol deutérié (CD;0D): RMN *H : s, 3,31 ppm ; RMN C : 49,00 ppm
- diméthysulfoxide déutéré (DMSO-d6): RMN *H : s, 2,54 ppm ; RMN 3C : 40,45 ppm
Les attributions de certains signaux ont nécessité des expériences complémentaires
comme la RMN 1D (APT : Attached Proton Test) et la RMN 2D : corrélations '"H-'H : cosy
(couplage scalaire *J), corrélations *H-"*C : HMQC (couplage’J), HMBC (couplage *J et/ou®)).
Pour la multiplicité les abréviations utilisées sont les suivantes :
s (singulet), br s. (singulet élargi), d (doublet), dd (doublet dédoublé), t (triplet), g
(quadruplet), quint. (quintuplet), sext. (sextuplet), hept. (heptuplet), m (multiplet). Les

constantes de couplage (J) sont données en Hertz.

I. 5. La spectroscopie Infra-rouge (IR)

Les spectres infra-rouge sont obtenus en utilisant un spectrométre a transformer de
Fourier (Frontier de chez Perkin-Elmer). Les produits a analyser (des composés solides) sont
disposés directement sur un cristal (Sélénure de zinc) et sont analysés sur une gamme de

fréquence allant de 650 a 4000 cm™.

l. 6. Le pouvoir Rotatoire [a]p

Les pouvoirs rotatoires ont été mesurés a |'aide d’un polarimetre Perkin Elmer 241 a T
= 20°C, et a 536 nm (lampe de sodium), les produits a mesurer ont été solubilisés dans le
dichlorométhane. Par la suite la solution est introduite dans une cuve de 10 cm de largeur.

Les concentrations sont exprimées en mg/mL.

I. 7. Le point de Fusion
Les points de fusion des produits ont été mesurés sur un appareillage Stuart scientific
analyzer SMP 10 en placant un échantillon de chacun de ses produits dans des capillaires.

Les valeurs sont reportées en °C.
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I. 8. La spectrométrie de masse :
Les spectres de masse a hautes résolution (HRMS) ont été réalisés sur un appareil

Agilent 6530 Q-TOF en mode positif.

I. 9. Les spectres Ultraviolet (UV) :
Les spectres UV ont été enregistrés sur une gamme de longueurs d’ondes allant de 400

nm a 800 nm sur un spectrophotomeétre Shimadzu UV-1800.

I. 10. La chromatographie en phase Liquide a Haute Performance Chirale (CLHPC):

La séparation sur HPLC chirale a été réalisée sur un appareil Hewlett Packard 1100 en
utilisant une colonne chirale ChiralPAK «IC» et «IB» (taille de particule: 5 pm; diameétre
interne (i.d.): 4.66 mm X longueur : 250 mL) et une phase mobile constituée de (50 : 50) (/-
PrOH : n-Heptane). L'appareil est muni d’un détecteur UV et les analyses ont été réalisées a

A =254 nm.

I. 11. La chromatographie Flash:
Les séparations des composés isolés, hémisynthétisés et synthétisés ont été effectuées

sur une chromatographie interchim PuriFlash 430.

Il. Le choix de la plante

Il. 1. Le contexte de I'étude
La Mauritanie posseéde une grande diversité végétale. Cependant, les études

[234] sont assez

exclusivement consacrées a la flore de Mauritanie estimée a 1400 especes
rares et celles effectuées jusqu’ici restent partielles et incomplétes.

Ce projet de theése porte sur I'étude chimique de Cienfuegosia digitata. Comme déja
évoqué, cette plante pose un vrai probléme pour le secteur de |'élevage en Mauritanie en
raison de sa dangerosité pour le bétail. Or les mauritaniens sont considérés depuis toujours
et encore d’aujourd’hui comme étant un peuple nomade. Ce mode de vie entraine une forte
dépendance par rapport a I'élevage comme c’est le cas pour tous les peuples nomades du
monde entier. Dans ce contexte, le secteur de I'élevage joue un role de premier plan au
niveau de I"’économie mauritanienne. En effet, ce secteur constitue 12% du PIB national et
une étude a montré que 60% de la population active mauritanienne vivent de ce secteur.?"!

L'action néfaste de Cienfuegosia digitata sur le bétail nous a conduit a étudier cette plante

de maniere a connaitre sa composition phytochimique et a appréhender son action. Une
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valorisation possible de phytoconstituants identifiés et isolés est également envisagée en

synthése organique.

Il. 2. Les travaux préliminaires d’identification et enquétes ethnobotaniques

Une partie du début de ce travail a constitué a chercher le nom scientifique de Ila
plante. Cette tache n’a pas été du tout aisée car au départ nous n’avions que le nom
vernaculaire ou le nom local de la plante. De plus, le nom vernaculaire de cette plante
change en fonction du dialecte et de la localité. Pour mettre un nom sur cette plante, nous
avons fait appel a un botaniste mauritanien qui nous a proposé le nom de « Cienfuegosia
digitata » sans toutefois justifier celui-ci par des données de la littérature. Dans ce contexte,
nous avons par la suite, effectué une longue recherche bibliographique et nous avons
finalement déniché la seule référence qui confirme la correspondance entre le nom
scientifique «Cienfuegosia digitata» et le nom local «lzide». Cette référence s’est avérée étre
un livre qui a brievement donné les caractéristiques de la plante et tout en précisant entre
autre la toxicité de celle-ci pour le bétail.*"!

En paralléle de l'identification de la plante, j'ai également effectué des enquétes
ethnobotaniques dans la localité de récolte pour cerner I'utilisation traditionnelle et mieux
comprendre la problématique d’intoxication du bétail de celle-ci. Jai donc posé de
nombreuses questions aux éleveurs sur |'effet de la plante sur le bétail selon le sexe, I'age,
mais également sur le délai de survie de I'animal apres ingestion orale de la plante. Toutes
les réponses collectées ont été comparées aux données de la bibliographie et semblent aller
dans le sens de la présence du gossypol ou de quelques dérivés de ce composé dans cette
plante. Ce gossypol, si sa présence est avérée, serait responsable de I'intoxication du bétail

comme déja mentionné par certains auteurs.

Il. 3. Les rappels bibliographiques

Le Cienfuegosia digitata est une Malvaceae, trés peu et mal étudiée jusqu’a présent.
Seulement deux études ont été menées sur cette plante. La plus connue est celle rapportée
par Lukefarh et Fryxell en 1967.1% Cette étude a concerné quelques especes de la famille
des Malvaceae dont 9 especes de Cienfuegosia parmi lesquels notre espéce, le Cienfuegosia
digitata. Dans cette étude, les auteurs ont fait un screening des différentes parties des

espéces de la plante et ont déterminé a chaque fois le pourcentage du gossypol présent. Il
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apparait que le Cienfuegosia digitata contient du gossypol au niveau des graines (0,006%),
des tiges (0,11%), des feuilles (1,00%) et des boutons floraux (0,15%) (Tableau 2, Page 45).
Cependant cette étude est restée a I'étape de screening et les auteurs non pas abordé la
partie analyse structurale des extraits issus de ces différentes parties de plantes. On peut
aussi remarquer que ces études n‘ont pas révélées I'estimation de la quantité ou de la
proportion du gossypol dans les racines de Cienfuegosia digitata. C'est donc pour cette
raison essentiellement, associé aux problemes de toxicité de cette plante vis-a-vis des
troupeaux en Mauritanie, que les racines de cette derniére ont été choisies pour cette étude

phytochimique.

Dans cette perspective et en ayant a I'esprit la forte probabilité de la présence du
gossypol dans les racines de Cienfuegosia digitata, nous avons procédé a une extraction
suivie d’une purification et d’une caractérisation structurale de celles-ci afin de conforter

cette hypothese.

Ill. La partie extraction

Ce projet de these est la suite de mon projet d’initiation a la recherche en Master 2
effectué au Maroc ou j’ai travaillé sur les fleurs de la méme plante. Pour ma thése, nous
avons ciblé les racines de Cienfuegosia digitata. Aprés avoir récolté la plante sous le chaud
soleil de I’Afrique (40°C a 'ombre), les feuilles ont été séparées manuellement des tiges et
des racines. Ensuite, les différentes parties de la plante ont été broyées. Ce travail fastidieux
de pré-traitement reste nécessaire et incontournable avant d’aborder les études
scientifiques et phytochimiques.

L'objectif principal de cette étude est de valoriser les phytoconstituants qui peuvent
étre extraits a partir de cette plante. Ceci est conditionné par I'extraction et I'identification
de ses phytoconstituants. Nous aborderons a ce niveau la partie extraction, isolement et
caractérisation du gossypol avant de mettre en évidence au niveau de la partie

hémisyntheése I'originalité du travail réalisé dans ce domaine.
Pour avoir une idée sur la composition phytochimique de cette plante nous avons
procédé a une série d’extraction en utilisant des solvants de polarités différentes et un

extracteur Soxhlet. Le mode de fonctionnement de ce dernier est largement détaillé dans la
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partie « matériels et méthodes ». Vu que le gossypol est un composé polyphénolique, nous
avons, dans le cadre d’une extraction Soxhlet, utilisé un solvant hydroalcoolique (éthanol :
eau; 80 : 20), souvent rencontré dans la littérature pour I'extraction des polyphénols en
général. Cet extrait a été comparé plus tard a une succession d’extraction Soxhlet sur la
méme matrice végétale en partant d’un solvant apolaire pour évoluer vers un solvant polaire
(cyclohexane, dichlorométhane, diéthyle éther, acétate d’éthyle et éthanol). L’analyse CCM
a montré un composé majoritaire retrouvé dans pratiquement tous les extraits. Nous avons
récupéré et séché quelques extraits ou le composé apparaissait largement majoritaire en
vue d’une analyse RMN pour si possible élucider la structure chimique. L’analyse RMN des
extraits brutes obtenus a confirmé que Cienfuegosia digitata contient un composé
largement majoritaire par rapport aux autres phytoconstituants de la plante. De maniere
satisfaisante, les pics caractéristiques de ce composé majoritaire ressemblent beaucoup a
ceux du gossypol.

Encouragé par ce résultat partiel, nous avons projeté d’extraire et d’isoler ce composé
majoritaire en utilisant des méthodes d’extraction tirées de la littérature. Pour cela, nous
avons utilisé la méthode d’extraction décrite par Scott et ses collaborateurs.*® Cette
méthode également basée sur le Soxhlet, a consisté a utiliser 700 mL d’un mélange éthanol :
eau (80:20) pour extraire 70 g de racines de Cienfuegosia digitata broyées. Aprés 5 heures
d’extraction nous avons évaporé |'éthanol et la phase aqueuse a été extraite par plusieurs
solvants de polarité croissante comme le cyclohexane, I'éther diéthylique et I'acétate
d’éthyle. Concretement, la phase aqueuse a été extraite successivement avec du
cyclohexane (2 x 30 mL), I'éther diéthylique (2 x 30 mL) et en dernier lieu avec de I'acétate
d’éthyle (2 x 30 mL) (Schéma 44). Une CCM a ensuite été effectuée sur les 3 extraits et nous
avons constaté une plus grande richesse de l'extrait éthéré en composé majoritaire. Cet
extrait a donc été choisi pour extraire et isolé le composé. Convaincu que ce composé est
apparenté au gossypol (si ce n’est pas le gossypol lui-méme), nous avons essayé des
techniques tirées de la littérature soit pour le faire précipiter soit pour le piéger. Dans cette
perspective, nous avons ajouté I'acide acétique glacial a I'extrait éthéré en espérant former
le complexe gossypol-acétique. En effet, ce mélange a donné un précipité jaunatre
caractéristique du complexe gossypol-acétique. Ce précipité a donc été récupéré, séché et
passé en RMN. Curieusement, il n’a pas été possible de reconnaitre les pics caractéristiques

du gossypol a travers I'analyse RMN effectuée.
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Plante broyée
Cienfuegosia digitata
(70g)

1.) Soxhlet
Solvant 700 mL
EtOH: H,0 (8:2)
2.) Evaporation
3.) Extraction

30 mL 50 mL 60 mL
Evaporation Evaporation Evaporation
v \ 4 \ 4
Extrait Cyclohexane Extrait ethéré Extrait Acétate d’éthyle
5 mL AcOH
v
précipité

Schéma 44. L’extraction du gossypol par un mélange hydro-alcoolique

Le deuxieme test que nous avons réalisé a été de récupérer le concentrdt du
cyclohexane et de le solubiliser dans un mélange d’éther/isopropanol sous argon (pour
éviter une oxydation éventuelle avec I'oxygene de l'air), sur cette solution nous avons
rajouté un volume de 0,4 mL d’aniline. L'ensemble a été chauffé a 45°C pendant 15 min puis
le mélange a été refroidi a température ambiante.

Une étude chromatographique sur couche mince (CCM) a révélé la présence d’un
composé jaune. Afin de récupérer le maximum de ce composé nous avons rajouté a nouveau
un volume de 0,4 mL d’aniline et nous avons laissé le mélange sous argon pendant une nuit.
Le précipité obtenu est filtré puis la phase organique a été extraite avec du
dichlorométhane, séchée sur MgS0O, et évaporée sous pression réduite. L'analyse par RMN
du produit jaune récupéré a montré que ce composé correspond au dianilinogossypol (DAG),
une base de Schiff résultante de la réaction entre le gossypol et I'aniline. Ce résultat
confirme donc la présence du gossypol dans la plante Cienfuegosia digitata. |l est important
de noter que c’est la premiére fois qu’une étude révele la présence du gossypol dans les

racines de cette espéce mauritanienne.
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Apres avoir confirmé la présence du gossypol nous avons porté notre attention sur son
extraction sous sa forme originale et non pas sous la forme modifiée (bases de Schiff du
gossypol).

Pour obtenir le gossypol nous avons fait de nouveau une extraction de 70 g de la
plante par Soxhlet en utilisant un volume V = 500 mL d’éther comme solvant, aprés 5 h
d’extraction nous avons réduit le volume d’éther, ensuite nous avons rajouté
successivement 20 mL d’acide acétique glacial, et 100 mL d’éther. Le ballon a été protégé
avec du papier aluminium puis laissé au frigo une nuit. Le lendemain, une formation de
cristaux jaunes a été observée. Ceux-ci ont été récupérés par la suite et analysés par RMN.
Malheureusement, cette tentative n’a pas permis de caractériser les cristaux récoltés et ceci
en raison d’une dégradation tres rapide du produit au contact de I'air. Cette dégradation a
été caractérisée par un changement de couleur d’un jaune or a une coloration noire. Cette
expérience a été renouvelée et I'extrait éthéré a été séparé sur colonne, les fractions
récupérées ont été analysées par RMN. Cette analyse a également montré une dégradation
du gossypol.

Le gossypol est tres peu soluble dans I'éther de pétrole a basse température, pour
cette raison, nous avons utilisé ce solvant dans le processus d’extraction. L'essai a été réalisé
en utilisant 20 g de plante et 200 mL d’éther de pétrole en espérant extraire le gossypol sous
sa forme originale. Apres 7 h d’extraction, nous avons réduit le volume du solvant et nous
avons laissé la solution au frigo pendant une journée, des cristaux formés ont été récupérés
par filtration. Le Tableau 6 montre la caractérisation par RMN 1D et 2D de ces cristaux qui

confirment bien que le composé isolé est le gossypol.

Le gossypol est une molécule symétrique dont la structure a été élucidée par les
analyses RMN 1D et 2D. Dans ce contexte, nous nous limiterons dans I'analyse structurale ci-
dessous qu’a une moitié de la structure. Le spectre enregistré dans le CDCl; a montré la
présence en RMN 'H d’un groupement isopropyle [8y = 1,53 ppm (2 x CHs, d, J = 7,0 Hz); 64 =
3,90 ppm (CH, hept, J = 7,0 Hz)], d’'un méthyle accolé a un aromatique [6y= 2,16 ppm (CH3,
s)], d’'un proton aromatique [y = 7,79 ppm (1H, s)], d’une fonction aldéhyde [6y=11,13 ppm
(1H, s)] et de trois groupements phénoliques sous forme de singulet élargi respectivement a
des 6, de 5,83 ppm, 6,43 ppm et 15,18 ppm. En COSY la corrélation entre le méthyle 6, =

1,53 ppm et le proton a 64 = 3,90 ppm confirme leur proximité et donc le groupement
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isopropylique. Le proton le plus déblindé correspond au proton du OH a proximité de
I'aldéhyde (position 7), avec un &6y de 15,18 ppm dG a I'établissement d’une liaison
hydrogéne entre ce proton et la fonction aldéhyde. Le spectre *C Jmod, nous a permis de
dénombrer les différents types de carbones. Ainsi, on peut confirmer la présence de 3
groupements méthyles (6. = 20,3 ppm x 2 et 20,2 ppm), un CH aliphatique (.= 27,9 ppm),
un CH aromatique (6, = 118,2 ppm), une fonction aldéhyde (6. = 199,3 ppm) et neuf
carbones quaternaires. 'HMQC nous a permis de confirmé les corrélations entre les protons
et leur carbone respectif. Enfin, ’THMBC a travers les différentes corrélations *J indiquées sur
le Tableau 6, nous a permis de confirmer définitivement la structure du gossypol. Il est
important de souligner que le résultat de ces expériences est identique a ceux rapportés par

la littérature.!?”!
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RMN 2D corrélations

— COSY — HMBC (J° corrélation)

Tableau 6. L’'nalyse RMN 1D et 2D du gossypol

Il est important de souligner que lors de cette étude phytochimique, on ne s’est pas
pencher sur la purification des composés minoritaires car le but ici reste la valorisation des
composés majoritaires en synthese organique. Le gossypol étant majoritaire au niveau de la
plante nous avons donc décidé de voir dans quelle mesure celui-ci peut étre valorisé.

Indubitablement, I'étude du gossypol et de ces dérivés s’annonce trés intéressante
d’un point de vue chimique et activités biologiques. Comme relaté précédemment, le
gossypol est naturellement présent sous forme de deux atropoisomeres dus a la limitation
de la rotation autour de la liaison C-C binaphthyle (symétrie axiale). Cette propriété du
gossypol et de ces dérivés peut étre exploitée en catalyse asymétrique en vue d'étudier un
certain nombre de réactions en catalyse énantiosélective a l'instar des dérivés modifié ou
non du BINOL[238_240], VANOL,[241'242] VAPOLP2#3244 ot spINOLIZ*2%8 Ep effet, ces types de
composés ainsi que leurs dérivés acides phosphoriques, phosphoramidines voire sous forme
de complexes métalliques sont bien connus depuis quelques années maintenant pour leur

activité catalytique en synthese asymétrique.

OH

96 () (1)
e O C C O
Ph
o OH Ph OoH Ph oH .
OH Ph OH Ph OH OH
e 0 @ () Q >
on g 9@ i

OH
Gossypol BINOL VANOL VAPOL SPINOL

Figure 34. La structure du Gossypol : Analogie par rapport au BINOL.
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lll. 1. La difficulté d’extraction
Comme nous I'avons évoqué dans le chapitre 2, le gossypol est un composé instable
vis-a-vis de la lumiere, la température et méme dans un certains solvants. Cette instabilité
rend son extraction et sa purification par des systémes chromatographiques assez difficiles,
laborieuses et chronophages comme on a pu le voir dans la partie précédente. En effet,
cette instabilité du gossypol a tendance lors de I'extraction et de la purification a augmenter
les étapes unitaires impliquées dans ces processus (les extractions successives, diverses type

de chromatographie, précipitation sous forme de complexe etc.).

Ill. 2. La solution proposée pour palier a la difficulté d’extraction du gossypol
La difficulté d’extraction et de purification du gossypol nous a poussé a mener une
réflexion approfondie sur le principe méme de I’'hémisynthese ol généralement, le produit
naturel doit étre préalablement extrait et isoler d’'une source originelle avant d’étre impliqué
dans une réaction chimique (Figure 35). Cette réflexion va au-dela du gossypol et s’adresse a
toutes les molécules naturelles fragiles qui peuvent se dégrader rapidement et donc difficiles
a extraire, isoler et caractériser. Une question que I'on s’est posée lors de notre réflexion et
qui nous a aidé a progresser, a été de savoir si finalement il y a réellement besoin d'isoler les
composés naturels avant de les exploiter en hémisynthése. En d'autres termes, peut-on
réaliser une hémisynthése directement sur une matrice végétale?
Tres peu de chercheurs se sont en réalité penchés sur cette question cruciale. En ce
qui nous concerne, les différentes réflexions menées dans ce cadre, nous ont conduites a
établir quelques conditions requises pour la faisabilité d'une stratégie d'extraction et
d'hémisynthése simultanée que nous avons nommé SECheM (Simultaneous Extraction and

Chemical Modification).

réactif

Extraction/Isolement ) produit
E Produit naturel ;—» hémisynthétique
—_—

(PN) ,
2 Plusieures étapes un ou plusieures A
matériel végétal broyé unitaires étapes N
i s
! SECHeM (Simultaneous Extraction '

____________________________________________________________ -

and Chemical Modification)
Procédure "one-pot"

Figure 35.
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Ayant choisi une matrice végétale comme matrice originelle, nous avons par
conséquent établi des conditions liées a celle-ci et celles liées au processus d'extraction pour
mener a bien cette stratégie. Concernant les conditions liées au matériel végétal, les trois
conditions suivantes doivent de notre point de vue étre respectées.

-il ne doit pas contenir de multitude de composés naturels

-il doit contenir si possible un composé largement majoritaire (>80%)

-le composé majoritaire ne doit pas étre inerte chimiquement mais doit posséder au moins
une fonction chimique réactive.

Pour les conditions liées a I'extraction pure, le solvant utilisé doit pouvoir extraire
sélectivement le composé majoritaire sur lequel I'hnémisynthese sera réalisée. A noter que ce
solvant doit pouvoir également solubiliser le réactif chimique impliqué dans I'hémisynthéese.

La plupart de ces conditions sont respectées dans le cas du gossypol puisque ce
composé est extrait majoritairement dans les différents extraits réalisés. De plus la réactivité
de sa fonction aldéhyde peut étre exploitée aisément dans une réaction d’hémisynthése
pour générer des bases de Schiff.

Par la suite nous nous sommes posé la question de savoir quel était le meilleur
systeme d’extraction pour atteindre notre objectif. Aprés un tour d’horizon des différents
systémes pour extraire les composés naturels, notre choix s’est porté sur le systeme Soxhlet
utilisé depuis le départ. Les raisons de notre choix peuvent étre expliquées par le fait que le
Soxhlet est constitué de deux parties distinctes : la chambre d’extraction qui est la partie ou
se fait I'extraction des composés naturels (site d’extraction) et le ballon contenant le solvant
extractif qui pourrait servir de site d’"hémisynthese directement sur les composés isolés, si on

y introduit un réactif chimique adéquat (Figure 36).

Site d'extraction j

Site de synthése[\ 2 )

—

Figure 36. Le systeme Soxhlet
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Le prix de vente élevé (700 euros pour 1 g) du gossypol lié certainement aux difficultés

d’extraction et de séparation, limitent énormément I’hémisynthése de ses dérivés.

La méthodologie SECheM proposée présente plusieurs avantages dont les principaux

sont :
-La suppression des étapes critiques
-La réduction du nombre d’étapes

-Le gain de temps

Si on compare le procédé SECheM a la méthodologie classique d’hémisynthése a

partir du gossypol, notre méthodologie permet d’éviter les deux étapes critiques dans le

processus a savoir la séparation et la purification (Figure 37). On réduit donc de maniére

drastique le nombre d’étapes et d’opérations unitaires. On passe de 4 étapes dans la

méthodologie classique a une procédure « one-pot » (une seule étape). Cette réduction du

nombre d'étapes par rapport a la méthodologie classique (de 4 a 1 étape), permet

également un gain de temps énorme car on passe de quelques semaines voire des moisa 7 h

seulement.
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Figure 37. La méthodologie classique vs. SECheM
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IV. La partie Hémisynthése

Dans cette partie nous présenteront en détail, le concept SECheM dont I'objectif est
d’éviter les deux étapes critiques dans le processus d’hémisynthése classique et réaliser
I’hémisynthése en une seule étape (Figure 37). Nous présenterons donc tout d’abord le
développement de SECheM avant d’aborder son application dans la séparation de deux

atropoisomeres dérivés du gossypol.

IV. 1. Le développement du concept SECheM

Pour le développement de notre concept SECheM (Simultaneous Extraction and
Chemical Modification), il a fallu dans un premier temps choisir une réaction modeéle. Ici la
réflexion menée a été de tirer profit de la réactivité de la fonction aldéhyde en ajoutant une
amine primaire comme réactif piégeant permettant de synthétiser in-situ des bases de Schiff
dérivées du gossypol. En effet, cette réaction relativement simple étant de loin la plus
étudiée dans la littérature, devrait nous permettre de faire un comparatif par rapport aux
méthodes existantes. Ainsi, I'aniline a été choisie comme réactif piégeant pour la synthese

du dianilinogossypol (DAG) dans la réaction de départ.

Fl’h
CHO OH HN | OH
HO Ph—NH, o
: ——— O
HO HO
Gossypol dans Cienfuegosia digitata Dianilinogossypol (76)

Schéma 45. La réaction modele

IV. 1. 1. Le piégeage de la totalité du gossypol

Une fois la réaction de référence choisie (Schéma 45), la faisabilité du concept SECheM
a été testée afin de synthétiser les analogues du gossypol dans un processus "one-pot".
Dans la pratique, 20 g de matiére végétale broyée ont été introduites dans une cartouche et
le tout placé dans la chambre d'extraction du systéme Soxhlet (Site d’extraction du
gossypol). Dans le ballon contenant le solvant d'extraction, nous avons rajouté le réactif de
piégeage c’est-a-dire I'aniline (Site de synthése de la base de Schiff DAG). Le montage du

systeme est réalisé puis le ballon est chauffé a reflux pour démarrer simultanément le
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processus d'extraction et de synthése simultanée (Figure 38). Comme indiqué
précédemment, le solvant d’extraction aprés recondensation et remplissage de la chambre
d’extraction extrait le gossypol qui est conduit vers le ballon via le siphonnage. Ce gossypol
fraichement extrait est piégé instantanément dés son arrivé dans le ballon. De plus, d’apres
nos recherches bibliographiques, les bases de Schiff sont beaucoup plus stables
thermiquement. Cette donnée présente encore un autre avantage de ce concept qui est de
stabiliser le gossypol a travers la formation de la base de Schiff et limiter ainsi les

dégradations éventuelles liées a son instabilité.
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Figure 38. La méthodologie SECheM par le systeme Soxhlet
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Il faut rappeler ici que Lukfahr et Fryxell[42] ont rapporté que les feuilles de
Cienfuegosia digitata contiennent 1% du gossypol. En estimant a 1% également le
pourcentage du gossypol dans les racines de cette plante, un large excés d’aniline (10 équiv.)
a été utilisé afin de s'assurer que tout le gossypol extrait de Cienfuegosia digitata a été piégé
(Schéma 45). De maniere satisfaisante, au fur et a mesure de I'extraction du gossypol (site
d’extraction), ce dernier est piégé en réagissant avec l'aniline (site de synthése), aboutissant
a la formation de la base de Schiff correspondante. Cette méthode permet de stabiliser le
gossypol en minimisant sa dégradation au cours du processus d'extraction car sa
transformation en base de Schiff le rend beaucoup plus stable vis-a-vis la température et la
lumiére. A la fin du processus SECheM, nous avons remarqué de maniére satisfaisante que
I'intégralité du gossypol extrait a été transformée en son dérivé base de Schiff car aucune

trace de gossypol n'a été observée apres 7 h de réaction (controle CCM).
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Aprés un contréle RMN confirmant la formation du composé 76, nous nous sommes
penchés sur I'optimisation du processus en vue d’obtenir les meilleurs rendements pour les
étapes d'extraction et d’hémisynthese. L'utilisation du solvant adéquat ainsi que le temps
d'extraction (nombre de cycle) optimal sont d'une importance capitale pour épuiser la
matrice végétale du gossypol et augmenter ainsi le rendement de I'hémisynthése. Ces
parametres (solvant et temps) ont donc été évalués sur la réaction modéle en utilisant
toujours un large exces (10 équiv.) d’aniline comme réactif de piégeage (Schéma 45). Tout
d'abord, quatre solvants a polarité différente ont été testés afin de sélectionner le meilleur
systeme permettant de réaliser successivement dans le méme pot I'extraction du gossypol
de Cienfuegosia digitata et la réaction de formation de bases de Schiff a partir du gossypol
fraichement extrait.

Pour ces expériences, le temps de I'extraction et de la réaction a été arbitrairement
fixé a 8 h. Comme on peut le remarquer dans le Tableau 7, I'utilisation du THF a conduit a
I'obtention de 80 mg de dérivé base de Schiff du gossypol, correspondant a 31,02.10%% de
rendement en gossypol extrait. Par ailleurs, I'emploi du cyclohexane et de I'éthanol ont
abouti respectivement a 86 et 95 mg. Enfin, l'utilisation de I'éther permet d'obtenir un
meilleur résultat puisque nous avons récupéré 100 mg du composé 76 soit un rendement de

38,78.10° % du gossypol piégé (Tableau 7).

T°Cdu Point d’ébullition Temps=8h Quantité de Rendement (%)

bain du solvant gossypol de gossypol
d’extraction Solvant Masse (mg) | extrait (mg) extrait (m/m)

du gossypol

120 66°C THF 80 62,05 31,02 x10-2
130 81°C Cyclohexane 86 66,70 33,35 x10-2
125 78°C Ethanol 95 73,68 36,84 x10-2
60 34°C Ether 100 77,56 38,78 x10-2

Tableau 7. Le screening de solvants

L’éther a donc été choisi comme solvant d’extraction. Deux avantages principaux
peuvent étre tirés de I'utilisation de I'éther comme solvant pour I'extraction du gossypol (1)
et de la transformation chimique de ce dernier en base de Schiff. En effet, outre son bas
point d'ébullition qui permet de limiter la dégradation du gossypol au cours de son
extraction, |'éther apparait également comme un bon solvant de précipitation pour le
nous permet de récupérer le

composé 76 hémisynthétisé. Cette caractéristique,
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dianilinogossypol (76) par une simple filtration aprés le refroidissement du systeme, évitant
ainsi I'étape séparation sur colonne.

Aprés avoir déterminé le bon solvant d'extraction, nous avons porté notre attention
sur la détermination du meilleur temps d’extraction et de réaction. Comme le montre le
graphe 1 ci-dessous représentant I'évolution de la masse de dianilinogossypol (76) obtenue
en fonction du temps, cette masse augmente progressivement entre 0 et 7 h. En utilisant
I’éther comme solvant d’extraction et de synthése, aucune variation de la quantité de 76 n'a
été observée apres 7 h d’extraction et de synthese (processus SECheM). Les meilleures
conditions du concept SECheM sont par conséquent 7 h de temps de réaction et d'extraction

dans |'éther.

120

100 *
80

60 /

40

o

L 2

Masse (mg)

Graphe 1. L’évolution de la masse du composé 76 en fonction du temps d’extraction

IV. 1. 2. Quantification du gossypol piégé ou extrait

La quantification exacte du dianilinogossypol (76) dans I'extrait éthéré a été réalisée
par une analyse spectrophotométrique en utilisant un spectrophotomeétre UV-vis.
Pour ce faire, six différentes concentrations de dianilinogossypol pure ont été préparées en

vue de tracer une courbe d’étalonnage (Tableau 8).
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Concentration (x10”°) mol/L

Absorbance a 451,5 nm

0,912 0,131
2,280 0,641
4,560 1,039
6,840 1,589
7,296 1,711
10,944 2,548

Tableau 8. La mesure de I'absorbance (a 451,5 nm) des solutions a différentes concentrations.

En se basant sur les résultats obtenus, une courbe d’étalonnage a été tracée. Nous

avons par la suite déterminé I’équation de la courbe qui est de y = 0,2337x - 0,0022

(Figure 39). A partir de 13, une concentration inconnue de dianilinogossypol obtenu par

la méthodologie SECheM peut étre déterminée a travers la mesure de son absorbance

et de I’équation de la courbe d’étalonnage. Ainsi, en prenant en compte la dilution, nous

pouvons déduire la concentration de la ligueur mére et par conséquent la masse de

dianilinogossypol versus quantité dans la solution prélevée. Finalement, de la masse du

dianilinogossypol (76), on peut déduire la quantité du gossypol piégée peut étre

facilement calculée en considérant une transformation chimique quantitative comme

observée au bout de 7 - 8 h de processus SECheM.

2,5

Absorbance
=
w

0,5

y=0.2337x - 0.0022
R?=0.9947

/

4 6
Concentration (x10-°mol/L)

8

10

12

Figure 39. La courbe d’étalonnage
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IV. 1. 2. Quantification du gossypol piégé en 7 h de processus SECheM

Le processus SECheM appliqué a I'aniline (réaction modele) permet d’obtenir 416,4 mg
d’extrait éthéré parfaitement sec. L’échantillon a analyser a été preparé en diluant 22 mg de
cet extrait sec dans 1 mL de dichloromethane (liqueur mere). Cette liqueur mére a été par la
suite diluée 200 fois dans I’éthanol (solution fille). Finallement, I'absorbance de la solution
fille a été mesurée a 451,5 nm.
L'absorbance mesurée pour la solution diluée est de 1,016.
Avec cette valeur et I'équation de la courbe d’étalonnage, nous pouvons calculer la
concentration de la solution fille.
y=0,2337x - 0,0022 = 1,016
x= 1,016 + 0,0022/0,2337 = 4,356867 x10° mol/L
A partir de cette valeur, la concentration de la liqueur meére peut étre déduite facilement en
tenant compte du facteur de dilution (200 x 4,356867 x107 mol/L = 8,713 x107 mol/L).
Ainsi, on peut maintenant accéder a la masse de dianilinogossypol dans 1 mL de liqueur
mere.

m = CVM = 8,713. 10" x10x 668,5 = 0,585606 x10™ = 5,8246 mg

On a donc, 5,8246 mg de dianilinogossypol dans la liqueur mére (= 22 mg d’extrait d’éther).
De |3, nous avons calculé que 110,24 mg de dianilinogossypol pur est contenu dans 416,4 mg
d’extrait éthéré sec. Enfin, nous pouvons déduire la quantité de gossypol extrait en 7 h de
processus SECheM (gossypol MW=518,5 g/molL; dianilinogossypol MW=668,5 g/molL).
Masse de gossypol extrait en 7 h = 85,50 mg
Rendement d’extraction du gossypol = 0,855/20 = 0,43%

Les calculs ont montré qu’un extrait brut de 416,14 mg contient 116,4 mg de
composé 76 pur. Ce qui correspond a 85,5 mg de gossypol piégé (0,164 mmol) apres 7 h. Ce
résultat est tres proche de la masse du gossypol déduite de 100 mg de dianilinogossypol pur
obtenu dans le (Tableau 7) en considérant 10% de perte pendant les processus de
cristallisation et de filtration.

Il est a noter que le choix des racines comme matiéres premiéres pour synthétiser les
bases de Schiff dérivées du gossypol s’est justifié par I'absence de la chlorophylle, ce qui

permet d’éviter un traitement complémentaire pour s’en débarrasser.
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Les conditions SECheM optimisées ont été ensuite appliquées a une large gamme

d'amines. Les résultats obtenus sont regroupés dans le Tableau 9 ci-dessous.

R
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N\ OH
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e

77f (6 eq. )70%

o

77k (6 eq.) 94%

o™
F

77p (6 eq.) 67%

Mer@/ NH
eO

77b (6 eq.) 86%

O

779 (6 eq.) 59%

/éCNH

771 (6 eq.) 41%

o

779 (6 eq.) 79%

ONH,

/\NHz

77u (6 eq.) 21%

77v (6 eq.) 10%*

NH @ENHz
Ph
o

77d (6 eq.) 73%

- O

77i (6 eq.) 10%

[ b| NH
N

I
77n (3.5 eq.) 66%

eO

77s (3.5 eq.) 77%

NH._
©/ NH

78a (6 eq.) 85%
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R
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I
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*Rendement estimé par RMN 'H

Tableau 9. Le scope de la réaction
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Comme on peut le remarquer, les rendements sont variables en fonction de la série
d'amines. Dans le cas des dérivés de I'aniline, le para-méthoxyaniline a donné le rendement
le plus élevé (93%) grace au renforcement de la nucléophilie de I'amine due a la présence
d'un groupement électrodonneur (méthoxyle) en position para. Le modeste rendement
obtenu avec la tert-butylaniline (59%) est probablement di a I'encombrement stérique du
groupement tertiobutyle. Comme attendu, ['aniline portant un groupement
électroattracteur (NO,) en position para n'a fourni qu'un trés faible rendement de I'ordre de
2% estimé par RMN 'H.

L'utilisation de dérivés de I'aniline 77i et 77j, a donné les produits escomptés avec
des rendements médiocres et qui sont respectivement, 10% dans le premier cas et
seulement des traces dans le second. Dans le cas des composés 77g, 77h, 77i et 77j, le
gossypol non réagi a été observé dans le mélange réactionnel.

Généralement, en série amines primaires dérivées de la benzylamine, de bons
rendements ont été obtenus allant de 41% (771) a 94% (77k) ont été obtenus. Le
remplacement du groupement méthyle donneur par effet inductif (+1) dans le cas de la le p-
méthylbenzylamine (77k) (94%), par un groupement attracteur par effet (-1), le fluor entraine
Comme attendu, une chute du rendement a 67% (77p). Le modeste rendement obtenu avec
la triméthylbenzylamine (771) peut étre justifié par 'encombrement stérique des deux
groupements méthyl en position ortho. Les amines dérivées de la phénéthylamine
conduisent aux produits souhaités avec de bons rendements allant de 77% a 87%. Dans la
série alkylamine au contraire les rendements sont malheureusement faibles. Ceci peut
s’expliquer en partie par la volatilité de ces amines. La propylamine par exemple avec un
point d’ébullition autour de 48°C ne génére la base de Schiff correspondante 77u qu’avec
21% de rendement. Le rendement de 32% obtenu avec I'aminopropanol (77t), peut étre
expliqué par la présence de deux groupements méthyles encombrants en a de I'amine.
Enfin, dans cette série, la propargylamine (77v) a fourni la base de Schiff escomptée avec
seulement 10% de rendement (estimé par RMN). Dans ce cas, une quantité importante du
gossypol non réagit a été également observée.

Un changement de la forme tautomere a été observé dans le cas de dérivés de
I’hydrazine (78b) et de I'alkoxyamine (78c) (Tableau 9) ou I'imine est obtenue exclusivement.
Notons que ce méme changement de la forme tautomere a été déja observé par Dao et ses

collaborateurs.®”
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Il est a signaler que l'utilisation d’amines particulieres telle que la triamine (tris(2-
aminoéthyl)amine), n’a malheureusement pas permis de synthétiser les bases de Schiff

souhaitées dans les conditions optimales de notre concept SECheM (Schéma 46).

HAN o~~~ NH:

H
ZN\/\N/\/NHZ
HN
CHO OH | OH

HO NH, 0
_—
I :
HO

HO Et,0
Gossypol dans Cienfuegosia digitata 79

Schéma 46. SECheM avec une triamine
Comme on peut le remarquer, la forme énamine/imine des bases de Schiff dérivées du
gossypol dépend de la nature de I'amine utilisée. Alors que I'utilisation des amines primaires
génére des énamines, I'emploi des dérivées d’hydrazine ou d’alkoxyamines aboutit aux
imines. Pour expliquer la formation de I'un ou I'autre des deux formes énamine/imine, le

mécanisme suivant peut étre proposé (Schéma 47):

R
H N
01 NH -
CHO OH | HO OH g | OH
- SN — | O
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R
R X
[ R N X N
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?H NH H | OH HO
H
= O S S e S by
aQ | ], —~— HO
-H,0 Z
QONs Ho
HO
X=0,N
- - X=0O,N Imine

Schéma 47. Le mécanisme expliquant I’équilibre enamine/imine
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La formation des bases de Schiff du gossypol se forme via une addition nucléophile de
I'azote de la fonction amine 'aldéhyde. Cette addition permet d’obtenir un intermédiaire
carbinol. L’évolution de cet intermédiaire vers la forme enamine ou imine est conditionnée
par la force de la nucléophilie de I'azote. Si I'azote est suffisamment nucléophile, la forme
enamine sera favorisée. Par contre si I'azote est directement lié a un hétéroatome (O, N), sa
capacité a capter le proton de la fonction phénol en position 7 est faible et dans ce cas la
forme imine est obtenue majoritairement.

Les deux formes enamine/imine peuvent étre discriminées facilement par RMN a
travers quelques pics caractéristiques. Par exemple, la forme enamine a été confirmée en
RMN 3C par I'apparition de pics & 6. 173 ppm (C=0) et 8, 154 ppm (=CH-NH-) correspondant
aux signaux caractéristiques de I’énaminone. Le NH formant une liaison hydrogene avec le
carbonyle se traduit par un fort déblindage de ce dernier 6, > 14 ppm. De plus ce NH couple
avec le proton éthylénique formant ainsi un doublet (/= 10,5 Hz). Dans le cas de la forme
imine obtenue a travers I'utilisation des alkoxyamines ou des dérivés de I’hydrazine, les
signaux caractéristiques de I'’énaminone disparaissent au profit du rétablissement du noyau
aromatique. Ainsi le carbone C; quaternaire passe de 6. 173 ppm (C=0) a 6, 148 ppm (Cjro-
OH). Cette fois-ci, c’est I’hydrogene de ce OH qui forme une liaison hydrogene avec I'atome
d’azote de I'imine et donc se trouve fortement déblindé (64 = 15,85 ppm). Il est a noter que

le CH éthylénique de I'imine apparait a 6. 145,6 ppm.

Dans l'objectif de valoriser les produits que nous avons obtenus via le concept
SECheM, nous avons testé plusieurs types de réactions. Parmi les réactions qui ont donné
des résultats satisfaisants, la réaction d’amination (d’échange d’amine) sur les bases de

Schiff dérivées du gossypol (Schéma 48).

R
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Schéma 48. La réaction d’échange d’amine
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Cette réaction sera étudiée en détail dans la partie séparation de deux
atropoisomeres du gossypol de ce chapitre. Il est a noter que nous avons essayé de faire une
réaction d’échange d’amine sur les bases de Schiff du gossypol en utilisant une amine

secondaire et que cette tentative n’a pas donné les résultats escomptés.

IV.1.3. Autres réactions essayées en exploitant le concept SECheM

En se basant sur des travaux déja réalisé au laboratoire en synthese organique et qui
concerne l'addition aza-Michael sur des accepteurs de Michaél dérivés de la chromone,
(249230 1y0us avons voulu exploiter cette réaction domino dans notre concept SECheM.
Cependant il est important de comprendre le mécanisme de cette réaction avant son
application dans SECheM. D’un point de vu mécanistique, nous avons montré lors de ces
travaux que le CsF catalyse la réaction domino et que cette réaction pouvait en fonction des

conditions opératoires et de la nucléophilie de nos amines, aboutir a la pyridone (produit

thermodynamique) ou a I'énaminochromanone (produit cinétique).
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| (RC) |"\4 S =~ “CO,Et
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0 o O HN.
. Forme E Forme Z
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Fermeture Oxa-Michael
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| N ‘ \KH(\?-‘F@ | N
O HN. HN.
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Schéma 49. La synthése de pyridone a travers une réaction domino Aza-Michael entre une amine
primaire et un accepteur de Michael en série chromone
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Concrétement, la réaction serait initiée par une addition 1,6-aza-Michdel de I'amine
primaire sur I'accepteur de Michael a travers I’activation des groupements carbonyles par le
CsF. Cette addition serait suivie par une ouverture du cycle (retro-Michéel) pour finalement
générer un composé ouvert qui peut étre sous deux formes : la forme Z et la forme E. Ces
deux formes sont en équilibre. Cette équilibre est important au niveau du mécanisme de la
réaction et est gouverné par plusieurs parametres (température, nucléophilie de I'amine
etc.). De maniere générale, la forme Z évolue vers I'énaminochromanone a travers une
addition 1,4-oxa-Michael cette fois-ci. Ce composé dont on a montré qu’il était cinétique,
reste instable et évolue souvent par chauffage vers la formation de la pyridone. Concernant
la pyridone elle-méme, elle est générée plutdt a partir de la forme E via une cyclisation par
fermeture du cycle entre I'énamine et I'ester.

En se basant sur ce mécanisme, notre idée était de générer in-situ dans le ballon du Soxhlet
la pyridone (82) en utilisant I'accepteur de Michdel en série chromone et une diamine.
L'utilisation de la diamine devrait nous permettre d’accéder a une pyridone portant le
deuxieme groupement amine libre qui servirait in fine a piéger le gossypol dans notre
processus SECheM. Ceci aboutirait a un processus inédit jamais décrit dans la littérature de
cascade réactionnelle : réaction domino pour former la pyridone suivie de la formation de
I’enamine par piégeage du gossypol et le tout réalisé sur une matrice végétale.

Deux tests ont été réalisés et la RMN du brut réactionnel a montré des signaux

caractéristiques du composé 82 surtout de la partie la pyridone.
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Schéma 50. Le piégeage du gossypol par une pyridone synthétisée «in-situ».
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Cependant la conversion reste faible. Cette réaction mérite d’étre réétudiée de maniere
approfondie car outre I'originalité de la démarche, les composés obtenus pourraient étre

intéressant d’un point de vue biologique.

OH _N (0]
| HN
HO o) o)
OO 2 ’O 2
HO

Et,0 HO

Gossypol dans Cienfuegosia digitata 82

Schéma 51. SECheM avec une pyridone alkylaminée

IV. 1. 4. Conclusion partielle

En guise de conclusion, le processus SECheM permet d’éviter les étapes critiques
d’extraction et de séparation du gossypol par un piégeage in-situ avec des amines primaires.
De plus les bases de Schiff générées in-situ sont beaucoup plus stables thermiquement que
le gossypol. Ceci constitue donc un moyen de les stabiliser dans le processus d’extraction.
Ces dérivés bases de Schiff sont beaucoup plus stables thermiquement et sont facilement
récupérables soit par filtration apres le processus SECheM soit par une purification sur
colonne chromatographique. Ainsi, la méthodologie SECheM développée peut étre
considérée comme étant une alternative écologique par rapport a la méthode classique

surtout a travers le gain en termes de temps d’extraction et de synthese.

IV. 2. Application du concept SECheM dans la séparation de deux atropoisoméres
dérivé du gossypol
Comme signalé dans le chapitre 3, les deux atropoisomeéres du gossypol ne possédent
pas la méme activité biologique. Généralement [|'atropoisomeére (aR)-gossypol est
biologiquement plus actif que le (aS)-gossypol et le mélange racémique. De plus, I'exces
énantiomérique (ee) du gossypol varie en fonction des différentes espéces de la famille des

Malvaceae. Prenant en compte ces différents aspects, nous abordons dans cette partie de ce
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travail de these, la séparation de deux atropoisomeres des bases de Schiff dérivées du (aR)-
et du (aS)-gossypol. L'objectif ici est d’appliquer le procédé SECheM développé
précédemment en utilisant cette fois-ci les amines primaires chirales. Ces dernieres
devraient nous permettre de séparer facilement les deux atropoisomeres afin de déterminer

« in fine » I'excés énantiomérique du gossypol dans Cienfuegosia digitata (Schéma 52).

R-NH,
N
SECheM
racines broyées de 60 °C
C. digitata Diéthyl éther
(aR, R)-base de Schiff (a8, R)-base de Schiff
R,—NH, R,—NH,

(aR)-base de Schiff (aS)-base de Schiff

Schéma 52. La synthése de bases de Schiff énantiomériquement pures.

IV. 2. 1. Application du concept SECheM dans la séparation de deux bases de Schiff
dérivées de deux atropoisomeéres du gossypol

En vue d’étudier la synthése des bases de Schiff diastéréoisomeres dérivées du
gossypol qui devraient se séparer facilement, nous avons utilisé une série d’amines chirales
dans le piégeage du gossypol dans la méthodologie SECheM. Dans cette perspective, nous
avons utilisé les mémes conditions optimales de temps et de solvant obtenues lors du
développement du procédé SECheM précédemment décrit.'”!! pour les différentes amines
chirales utilisées, une séparation chromatographique est nécessaire pour accéder aux deux
bases de Schiff diastéréoisomeres, résultantes de la réaction entre le gossypol racémique et

I’amine chirale.
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Tableau 10. La séparation de deux atropoisomeéres du gossypol par SECheM
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Comme le montre les résultats regroupés dans le Tableau 10, on peut noter globalement
une efficacité de la séparation de deux diastéréoisoméres en chromatographie sur colonne
de silice (SiO;) dans le cas de l'utilisation des aminoalcools chiraux (Entrées 2, 3, 7 et 8).
Cette efficacité se traduit par une grande différence entre les rapports frontaux des deux
diastéréoisomeres (ARg>0,25). L'utilisation de la (S)-1-phényléthanamine (Entrée 1) a fourni
deux adduits diastéréoisomeres a et b avec un rendement global de 93%, non séparables par
chromatographie sur silice (AR=0). De maniére satisfaisante, I'emploi d’aminoalcool chiral
comme le (S)-1-amino-3-méthylbutan-1-ol a permis une bonne séparation des deux adduits
sur le méme systéme chromatographique (Entrée 2). En effet, cette réaction a abouti a un
rendement global de 60% avec 37% de rendement isolé pour le premier élué et 23% pour le
second élué. Par la suite, chaque adduit séparé a été injecté en HPLC chiral dans le but
d’apprécier leur pureté et de quantifier les exces diastéréomériques (ed). Pour les deux
adduits a et b obtenus en Entrée 2, les exces diastéréomériques sont pratiquement les
mémes avec 98% d’ed pour le premier composé élué et 97% pour le second. Avec le (1S, 3S)-
3-amino-1-phénylbutane-1,4-diol, aminoalcool avec un OH supplémentaire (Entrée 3), les
adduits a et b sont logiguement plus polaires rendant la séparation beaucoup plus longue et
relativement compliquée. En conséquence, les rendements isolés des adduits ont
légérement chuté et sont respectivement de 32% (pour le premier élué) et de 21% (pour le
deuxiéeme élué). Cette chute du rendement est due a la forte polarité des bases de Schiff
obtenues, se traduisant par une trainée du premier élué polluant ainsi la séparation du
deuxiéeme adduit élué. Malheureusement I'augmentation de la polarité de la phase mobile
n’a pas permis d’améliorer ce résultat.

I en ressort de cette étude qu’une séparation efficace des deux adduits
diastéréoisomeres nécessite I'utilisation d’un aminoalcool chiral possédant au moins un
groupement OH libre en position B par rapport au groupement NH,. Cette hypothése a été
confirmée par I'emploi d’aminoalcools chiraux protégés dans le processus SECheM qui n’ont
pas abouti a la séparation des deux adduits diastéréoisomeéres malgré de bon rendements
globaux (Entrée 4, 74% ; Entrée 5, 70%). Cependant dans le cas de I'Entrée 5, le changement
de la phase mobile du systeme chromatographique passant d’'un mélange relativement
polaire cyclohexane/acétate d’éthyle (5 : 5) a un mélange moins polaire,
cyclohexane/acétate d’éthyle (9: 1), permet une séparation des adduits avec 39% de

rendement (pour le premier élué) et de 31% (pour le deuxieme élué). L'utilisation d’un
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aminoalcool secondaire portant une fonction OH asymétrique en B du NH, (Entrée 6),
génere les composés attendus avec un rendement global de 43% mais la séparation reste
difficile a réaliser. Ceci peut s’expliquer par I'éloignement du centre stéréogéne de I'atome
d’azote. Enfin, I'utilisation du (R) ou (S)-2-phénylglycinol a permis une bonne séparation avec
des rendements globaux de (78 et 79%) (Entrée 7 et Entrée 8). Il est important de signaler
que les rendements en adduits isolés sont pratiquement les mémes avec 43% pour le
premier élué dans les deux cas et 36% pour le deuxieme élué (Entrée 7) voire 35% (Entrée 8).

Le (R)-phénylglycinol (Entrée 8) qui a donné les meilleurs résultats en termes de
séparation et de rendement isolé a donc été choisi pour piéger le gossypol suivant
I'approche SECheM™* en vue d’accéder aux adduits diastéréoisoméres séparables

facilement sur une colonne classique (Schéma 53).

. N
SECheM

racines broyées de
C. digitata

R, aS-Gossypol R, aR-Gossypol
90a 90b

Schéma 53. La séparation de deux atropoisoméres du gossypol

Lors de la séparation de deux adduits bases de Schiff atropoisomeéres issues de la
réaction entre le gossypol et (R)-phénylglycinol sur une colonne de SiO,, nous avons constaté
que le premier atropoisomeére élué sur cette colonne possede un ed>99%. Par contre, le
deuxieme atropoisomere est toujours accompagné d’une petite quantité du premier
atropoisomere qui varie entre 1 et 13%. Les différentes variations de la polarité de la phase
mobile voire de la phase stationnaire (colonne diol) n‘ont pas permis d’améliorer la
séparation des deux adduits diastéréoisomeres. Ce méme résultat a été observé par Matlin

1
et ses collaborateurs.**®

Cependant, a notre grande satisfaction le changement de
configuration de I'aminoalcool chiral dans le processus SECheM permet d’inverser I'ordre
d’élution de deux adduits diastéréoisomeres. En effet, en utilisant (S)-phénylglycinol (Entrée

7), cette fois-ci le premier élué est diastéréomériquement plus pur (ed>99%) que le

153



Manuscrit de thése-2018- Mohamed Vall SIDI BOUNE

deuxieme difficile a purifier. Ce dernier semble étre issu du méme énantiomere de gossypol

que le deuxieme adduit élué dans le cas précédent (Entrée 8).

SECheM

racines broyées de
C. digitata

R, aS-Gossypol (ed>99%) R, aR-Gossypol (ed> 79%)

1 glué 28me glué

SECheM

racines broyées de
C. digitata

S, aR-Gossypol (ed>99%) S, aS-Gossypol (ed> 75%)

1¢r 6lué 28me glyé

Schéma 54. Le changement de I’ordre d’élution des deux diastéréoisoméres du gossypol

Ce résultat a été confirmé par la mesure de I'[a]p des quatre atropoisomeéres du gossypol
obtenus aprés I'hydrolyse des 4 bases de Schiff diastéréoisoméres dérivées du (R) et (S)
phénylglycinol (Schéma 55 et Schéma 56). Dans ce contexte, le méme [a]p positif (+72,5) a
été obtenu pour le gossypol issu du premier élué dans le cas du (R) phénylglycinol et le
gossypol issu du deuxieme élué dans le cas du (S) phénylglycinol. De la méme maniére, le
méme [a]p négatif (-74) a été obtenu pour le gossypol issu du premier élué dans le cas du (S)
phénylglycinol et le gossypol issu du deuxiéme élué dans le cas du (R) phénylglycinol.

Cette méthode permet d’obtenir les bases de Schiff des deux atropoisomeres du gossypol
avec un exces énantiomérique (ee) supérieur a 99% tout en évitant leur séparation sur une
colonne chirale trés couteuse. De la méme maniere, I’"hydrolyse du premier élué dans les
deux cas ((R) et (S) phénylglycinol) permet d’accéder a du gossypol énantiomériquement pur

(Schéma 55 et Schéma 56).
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R, aS-Gossypol (ed>99%) R, aR-Gossypol (ed> 79%)
1° élué 2%me glué
HCI HCI H rol
Ac OH Hydrolyse Ac OH ydrolyse
CHO OH HO} K OH Hoﬂ ;OH OH CHO
aS-Gossypol (ee>99%) aR-Gossypol (ee=79%)

Schéma 55. L’hydrolyse des adduit bases de Schiff issus du (R)-phénylglycinol.

S, aR-Gossypol (ed> 99%) S, aS-Gossypol (ed>75%)
1°" élué 2°me glué
HCI HCI
ACoHlHydrolyse AcOHlHydrolyse

HO  cHo oHc_ OH
HO O OH oH cHo CHo oH HO. O OH
G
OH HO

aR-Gossypol (ee>99%) aS-Gossypol (ee=75%)

Schéma 56. L’hydrolyse des adduit bases de Schiff issus du (S)-phénylglycinol.
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Aprés purification sur colonne, les deux bases de Schiff diastéréoisomeres sont
précipitées dans du cyclohexane afin de solubiliser la graisse d’habitude mélangée avec les
composés extraits de la plante.

Ces résultats intéressants mettent en avant la nécessité d’utiliser une amine possédant
un centre chiral en B de I'azote et une fonction alcool, afin de séparer aisément les deux
atropoisomeres sur un systeme chromatographique simple et peu colteux.

Il est a noter que les parameétres suivant : taille de la partie amine, la nature de I'amino
alcool (diol ou un aminoalcool simple), I'établissement des liaisons hydrogénes inter-
intramoléculaires influence directement la qualité de la séparation des deux atropoisoméres

du gossypol et leur rendement.

IV. 3. Synthése de bases de Schiff de gossypol énantiomériquement pures
Encouragé par 'activité anticancéreuse tres importante des dérivés bases de Schiff
énantiomériquement pures (chapitre 3) et dans la perspective des tests biologiques que
nous envisageons sur ces molécules, nous avons procédé a leur synthése. En effet les
composés synthétisés peuvent nous éclaircir sur I'importance de I’atropoisomérie pour
I'activité biologique.
Comme décrit un peu plus haut, les bases de Schiff dérivées du gossypol peuvent

subir une réaction d’échange d’amine sous l'influence d’une deuxieme amine (Schéma 57).

R R,
HN
CHO OH AN | on | on
HO OO R—NH, O R,—NH, (¢}
i) @ O QIr=Trm 2
HO éther, 60°C 4 DCM, reflux HO
SECheM
1 77 91

Schéma 57. La réaction d’échange d’amine

Cette réaction est tres importante car une des applications serait de I'utiliser pour
séparer et /ou synthétiser d’autres bases de Schiff énantiomériquement pures. En effet nous
pouvons utiliser une premiére amine chirale dans le procédé SECheM (1 étape) pour séparer
les deux bases de Schiff diastéréoisomeres résultantes comme nous venons de le montrer,
ziéme

puis par la suite, substituer I'amine chirale par une autre amine ( étape) afin d’accéder a

une librairie des bases de Schiff énantiomériquement pures. C’'est donc cette méthodologie
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gue nous avons choisi d’appliquer dans cette partie pour diversifier les bases de Schiff

énantiomériquement pures.

Avant d’appliquer la réaction d’échange d’amine sur les deux diastéréoisomeres du
gossypol, un suivi par HPLC chirale a été effectué, afin de s’assurer que ces deux
diastéréoisomeres dérivés de I'aminoalcool chiral ((R)-phénylglycinol) ne se racémisent pas
au cours de la réaction. Le premier test que nous avons effectué consiste a exposer au soleil
et ceci pendant une semaine, une petite quantité (m = 10 mg) du composé 90a (Schéma 53).
L’analyse par HPLC chirale a montré que ce composé résiste a la racémisation sous I'effet des
rayons du soleil, ce qui n’est pas le cas pour les bases de Schiff dérivées des aminoesters
chiraux.

Ce résultat montre que nos bases de Schiff dérivées de I'aminoalcool chiral possedent
une barriere énergétique de racémisation beaucoup plus élevée que celle observée pour
quelques bases des Schiff dérivées des aminoesters chiraux. Ces dernieres donnent un
mélange racémique aprés 9 h d’exposition aux rayons du soleil.??¥ Cette résistance a la
racémisation peut s’expliquer par I'établissement des liaisons hydrogénes inter et/ou
intramoléculaires.

Le deuxieme test que nous avons effectué a été de préparer une solution du méme
composé 90a dans un petit volume du dichlorométhane puis la chauffer a reflux pendant 2
h. Ensuite une analyse par HPLC chirale a été effectuée. Le chromatogramme obtenu a
confirmé la non racémisation du composé 90a.

Apres avoir confirmé que notre produit de départ (90a) pour la synthése des bases de
Schiff dérivées du (aS)-gossypol, ne se racémise pas, nous avons commencé |'étude de la
réaction d’échange d’amine en utilisant le dichlorométhane comme solvant. Le choix du
solvant est justifié par son pouvoir de solubilisation du produit de départ ainsi que sa
température d’ébullition relativement faible (44 °C) qui limite la racémisation du dit produit.
Le para-méthylbenzylamine a été choisie comme amine modele pour évaluer cette réaction.
Le suivi de cette réaction par CCM a montré la formation de deux produits : le produit
attendu 92 et un autre dérivé mixte, résultant de I’échange d’amine sur uniquement une de

deux unités binaphtyles du gossypol (composé 93).

Pour mieux comprendre la formation du produit mixte 93, nous avons avancé deux

hypothéses :
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R, aS-Gossypol aS-Gossypol dérivé mixte
90a 92 93

Schéma 58. La réaction modéle d’échange d’amine

Dans la premiére hypothése nous avons suggéré que la formation du produit
secondaire se fait aprés une réaction de transamination (échange d’amine) entre le composé
92 et I'aminoalcool chiral libéré lors de la formation de ce composé désiré 92, cette
hypothése est renforcée par la fait que les réaction d’échange d’amine sont d’habitude
connues comme des réactions réversibles.*%

Pour La deuxieme hypothese, il est trés probable que la formation du composé 93
soit influencée par I'angle d’attaque de I'amine introduite, du fait que I'une des deux unités
binaphtyles du composé 90a reste beaucoup plus accessible.

Une analyse par CCM a montré la formation du composé 93 aprés seulement 5 min
de réaction, nous déduisons donc que la deuxieme hypothése dans ce cas serait plus
favorable. Pour empécher ou diminuer la formation du composé 93 et orienter la réaction
d’échange d’amine vers I'obtention du produit 92 majoritairement, nous avons cherché a
optimiser cette réaction, en jouant sur le nombre d’équivalent, le temps de réaction, la
température et la présence ou non d’un catalyseur acide. Les résultats obtenus sont
regroupés dans le Tableau 11. Avec 2 équivalents d’amine le composé mixte indésirable 93 a
été isolé avec 25% de rendement alors que le composé attendu n’est obtenu qu’avec 38% de
rendement isolé (Entrée 1, Tableau 11). L'ajout de 4 équivalents d’amine nous a permis
d’augmenter le rendement du produit désiré 92 de 8% (passant de 38 a 46%) alors que le
rendement du produit secondaire diminue (de 25 a 14%). Ce résultat prouve que le nombre
d’équivalents de I'amine d’échange influence fortement la formation des deux produits 92 et
93 (Entrée 2, Tableau 11). L'augmentation progressive du nombre d’équivalent d’amine,
entraine également une augmentation du rendement du produit désiré 92. L'utilisation de 8

équivalents d’amine permet d’augmenter considérablement le rendement du produit
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désiré, mais 8% du produit mixte a été récupéré (Entrée 4, Tableau 11). Finalement, un
meilleur rendement de 69% a été obtenu en utilisant 10 équivalents d’amine. Ce nombre

d’équivalent permet de diminuer sensiblement le rendement du produit non désiré (Entrée

a).

R, aS-Gossypol aS-Gossypol dérivé mixte
90a 92 93
Entrée Solvant Nombre éq. Rendement % (92) Rendement % (93)

2 DCM 4 46 14

4 DCM 8 64 8

6° DCM 10 77 traces

8? EtOH 10 72 traces

10 EtOH (t.a) 10 65 traces
%:0,5 éq. of TFA, t = 30 min; b, 0,5 éq. de APTS, t = 30 min; : 0,5 éq. of TFA, t = 2H

Tableau 11. L’évaluation de la réaction d’échange d’amine
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Nous avons donc gardé 10 équivalents d’amine pour la suite de |'optimisation de la
réaction d’échange d’amine. Afin d’améliorer le rendement du produit désiré, nous avons
envisagé un catalyseur qui pourrait faciliter le départ de I'aminoalcool chiral. Pour cela nous
avons rajouté une quantité catalytique d’acide de Bronsted dans le but de former I'acide
conjugué de nos bases de Schiff afin de faciliter la réaction d’échange d’amine. Ainsi I'ajout
de 0,5 équivalent d’acide trifluoroacétique (TFA) dans la réaction avec 10 équivalents de
para-méthylbenzylamine a reflux pendant 2 h dans le DCM a permis de faire évoluer le
rendement du produit désiré de 69% a 77% (Entrée 6, Tableau 11). U'emploi de 0,5
équivalent d’acide para-toluéne sulfonique (APTS) comme acide de Bronsted a donné lieu a
un rendement quasi-semblable de 72% (Entrée 7, Tableau 11). Dans 'optique de proposer
une méthode « éco-compatible » de synthése de bases de Schiff dérivées du (aR)/(aS)-
gossypol, nous avons décidé de remplacer le dichlorométhane par I’éthanol, un solvant plus
écologique. L'utilisation de 0,5 équivalent de TFA dans I'EtOH pendant 30 min a abouti a 72%
de rendement en composé désiré (Entrée 8, Tableau 11).

Afin de s’assurer que la base de Schiff dérivée du gossypol obtenue par la réaction
d’échange avec la méthylbenzylamine est énantiomériquement pure comme espérée
(Tableau 11), elle a été injectée en HPLC chirale. Les résultats de cette injection montrent
une racémisation dans les conditions utilisant EtOH. Nous avons ensuite vérifié la base de
Schiff synthétisée lors de I'optimisation dans le dichlorométhane a reflux. Les résultats ont
montré également une racémisation, laissant penser que cette derniere serait due a I'effet
de la température. Afin d’éviter cette racémisation, la réaction de transamination a été
effectuée a température ambiante en utilisant 'EtOH comme solvant. Nous avons donc
réessayé la réaction de transamination dans I'EtOH avec une quantité catalytique (0,5
équivalent) de TFA. Dans ces conditions la conversion totale est beaucoup plus lente
nécessitant 2 h de temps de réaction. Toutefois, une faible diminution du rendement (de 72
a 67%) a été observée par rapport a la méme réaction conduite au reflux de I'EtOH (Entré 8
vs. Entré 9, Tableau 11). A notre grande satisfaction, la vérification par HPLC n’a montré
aucune racémisation. Ce bon résultat conforte I'idée que la racémisation est due a la
température. Il est important de noter que la suppression du catalyse acide n’a entrainé
gu’une diminution légere du rendement passant de 67 a 65% (Entrée 9, Tableau 11).

Les conditions de I’entrée 9 (meilleures conditions) ont donc été choisies pour élargir

le scope de la réaction afin d’aboutir a une librairie de bases de Schiff énantiomériquement

160



Manuscrit de thése-2018- Mohamed Vall SIDI BOUNE

pures dérivées du (aS) et (aR)-gossypol. Finalement, 13 exemples ont été synthétisés a partir
de I'(aS)-gossypol et 4 exemples ont été obtenus en utilisant I'(aR)-gossypol comme produit
de départ. Le Tableau 12 ci-apres montre les résultats de la généralisation de cette réaction.

La plupart des rendements obtenus sont acceptables, excepté les composés 92f et
92i qui sont obtenus avec des rendements de 39% et 40% respectivement. Ce faible
rendement montre que la réaction d’échange d’amine est sensible a 'encombrement de
I'amine utilisée lors de la transamination. Il faut signaler dans les deux cas que le produit
mixte est obtenu respectivement avec 32% et 25% de rendement. Ce dernier résultat a été
exploité afin d’orienter la réaction d’échange d’amine vers la synthése de cette nouvelle
classe de bases de Schiff mixtes dérivées de I'(aR)-gossypol et de I'(aS)-gossypol en utilisant
des amines encombrées. Au cours de nos différents essais, nous avons constaté que les
bases de Schiff mixtes ne sont pas trés stables et qu’il serait intéressant d’étudier d’avantage
cette réaction afin d’améliorer la stabilité de ces composés qui pourraient étre trés
intéressants d’un point de vue biologique a l'instar des bases de Schiff énantiomériquement
pures.

Lors de la synthése des bases de Schiff énantiomériguement pures dérivées de I'(aR)-
gossypol 90b, nous avons constaté que pour le méme type d’amine nous obtenons deux
rendements différents a partir de 90a ou 90b. En effet, les rendements obtenus au départ de
90a en utilisant les mémes amines restent beaucoup plus élevés que ceux obtenus au départ
de 90b (Tableau 12 vs Tableau 13). Ainsi, on passe de 52% a 38% de rendement avec le para-
méthylbenzylamine, de 58% a 25% avec le vinylamine et enfin de 71% a 31% avec la
pentylamine. Cette différence de réactivité entre les deux atropoisomeéres met en évidence
I'importance de I'angle d’attaque de I'amine de substitution. En effet la nature géométrique
de deux atropoisomeres fait que I'(aS)-gossypol est plus exposé que son homologue, ce qui
facilite la réaction de transamination de cet atropoisomére. Pour cette raison, trés peu
d’exemples ont été synthétisés a partir de la base de Schiff diastéréoisomére 90b (Tableau
13). Toutefois, nous avons pu observer, une augmentation du rendement de la réaction
d’échange d’amine au départ de 90b avec un temps de réaction beaucoup plus long.
Cependant, pour des raisons d’homogénéité de parametres, nous avons gardé les 2 h comme
temps de réaction. Il est important de signaler également que nous avons essayé de faire la
réaction de transamination sur le composé 90a, plus réactif comparativement a son

homologue 90b, en utilisant une amine aromatique comme I'aniline.
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R, aS-Gossypol aS-Gossypol
90a 92a-n

OO SN
o W

)-92a 71%, ee > 99% (+)-92b 82% (+)-92¢ 62%, ee = 100%  (+)-92d 52%, ee > 99% )-92e 52%, ee > 98%
OMe
OMe
8 (] ~ D
OMe S o HO \
HN | OH AN | OH HN | OH " | OH HN | OH
o) O o) O o)
e YNNG LENGY L
HO HO HO HO HO

(+)-92f 39%, ee > 98% (+)-92g 60%, ee > 95,5% (+)-92h 64%, ee = 100%  (+)-92i 40%, ee > 99% (+)-92j 52%, ee > 98%

) . C

OH | OH OH OH
(0] (0] (0} (0]
U O L. U
HO HO HO HO
(+)-92k 58%, ee > 98% (+)-921 71%, ee > 99% (+)-92m 62%, ee > 98% (+)-92n 0%

Tableau 12: La synthése des bases de Schiff énantiomériquement pures dérivées du (aS)-
gossypol

Nous avons constaté que dans les conditions optimisées, cette réaction n’évolue pas, méme
apres un temps relativement long de 72 h (Tableau 12).

Ce résultat met en évidence l'importance du caractere nucléophile de I'amine
substituante dans cette réaction. En effet le doublet de I'aniline étant engagé dans la

délocalisation du noyau aromatique par effet mésomeére donneur, ceci diminue
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considérablement sa nucléophilie et par conséquent empéche la formation du produit

souhaité.

R-NH,
EtOH, t.a
TFA
R, aR-Gossypol aR-Gossypol
90b 92a'-d'
g@ @ N .,
HN HN
OH | OH | OH
[e) | O, (@)
e LI U
HO HO HO HO
)-92a' 47%, ee > 94%  (-)-92b' 38%, ee > 92,5%  (-)-92¢' 25%, ee > 88%  (-)-92d' 31%, ee > 93%

Tableau 13. La synthése des bases de Schiff énantiomériquement pures dérivées du (aR)-gossypol

La réaction d’échange d’amine est donc limitée par les parametres tels que
I’encombrement et la nucléophilie de cette amine. Pour la formation des bases de Schiff
énantiomériquement pures dérivées des deux atropoisoméres du gossypol, le mécanisme
suivant peut étre proposé (Schéma 59).

La base de Schiff diastéréomériquement pure est activée sous l'action de I'acide
trifluoroacétique (TFA). Cette activation facilite ainsi I'addition nucléophile sur I'accepteur de
Michdel énaminone. Ainsi I'atome d’azote de I'énamine se protonne entrainant une plus
forte liaison hydrogéne avec I'oxygeéne du carbonyle. La position 4 de I'énaminone étant
activée, subit une addition 1,4-aza-Michdel de I'amine substituante pour générer
I'intermédiaire A10. Cet intermédiaire évolue vers un autre intermédiaire A1l a travers un
échange de proton. Finalement, une retro-addition 1,4-aza-Michéael régénére I'énaminone
avec |'expulsion de I'aminoalcool. On accede ainsi aux bases de Schiff énantiomériquement

pures du (aR)/(aS)-gossypol.
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Schéma 59: Le mécanisme proposé pour la formation des bases énantiomériquement pures

Ce mécanisme est tres proche de celui proposé par Yang et ses collaborateurs pour expliquer
la réaction d’amination sur un accepteur de Michiel.’?>*!

La stabilité des bases de Schiff dérivées du (aR)/(aS)-gossypol, synthétisées via une
réaction d’échange d’amine a été évaluée. Pour se faire le composé 92e a été laissé a
température ambiante au contact avec l'air pendant un mois. Il a ensuite été analysé en
HPLC chirale pour apprécier |'effet de la lumiére sur ce dernier. Les résultats de cette analyse
ont montré une racémisation quasi-total entre le composé 92e et son énantiomére 92b’
(Schéma 60). Ainsi, I'exces énantiomérique de 92e passe de plus de 99% a 9% ee (92e : 54,8 ;
92b’ : 45,15) (Schéma 60). Il est a noter que les bases de Schiff énantiomériquement pures
sont généralement trés sensibles a la racémisation. Cependant, nous pouvons éviter ce
phénoméne en les stockant a I'abri de la lumiére et a une température qui ne dépasse pas
4°C. Un test a été réalisé sur le méme composé 92e avec une analyse HPLC aprés stockage
au frigo et a I'abri de la lumiére. Le Schéma 61 montre que ce dernier ne se racémise pas

apres avoir été stocké pendant un mois dans ces conditions.
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a : Le chromatogramme du produit 92e avant I'exposition a la lumiére b : Le chromatogramme du produit 92e aprés son exposition a la

lumiere pendant 1 mois

Schéma 60: La racémisation des bases des Schiff dérivées du (aR)-gossypol sous I’effet de la
lumiére

11408
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<

Schéma 61: Le chromatogramme du composé 92e aprés son stockage a I’abri de la lumiére

IV. 3. 1. Conclusion partielle

Le principal avantage de cette méthodologie est le gain d’'une étape trés critique
(étape d’hydrolyse du gossypol) par rapport a la méthode classique connue pour la synthése
des bases de Schiff énantiomériquement pures qui se fait elle, en 5 étapes dont 2 étapes tres
difficiles a réaliser celles de la séparation et de la purification (Figure 37).[3] Par ailleurs, nous

évitons grace au procédé SECheM des séparations sur colonnes chirales trés couteuses

(Schéma 62).
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Schéma 62: La synthése des bases de Schiff énantiomériquement pures par SECheM concept vs.
méthode classique

IV.4. Vers les catalyseurs dérivées du gossypol

Comme précédemment évoqué dans la partie Extraction (Figure 34) le gossypol grace a
son atropoisomérie, peut étre utilisé comme catalyseur pour induire des réactions
énantiosélectives a l'instar du BINOL, VANOL, VAPOL et du SPINOL.[254-256] Curieusement,
aucun catalyseur dérivé du gossypol n’a été développé jusqu’ici. Ceci peut s’expliquer par la
présence de plusieurs fonctions (aldéhyde et 3 groupements phénoliques) au niveau du
gossypol les rendant beaucoup plus difficle a appréhender d’'un point de vue
fonctionnalisation contrairement aux composés préalablement cités. C'est donc un gros défi
pour nous, de s’aventurer sur ce terrain qui indéniablement présenterait un intérét énorme

en synthese asymétrique en cas de succes.
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Le premier objectif a été d’accéder aux analogues acides phosphoriques dérivés du
gossypol. Pour ce faire des réactions de protection des OH phénoliques et/ou de I'aldéhyde
sont incontournables en vue de libérer in fine les deux OH en position peri devant étre

impliqués dans la réaction de phosphorylation (Schéma 63).

CHO
protection

H sélective des OH
H —

R ——
— >
O CHO

Gossypol

Schéma 63. L’accés hypothétique a une plateforme diversifiable de dérivé acide
phosphorique de gossypol

Cette réaction devrait générer le composé 94 qui pourra servir de plateforme de
diversification. Ainsi, il serait possible d’accéder par oxydation du 94 au composé 95 qui lui-
méme devrait générer 96 par couplage peptidique. Une diversification par le biais d’une
réaction de Kncevenagel au départ de 94 reste également possible pour aboutir au composé
97. Cependant, pour des raisons de stabilité du gossypol précédemment évoquées, nous
avons choisi, concernant les travaux de cette partie, d’utiliser la base de Schiff obtenue par
SECheM comme matiére premiere. L’avantage ici est qu’on pourra garder I'unité énaminone
du composé jusqu’a la fin de la synthése et régénérer I'aldéhyde et le phénol que lors de

I"'ultime étape d’hydrolyse en acide phosphorique 101 (Schéma 64).
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Schéma 64. La voie alternative d’accés au dérivé acide phosphorique du gossypol

Nous avons donc commencé par étudier la protection sélective des différents groupements

phénoliques en partant du composé 77k.

IV.4. La protection sélective des bases de Schiff dérivées du gossypol
Les bases de Schiff portent deux oxygénes phénoliques qui restent indispensables a

protéger en vue d’évoluer vers les acides phosphoriques (Figure 40).

R R

| |
HN| OH OH lNH
O,
HO OH
Figure 40. Les groupements phénols présentent sur les bases de Schiff dérivées du gossypol.

Kenar avait rapporté que les deux fonctions phénols en position peri dans la structure
du gossypol sont plus réactives que leurs homologues en position 6,6’ et 7,7’ a cause de leur
proximité de la fonction aldéhyde. Apres la transformation de la fonction aldéhyde en
enamine (Schéma 64) nous avons voulu vérifier I'impact de ce changement sur la réactivité

de ces groupements.
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IV.4. 1. Protection des phénols présentent sur les bases de Schiff (forme enamine)

Afin de former les éthers des bases de Schiff du gossypol nous avons appliqué les
mémes conditions utilisées par Adams et Morris pour la méthylation des phénols du
gossypol."*”) Nous avons donc mis en réaction la base de Schiff dérivée du gossypol
(composé 77k, Tableau 9) dans une solution de méthanol en présence d’un large excés du
diméthyle sulfate (DMS) et du KOH concentrée (4 M). Aprés 24 h de réaction, la protection
sélective des groupements phénols en position peri a été obtenue conduisant a 102 avec un

rendement de 65% (Schéma 65).

QO OO BT OO OO
HO OH 24 h HO OH
65%

Schéma 65. La modlflcatlon sélective des groupements phénol des bases de Schiff.

Ce résultat montre que les phénols en position peri sur les bases de Schiff ont une réactivité
similaire a ceux portés par le gossypol comme mise en évidence par les travaux de Kenar.®
Ces groupements phénols peuvent étre complétement protégés comme le montre le
Schéma 66. En effet, toujours dans les conditions basique avec un excés de diméthyle
sulfate, on accede au composé 103 perméthylé, si le temps de réaction entre la base de

Schiff et le diméthyle sulfate est prolongée au-dela de 24 h (Schéma 66).

QO OO OO OQ
HO OH >24h MeO OMe

Schéma 66. La protection des groupements phénoliques par TMSCI.

La protection sélective de groupements phénols en position peri sur le méme
composé 77k a été également testée en utilisant le benzyle comme groupement protecteur.
Cependant, I'emploi du bromobenzyle en présence d’une base carbonatée (K,CO3) n’a pas

permis la protection sélective des phénols en position peri. Une protection totale des quatre
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groupements phénols en positions peri et 6, 6’ a été constatée, ce qui aboutit a 104 avec un

rendement de 22% seulement (Schéma 67).

HN OH OH NH HN OBn OBn NH
[e) | | o) BrBn, K2C03 [e) | | (o)
OO, e OCIT00)
HO OH 24 h BnO OBn
22%
77k 104

Schéma 67. La protection totale des phénols par le groupement Bn.

Ce résultat montre l'incapacité du bromobenzyle a protéger sélectivement un des
deux groupements phénols. La protection du composé 77k par le TMS en utilisant le
chlorure de triméthylsilyle (TMSCI), n’a pas donné le composé 105 escompté. Aprés 2 jours

de réaction, nous n’avons récupéré que le produit de départ (Schéma 68).

o o

H
TMSCI, Triéthylamine

HN N
] oH OH
o o]
SoPee
HO OH

2 jours

77k

Schéma 68. La protection des groupements phénoliques par TMSCI.

Vu le succeés de la protection des groupements phénols sous forme d’éther, nous
avons voulu par la suite changé la nature du groupement protecteur en utilisant les
anhydrides (Boc,0, Ac,0). Nous avons commencé les essais avec le dicarbonate de di-tert-
butyle (Boc,0). Cependant, les 2,2 équivalents de Boc,0 et de pyridine dans le DCM a reflux
en présence du composé 77k, n’ont abouti qu’au dérivé 106 avec un rendement de 88%.
L’analyse RMN du composé obtenu a montré que la protection s’effectue seulement sur I'un
des groupements phénols en position peri (protection disymétrique) aboutissant a un
composé monosubstitué et dissymétrique 106. Il est important de noter que les

groupements phénols en position 6,6’ sont préservés lors de la réaction (Schéma 69).
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Dans le but de forcer la protection des deux phénols en position peri afin d’aboutir a

une protection symétrique, nous avons joué sur I'augmentation du nombre d’équivalents du

OBOC OH
(BocZO (2,2eq.)
QO OO QO O
HO OH DCM reflux HO OH

88‘7

Schéma 69. La protection des phénols par le groupement BOC.

(Bocy0) et I'allongement du temps de la réaction. Malheureusement, ni 'augmentation du
nombre d’équivalents, ni I'allongement du temps de la réaction n’ont permis de protéger le
deuxiéeme phénol en position peri de 77k. L'impossibilité d’'une protection symétrique peut
s’expliquer par une conformation particuliere de la base de Schiff monosubstituée 106
associée a I’'encombrement stérique du groupement Boc. Ce résultat nous a incité a tenter la
réaction avec un groupement protecteur moins volumineux que le Boc comme l'acétyle a
travers I'utilisation de I'anhydride acétique en présence de la pyridine. Malheureusement, le
méme résultat a été obtenu car le remplacement du Boc par 'acétyle génere également le
dérivé monosubstitué 107 cette fois-ci avec un rendement de seulement 24% au départ de
77k (Schéma 70). Ici aussi, il n’y a pas eu d’évolution avec un nombre d’équivalent et un

temps de réaction beaucoup plus importants.

o o o o

(CH5C0),0 (2,2 éq.)

| OH OH |
(@) O
OO~ e
HO OH DCM t.a.

24 h
24%

77k

Schéma 70. La protection du composé 77K par I’anhydride acétique.

Aprés la protection sélective des phénols en position peri de maniéere symétrique
(composé 102) ou asymétrique (composés 106 et 107), nous nous sommes orientés vers la

protection des groupements hydroxyles en position 6,6’. L'utilisation du bromobenzyle en
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présence d’une base, nous a permis de maniere satisfaisante de protéger les groupements

en question avec un rendement de 32% (Schéma 71).

Me OMe BrBn (2,2 éq.)
K2003 (5 eq
oo OQ oo Oo
HO Tol (reflux) OBn
12h

32%

Schéma 71. La protection des groupements phénols en position 6,6’ par le benzyle.

Aprés avoir développé cette séquence réactionnelle aboutissant a 108 a travers des
réactions de protection sélective des groupements phénoliques avec 77k comme produit de
départ, nous avons essayé de déprotéger sélectivement le méthoxyle en position peri afin de
I’engager dans une réaction de phosphorylation (Schéma 72). Malheureusement, I'emploi de
BBr; (tribromure de bore) a basse température dans le DCM n’a pas permis d’accéder au
composé 109 escompté mais a un produit de dégradation que nous n’avons pas pu

identifier.

HN
o ' OH HN l o~

DMS (en excés), BnBr KzCO; o BBr;
_ NeOH@M) ‘ (2229) (5¢q) ’ (22¢a) ‘O
EEEE—
o HO BnO X >

MeOH ta. Tol (Reflux), 24 h DCM, ta. |BnO

65% 0, 0%
2 o 2 32% P o )

77k 102 108 109

Schéma 72. La séquence réactionnelle au départ de 77K pour aboutir a 109.

Cet échec nous a obligé a revoir notre séquence réactionnelle cette fois—ci en
inversant les groupements protecteurs avec le benzyle pour les positions 1,1’ et le
méthoxyle pour les positions 6,6’. Comme vous pouvez le voir sur le Schéma 73. La premiére
étape de protection sélective des positions 1,1’ par le benzyle ne marche pas et nous a

condamné a abandonner définitivement cette piste.
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Schéma 73. La séquence réactionnelle alternative au départ de 77K pour aboutir a 111.

Nous avons donc cherché a contourner le probleme en travaillant sur I’"hydrazone 78a
obtenu en utilisant les dérivés d’hydrazine dans la procédure SECheM (Tableau 9).
L’avantage ici est qu’au lieu de deux OH phénoliques, on a trois OH a protéger dont deux OH

adjacents (ortho) qui peuvent étre protégé simultanément.

A, o ©LNH e

| | | |
_N
protection sélective OR;

X OH OH
BeSowee OO O
(0] OH OR,
78a 113

Schéma 74. La protection des phénols de I’hydrazone 78a

IV.4. 2 Protection des phénols présentent sur les hydrazones (forme imine)

L'utilisation de 78a comme produit de départ, offre une possibilité de protection
simultanée de deux groupements phénoliques en utilisant des réactifs classiques tels que le
dibromoéthane, I’éthanediol ou encore I'acétone.

Les différents essais réalisés sont regroupés dans le Tableau 14. L'utilisation du

dibromoéthane!?°7:2°8!

associée a une variété de solvant (DCM, Acétone, DMF) a reflux et un
nombre variable d’équivalent de K,CO3; a fourni un mélange de produits complexes et
inséparable (Tableau 14 ). Le passage au diol dans le toluéne a reflux en présence d’APTS
abouti au méme résultat sans possibilité de purification efficace du mélange.

Apreés ces tentatives, nous nous sommes orientés vers une protection sous forme de
propylidenedioxy trés employé également dans la protection des OH adjacents (Schéma 75).
Pour ce faire, I'acétone a été utilisé en présence de PCl; selon la procédure d’lvanov.% un

mélange inexploitable a également été observé dans ce cas.

173



Manuscrit de thése-2018- Mohamed Vall SIDI BOUNE

OH B OH
HO e}
OO conditions [ OO
R
0 (o]

ne A
N
N

Bre~g, Acétone (reflux) K,CO3 (6 éq.) Un mélange de produits
Bre g, DCM (reflux) K,COs (2,2 éq.) - Un mélange de produits
Bre~g, DCM (reflux) K,COs (5 éq.) - Un mélange de produits
Bra g, DMF (60°C) K,COs3(2,2 éq.) - Un mélange de produits
HO_~ oy Toluene (reflux) APTS Un mélange de produits

Tableau 14. Protection des OH adjacents du noyau aromatique.

Face a ces difficultés de protection, nous avons émis I’hypothése que les énamines et
surtout les hydrazones étaient trop fonctionnalisés pour entrainer efficacement la

protection des OH phénoliques.

ne pe
N N
H
K

HO PCl;, Me,CO o
(T —— ¢

HO o
78a 114

¢
o

Schéma 75. La protection non aboutie des groupements phénols en position 6,6’ et 7,7’.

Dans cette situation, nous avons décidé de tenter la réaction de phosphorylation suivie
d’hydrolyse pour générer I'acide phosphorique directement sur la base de Schiff 77k ou sur
le gossypol lui-méme. Ces deux essais devraient aboutir au méme dérivé acide phosphorique

puisse que la réaction de phosphorylation avec 77k devrait générer I'acide qui hydrolyserait
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I’énamine en aldéhyde (Schéma 76 et Schéma 77). Malheureusement ces essais n‘ont pas

abouti non plus au dérivé acide phosphorique 115 attendu.

HN

| 1) POCl, Pyr

(0]
AV
90 x>
HO 2) Hydrolyse

76

OH

Schéma 76. La tentative de phosphorylation des groupements phénols en position peri au départ
de I’énamine 76.

O H
OH
HO 1) POCls, Pyr
N

9@ x>

HO 2) Hydrolyse
2
gossypol

115

Schéma 77. La tentative de phosphorylation des groupements phénols en position peri au départ
du gossypol.

Face a I'échec des essais successifs pour I'accés aux dérivés d’acides phosphoriques,
nous avons mis de cOté ces réactions et réfléchi a une voie alternative pour accéder aux
catalyseurs chiraux. Ainsi, nous avons eu l'idée d’exploiter plut6t les complexes métalliques.
En effet, les bases de Schiff optiquement pures obtenues a partir de I’'aminoalcool chiral qui
sont d’ailleurs trés stables, devraient permettre la formation des complexes métalliques
valorisables dans les réactions de couplage. Ces complexes peuvent entrainer des réactions
de couplages type «Suzuki-Miyaura» d’un acide boronique sur un carbone sp® générant par

exemple, un centre stéréogéne contrdlé. 260263l
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V. Complexation des bases de Schiff énantiomériquement pures

Comme nous l'avons signalé dans le chapitre 2, les bases de Schiff peuvent former des
complexes avec des cations métalligues mono, bivalents ect. La plupart du temps, cette
complexation se produit entre un mélange racémique de base de Schiff et un cation
(monovalent ou bivalent).

Dans l'objectif de valoriser les bases de Schiff énantiomériquement pures en
synthése asymétrique a travers leur incorporation dans des réactions de couplage, nous
avons préparé des complexes en partant du composé 90a. En effet, ce dernier mis en
présence de cation métallique (M?**) devrait permettre la formation de complexes en

fonction de la stoechiométrie du cation (Schéma 78).

M2+

2éq.

117 bis-chélate (1:2)

Schéma 78. La formation des complexes métalliques.

Deux types de cations ont été sélectionnés pour tester cette réaction de
complexation. Il s’agit du cuivre (Cu®") et du palladium (Pd**). Le composé 90a est donc
solubilisé dans I'éthanol et mis en présence des deux cations (Cu®" et Pd**) avec des rapports
stoechiométriques variant entre 1 et 2.

De maniére satisfaisante, la complexation avec le cuivre (Cu®*) a lieu, aprés quelques

minutes seulement. Le complexe formé se précipite dans le milieu réactionnel; ce qui
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constitue un bon indicateur pour le suivi de la réaction. Les analyses RMN ont montré par
rapport aux pics de 90a de légers changements au niveau des déplacements chimiques. A
notre grande satisfaction, I'application du méme protocole avec le palladium (Pd**), conduit
aux complexes souhaités 118 et 119 avec des rendements quantitatifs. Comme attendu, des
différences au niveau des spectres RMN 'H ont été observées selon le nombre équivalents
de Pd(OAc), utilisés. Dans le cas ou le rapport stoechiométrique entre la base de Schiff et le
cation est de (1: 1), le complexe formé semble étre différent de celui attendu a savoir le
mono-chélate a. En effet, les déplacements chimiques observés et les 4 méthyles visibles
autour de 2 ppm et qui représentent les méthyles en C-15 semblent indiquer plutét la
formation complexe 118 ( Figure 42 a). En revanche, si le rapport entre la base de Schiff et le
cation est de (1 : 2), le complexe obtenu montre 6 méthyles en C-15 dans la méme zone de

déplacement chimique. Ceci ne correspond pas non plus au bis-chélate b attendu.

i L L

0.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5

5.0 4.5 4.0 3. 3.0 5 2.0
f1 (ppm)

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3. 3.0 2.5 2.0 5 1.0 0.5
1 (ppm) U

T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Figure 41. Les pectres RMN des composés 118 (rouge), 119 (bleue) et 90a (noir).
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En attendant des analyses complémentaires pour élucider la structure compléte des
complexes formés dans le deux cas, nous proposons en se basant sur ces remarques, les
structures 118 et 119 respectivement pour une stoichiométrie de 1: 1 et 1: 2 entre la base
de Schiff et le cation métallique (Figure 42a et Figure 42b).

Il est important de préciser que la structure de ces complexes a été proposée en se
basant seulement sur les analyses RMN 'H. Nous envisageons de faire une analyse RMN
totale et de préparer également des mono cristaux de ces complexes afin d’effectuer leur

analyse par diffraction de RX et confirmer ainsi leur structure.

©, N
“"\’Pd2+\“‘
/
o "1,

mono-chélate 1:1 118

(a)

HO

7, =8

S

"””'7Pdg+"" ..... H
/

‘“"/V/y HO

bi-chélate 1:2
(b) 119 = CBSPd

Figure 42. La complexation du composé 90a avec le palladium

Apres cette fructueuse formation du complexe bimétallique avec le palladium, nous

avons voulu tester ce dernier sur une réaction bien étudiée au laboratoire. Il s’agit d'une
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réaction de couplage avec le palladium permettant la formation des pyridones fusionnées.
Le Schéma 79 montre les conditions de Pd(ll) (Pd(OAc),) utilisées pour former les 2-
pyridones 5,6-O-fusionnées (travauxs non publiés). Le but en testant cette réaction avec
notre complexe, est juste de confirmer que le Pd(OAc), s’est bien complexé a la base de
Schiff correspondante. Habituellement, dans les conditions de Pd(ll) (Pd(OAc),) le composé

121 est obtenu avec un rendement trés faible de 24% au départ de 120 (Schéma 79).

1 Pd(OAC), (10 mol %) o | N. O
| K,CO P
g, 2 3
WCOzEt Tolusee, 115°C Y CO,Et

OH O 24 h

24%
120 121

Schéma 79. La formation de 2-pyridones 5,6-O-fusionnée catalysée par le Pd(OAc),.

De maniére satisfaisante, la méme réaction avec le complexe CBSPd synthétisé a la
place du Pd(OAc), permet également d’accéder au composé 121 mais avec un rendement de
40% dans le toluéne a 115°C. Ce test montre |'efficacité de notre complexe dans les
réactions de couplage métallique et confirme la bonne complexation du Pd(OAc), a la base
de Schiff. La méme réaction effectuée a 125°C permet d’augmenter de 15% le rendement
isolé qui passe de 40 a 55%. Comme montré dans le Schéma 80, le complexe formé permet

d’améliorer le rendement du produit escompté 121 et le rendement de ce produit augmente

N 0 CBSPd (10 mol %) o |N _0
| KoCO3 (25 6q)
P 2C03 (2,5 éq.) S
WCOZEt Tolugne, T°C Ol CO,Et

avec la température.

OH O temps
120 121
Temps T°C Rdt
24h 115°C 40%
36 h 125°C 54%

Schéma 80. Les essais du complexe métallique CBSPd sur la réaction de formation de 2-pyridones
5,6-O-fusionnée.
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Ces conditions de couplage ont été également appliquées en utilisant le composé 122
comme substrat de départ. La encore le composé O-fusionné correspondant 123 a été

obtenu avec un rendement de 54% (Schéma 81).

N. O CBSPd (10 mol %) (0) N O

| S ——— |

P KoCOj3 (2.5 éq.) Z > Co,Et
COzEt Toluéne, 125°C J z
OH ©O 24h
122 123

CBSPd 54%
CBSPd récyclé 950,

Schéma 81. La formation de 2-pyridones 5,6-O-fusionnée catalysée par le CBSPd.

Nous avons constaté que le temps de la réaction n’influence pas trop le rendement
du produit 123, contrairement a ce que nous avons remarqué pour la formation du composé
121. Pour cette raison, le temps de réaction a été fixé a 24 h. Cependant, les rendements
obtenus restent modérés. Ceci peut étre expliqué par la solubilité trés faible du complexe
base de Schiff-palladium dans le solvant utilisé en I'occurrence le toluene. Cette solubilité du
complexe CBSPd n’est améliorée ni en cas de changement du toluéene par le xyléne, ni par
chauffage a 150°C. D’ailleurs dans ces cas une baisse du rendement a été constatée.

Un avantage qui peut étre tiré de la solubilité faible de CBSPd dans le milieu
réactionnel est sa recyclabilité. En effet, CBSPd peut étre récupéré par filtration et réutiliser
une deuxieme fois. Cependant, I'emploi du complexe recyclé dans la formation du composé
123, entraine une baisse ostensible du rendement de la réaction passant de 54% a 25%
(Schéma 81).

Pour conclure cette partie, nous avons, aprés des tentatives infructueuses
d’obtention des dérivés acides phosphoriques de gossypol, réorienté avec succes nos
recherches vers I'accés aux complexes métalliques de bases de Schiff. En effet, nous avons
pu synthétiser des complexes de bases de Schiff diastéréoisoméres dérivées du (R)-
phénylglycinol avec le palladium. La nature de ce complexe est logiquement en fonction du
nombre d’équivalent du palladium utilisé. L'utilisation d’un seul équivalent du palladium
semble donner lieu a une complexation asymétrique (mono-chélate), tandis que I'emploi de

deux équivalents du palladium permet une complexation complétement symétrique (bi-
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chélate). Le complexe préparé avec deux équivalents de palladium a été testé sur une
réaction de couplage, les résultats obtenus sont tres encourageants. Il reste a tester
également la réaction de couplage avec le complexe bi-chélate de cuivre. Comme on peut le
remarquer, I'étude de ces réactions reste a approfondir et constitue une belle perspective

pour ce travail.

181



Manuscrit de thése-2018- Mohamed Vall SIDI BOUNE

182



Manuscrit de thése-2018- Mohamed Vall SIDI BOUNE

183



Manuscrit de thése-2018- Mohamed Vall SIDI BOUNE

Conclusion générale et perspectives
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Comme on a pu le voir tout au long de ce travail, la synthése totale du gossypol est
trés complexe et se fait en plusieurs étapes. La seule méthode pour I'obtenir reste son
extraction a partir d’une source naturelle comme une matrice végétale par exemple. Jusqu’a
ce jour, le gossypol commercial est essentiellement obtenu a partir du Gossypium (« le
cotonnier »). Cependant, I'extraction et la purification du gossypol sont trés délicates a cause
de son instabilité thermique, photochimique, chromatographique etc. Au cours de ce travail
de these qui a porté sur le Cienfuegosia digitata, une plante originaire de la Mauritanie, nous
avons dans un premier temps identifié et caractérisé le gossypol comme étant le
phytoconstituant majoritaire de cette plante. Par la suite, et en raison des difficultés souvent
rencontrées lors I'extraction et la purification du gossypol, nous avons développé dans cette
thése, une méthodologie « one-pot » inédite d’extraction et de synthése de bases de Schiff
du gossypol. Ceci nous a permis d’éviter les étapes critiques d’extraction et de purification
sur les systemes chromatographiques. Cette méthodologie que nous avons dénommée
SECheM, a consisté a piéger le gossypol fraichement extrait de Cienfuegosia digitata du site
d’extraction du Soxhlet par une amine primaire. Il faut signaler ici que cette méthodologie
SECheM est une premiére dans la littérature car jamais une réaction chimique n’a été
effectuée sur un broyat de plante en I'utilisant comme substrat de départ. Par ce concept, le
gossypol extrait est transformé instantanément en ses dérivés bases de Schiff qui sont le
plus souvent thermiguement beaucoup plus stables et qui sont facilement récupérées soit
par filtration ou par une purification rapide sur colonne chromatographique. Ce procédé
reste une alternative efficace par rapport aux méthodes de synthése classique de bases de
Schiff dérivées du gossypol, car on peut noter un gain énorme en termes de temps et
d’opérations unitaires. Une librairie de bases de Schiff dérivées du rac-gossypol a été
synthétisée via ce procédé innovant d’extraction et de synthése simultanée. Deux types de
composés peuvent étre obtenus : I'imine ou I'énamine. Alors que I'utilisation des amines
primaires génere des énamines, I'emploi des dérivées d’hydrazine ou d’alkoxyamines aboutit
aux hydrazones (imines).

Dans la deuxiéme partie de cette étude, l'utilisation d’une amine chirale dans
I’exploitation de ce méme concept SECheM a permis la synthése et la séparation des deux

atropoisomeres bases de Schiff du gossypol énantiomériquement pures ou enrichies. Outre
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les avantages du concept SECheM précédemment énumérés, ici la réaction de
transamination permet d’éviter le passage par I'hydrolyse en gossypol (instable) comme
décrit de maniere classique dans la littérature. Dans une troisieme partie de cette étude,
nous avons voulu tirer profit de la symétrie axiale des dérivés du gossypol en synthétisant
leurs homologues acides phosphoriques et/ou des complexes métalliques chiraux. S'il reste
difficile de travailler directement sur le gossypol a cause de son instabilité, les différents
essais de réaction de protection des fonctions réalisées au départ des bases de Schiff ne
nous ont pas permis d’accéder aux acides phosphoriques. Cependant, les bases de Schiff
diastéréomériquement pures obtenues a partir des aminoalcools chiraux ont été utilisées
efficacement dans |’élaboration des complexes métalliques. Quelques essais réalisés pour
tester l'efficacité de ces complexes dans les réactions de couplage métallique ont été
concluant et nous avons également montré qu’il était possible de recycler le catalyseur. Il
nous reste maintenant a essayer ces complexes vis-a-vis des réactions de couplage générant
un centre asymétrique pour évaluer I'énantiosélectivité de la réaction. Cette derniere partie
de notre travail ouvre la porte sur un domaine trés intéressant avec des applications
énormes en catalyse asymétrique.

En guise de perspective, le procédé SECheM peut étre encore optimisé par I'utilisation
des techniques Soxhlet améliorées comme le sono-Soxhlet par exemple. En effet, cette
technique combine les effets des ultrasons et les avantages du
Soxhlet. Par conséquent, cette derniere devrait conduire a un
rendement d’extraction de gossypol beaucoup plus élevé en un
temps relativement plus court. Il serait d’un grand intérét de tester
également d’autres réactions pour l'accés aux dérivés acides
phosphoriques chiraux, de poursuivre, d’approfondir et d’élargir a
d’autres métaux la préparation de complexes métalliques a partir
des bases de Schiff énantiomériquement pures. Une caractérisation

compléte de ces complexes afin de mieux comprendre les

interactions avec le métal serait primordiale pour la suite des

travaux.
Enfin, l'implication de ces complexes dans des réactions énantiosélectives
constitueraient de maniere intéressante une nouvelle application d’un point de vue

chimigue pour les bases de Schiff dérivées du gossypol.
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Trois exemples de réactions qui pourraient étre testées en utilisant le ligand CBSPd sont
listés ci-dessus.

- Le premier exemple développé par Yu et ses collaborateurs est une de C-H activation
induite par le palladium (Pd(OAc),) en présence de ligand de type acide aminé protégé et
chiral L1.1°¥ Cette réaction permet la désymétrisation du composé 124 en 125 avec un bon

rendement de 91% et un excellent ee (87%).

Pd(OAc), (10 mol%) | A o

=N L1 (20 mol%) e o
"BuB(OH), 3 éq. . i o

‘ O Benzoquinone (0,5 éq.) O O \f

O\
Ag,0 (1 éq.), THF, 60°C ~(-)-Menthyl
124 125 L1

20 h
91%, 87% ee

Intermédiaire (Int1)

Schéma 82. La désymétrisation du diphényl(2-pyridyl)méthane par C-H activation.

- Le deuxieme exemple est un couplage Suzuki-Miyaura générant un composé a chiralité

axiale, développé en 2000 par Cammidge et Crépylzss] (2661 et

et plus tard par Lassaletta
d’autres chimistes.!?®”2% Cette réaction exploite 'activité catalytique des complexes de
palladium chiraux issus de bis-hydrazones dans le dioxane en présence de Cs,CO3; comme

base.
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0,
OO CAT (5 mol%) OO OMe
|OO + Cs,CO3 3 éq.
OMe > + (Rr128
Br B(OH), 1,4-dioxanne, 80°C

127 20 h

126 (S)-128
Ph
N// \\N Ph ) PQ Ph NMN <
C/N/ pd’_ N N~ NepgN =N N~ _Pd” TN
‘—PhPh “Ph Ph “Ph Ph
Ph Ph
CAT1 30% ee CAT2 65% ee CAT3 40% ee

Schéma 83. La réaction de Suzuki-Miyaura générant une symétrie axiale.

- Le troisieme exemple concerne la synthése des cétones B-substituées a travers une
addition asymétrique des acides arylboroniques en position 4 des énones cycliques. Cette
réaction a été développée par Stoltz et ses collaborateurs et a abouti a de bons rendements

et de bon ee (>78%) via I'utilisation de ligands chiraux de type pyridinooxazoline.!?’%%"%

ligand (6 mol%)
Q/ . @ Pd(OCOCF), qO
DCE, 60°C, 12 h
o)
131

o] B(OH),
129 130

OMe CF,4
B B [
= _
vl e s I
N / N—/ N—/
“Bu “tgy "By
Ligand 1 Ligand 2 Ligand 3
99% 96% 99%
93% ee 78% ee 81% ee

Schéma 84. L’utilisation de pyridinooxazolines comme ligands chiraux dans I’accés aux cétones
asymétriques.

Dans le cas de ce dernier exemple, la réaction pourrait étre élargie en cas de succes a la
génération des dérivés de la chromanone 134 au départ de chromones diversement

substituées afin de coller au plus prés des thématiques du laboratoire.
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R
R CBSPd | x @
| | + —_— >
solvant
(0] B(OH), (0]
134

132 133

Schéma 85. L’accés aux chromanones énantiomériquement pures.

Enfin pour revenir a la problématique qui nous a incitée au départ a s’orienter vers
cette plante, je dirai que nos travaux ont permis d’éclaircir les zones d’ombres autour de la
toxicité de Cienfuegosia digitata pour le bétail. En effet, on peut considérer que I'origine de
la toxicité de cette plante est sa production importante de gossypol comme phytoalexine
permettant a la plante de se défendre contre les pathogénes. Le gossypol malgré son effet
néfaste sur le bétail, possede des activités biologiques trés intéressantes comme les activités
anticancéreuses. D’ailleurs, il est actuellement en essai clinique de phase llb pour la lutte

contre le cancer de la prostate.
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EXPERIMENTAL SECTION
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Extraction and isolation of gossypol

The plant material (20 g of ground roots) was extracted using Soxhlet apparatus with
200 mL of petroleum ether under reflux. After 7 h of extraction time, approximately four-
fifths of the obtained extract was evaporated under vacuum. The remaining petroleum ether
extract was cooled down in the fridge, leading to the precipitation of 10 mg of gossypol.

Compound 1

1,1',6,6',7,7'-hexahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-
8,8'-dicarbaldehyde (1)

Yellow solid

'H NMR (300 MHz, CDCl3): & 15.18 (s, 2H, 7—OH), 11.13 (s, 2H, =CH-11), 7.79 (s, 2H, CH—4),
6.43 (s, 2H, 6-OH), 5.83 (s, 2H, 1-OH), 3.90 (m, 2H, CH-12), 2.16 (s, 6H, CH3~15), 1.55 (d, J =
7 Hz, 6H, CH-14), 1.55 (d, J = 7 Hz, 6H, CH—13).

3¢ NMR (75 MHz, CDCl5): 8¢ 199.3 (€y1), 156.1 (C;), 150.4 (C;), 143.5 (Cg), 134.1 (Cs), 133.7
(C3), 129.7 (C10), 118.2 (C4), 115.7 (C3), 114.6 (Co), 111.8 (Cs), 27.9 (C12), 20.3 (C14), 20.3 (C13),
20.2 (Cys).
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Dianilinogossypol semi-synthesis

To 200 mL of ether was added the corresponding aniline (10 eq.). After assembling
the Soxhlet system with 20 g of ground roots in the cartridge, the device was heated at
reflux for 7 h. Compound (76) was obtained by filtration after cooling down the system

successively first to room temperature and then to 10°C.

Compound 76

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis((phenylamino)
methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

19

18 18
17 17

Yellow solid
Yield: 100%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): &, 14.94 (d, J = 10.5 Hz, 2NH), 10.20 (d, J = 11.4 Hz, 2H, =CH-11),
7.91 (s, 2H, 6-OH), 7.66 (s, 2H, CH—4), 7.47 — 7.28 (m, 8H, CHa~17, 17’ & CHa~18, 18’), 7.20
(t,J = 7.2 Hz, 2H, CHa~19), 5.81 (s, 2H, 1-OH), 3.76 (hept, J = 6.9 Hz, 2H, CH-12), 2.18 (s, 6H,
CH3~15), 1.58 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CHy~13), 1.57 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~14).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 174.4 (C5), 154.2 (Cy1), 149.4 (C;), 147.0 (Cg), 139.5 (Cz6), 132.8
(C3), 129.9 (C15 & Cig), 129.8 (C10), 128.8 (Cs), 125.9 (C1o), 118.7 (C4), 118.2 (€17 & C17), 116.3
(C2), 114.5 (Cy), 105.1 (Cg), 27.6 (C12), 20.3 (C13), 20.2 (C1a), 20.1 (Cys).

R¢ = 0.28, eluent (ethyl acetate/cyclohexane 1:9)

MP = 259-260°C

IR (vmax/cm'l): 2920, 1614, 1585, 1519, 1486, 1322, 1271.

HRMS (ESI*): calculated for C4;Ha1N20g [M+H]" 669.2965, found 669.2978

Quantification of gossypol extracted in 7h of extraction and reaction time
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UV spectrophotometry was used for quantitative analysis of dianilinogossypol (76) in
the dry residue after the SECheM methodology and consequently the determination of
the amount of gossypol extracted during 7 h of extraction and reaction time. For this
purpose, six different concentrations of pure dianilinogossypol solution were used as

standard in order to plot the calibration curve (Tableau 15).

The absorbance value was plotted versus concentration for prepared standard
dianilinogossypol solutions leading to the calibration graph (Equation of the line:
y=0.2337x-0.0022). Therefore, unknown concentration for dianilinogossypol obtained by
SEChEM methodology can be found through its absorbance and the line equation.
Taking into account the dilution we can deduce mother liquor concentration and the
weight of the dianilinogossypol versus amount of taken solution. Finally, from
dianilinogossypol weight, gossypol mass can be easily calculated as quantitative

chemical transformation was observed.

Concentration (x10°°) mol/L Absorbance at 451.5 nm
0.912 0.131
2.280 0.641
4.560 1.039
6.840 1.589
7.296 1.711
10.944 2.548

Tableau 15. Absorbance (at 451.5 nm) values of calibrating solutions at different concentrations.
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2 y=0.2337x - 0.0022
R?=0.9947
1 /

0,5

Absorbance
=
(9]

O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentration (x10°mol/L)

Graph 2. Calibration graph

The SECheM applied to aniline led to 416.4 mg of dried ether extract. The sample was
prepared by dissolving 22 mg of this dried extract in 1 mL of dichloromethane. This mother
liguor was diluted 200 times in ethanol. Finally, the absorbance of the latter diluted solution
was recorded at 451.5 nm. Absorbance measured for diluted solution = 1.016.
Calculation of gossypol mass extracted for 7 h of extraction and reaction time
With the line equation (graph 2), concentration of the diluted solution can be calculated
y=0.2337x - 0.0022 = 1.016
x=1.016 + 0.0022/0.2337 = 4.356867 x10™ mol/L

From this value we deduced concentration in the mother liquor by taking into consideration
the dilution factor (200 x 4.356867 x10™ mol/L = 8.713 x10~ mol/L)
We therefore calculated the weight of dianilinogossypol in 1 ml of mother liquor

m=CVM= 8.713. 10> x10x 668.5 = 0.585606 x10~ = 5.8246 mg
Therefore, 5.8246 mg of dianilinogossypol was present in the mother liquor (= 22 mg of
ether extract). From this, we calculated that 110.24 mg of pure dianilinogossypol is
contained in 416.4 mg of dried ether extract. Finally, we accessed gossypol mass extracted
for 7 h as quantitative transformation was obtained with aniline (gossypol MW=518.5
g/mol; dianilinogossypol MW=668.5 g/molL).
Mass of gossypol extracted in 7 h = 85.50 mg
Extracted yield of gossypol = 0.855/20 = 0.43%
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Gossypol derivatives semi-synthesis

To 200 mL of ether was added the corresponding amine (3.5 to 10 eq.). After
assembling the Soxhlet system with 20 g of ground roots in the cartridge (34 x 37 x 130 mm),
the device was heated at reflux for 7 h. Compound (76) was obtained by filtration after
cooling down the system successively first to room temperature and then to 10°C. For other
compounds (77a-w & 78a-b), a pre-filtration process over column chromatography was

performed before crystallization and filtration of desired semi-synthetic products.
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Compound 77a

(82,8'2)-1,1',6,6'"-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-8,8'-bis(((4-methoxyphenyl)amino)
methylene)-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8 H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 93%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 84 15.01 (d, J = 12.0 Hz, 2NH), 10.20 (d, J = 12.0 Hz, 2H, =CH-11),
7.93 (s, 2H, 6-OH), 7.65 (s, 2H, CH—4), 7.26 (d, J = 9.0 Hz, 4H, CHa~17, 17’ & CHa~18, 18)),
6.90 (d, J = 9.0 Hz, 4H, CHa~17, 17’ & CHa~18, 18°), 5.80 (s, 2H, 1-OH), 3.81 (s, 6H, CH3~20),
3.76 (hept, J = 6.9 Hz, 2H, CH-12), 2.17 (s, 6H, CH3~15), 1.58 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CHs~13), 1.56
(d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~14).

3¢ NMR (75 MHz, CDCl3): 8¢ 173.4 (C5), 157.9 (C19), 154.4 (C11), 149.3 (C;), 147.0 (Co), 132.8,
132.5 (C3), 129.5 (C10), 128.3 (Cs), 119.6* (C17& C1s), 118.6 (C4), 116.1 (C,), 115.1* (C1»& C1g),
114.5 (Cy), 104.7 (Cg), 55.6 (Ca0), 27.5 (C12), 20.4 (C13), 20.3 (C14), 20.1 (C15).

R¢ = 0.5, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 7:3)
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Compound 77b

(82,8'2)-8,8'-bis(((3,4-dimethoxyphenyl)amino)methylene)-1,1',6,6'-tetrahydroxy
-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

22
-
(0]

19
0.20
d 18

21 17

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 86%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 84 15.09 (d, J = 12.2 Hz, 2NH), 10.11 (d, J = 12.0 Hz, 2H, =CH-11),
7.91 (s, 2H, 6-OH), 7.65 (s, 2H, CH—4), 6.91-6.80 (M, 6H, CHa~17, CHa~18, CHa~21), 5.98 (d,
J=8.1Hz, 2H, 1-OH), 3.89 (s, 6H, OCH3~22), 3.87 (s, 6H, OCH3-23), 3.73 (hept, J = 6.9 Hz, 2H,
CH-12), 2.18 (s, 6H, CH3~15), 1.56 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~13), 1.55 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~14).

3¢ NMR (75 MHz, CDCl3): 8¢ 173.4 (C), 154.2 (C11), 150.0 (Cz0), 149.4 (C;), 147.6 (Cyo), 147.0
(Cs), 133.0 (Cy6), 132.6 (C3), 129.5 (C10), 128.4 (Cs), 118.5 (C4), 116.3 (C,), 114.5 (Cy), 111.9
(C1s), 110.0 (C17), 104.8 (Cg), 102.7 (C31), 56.2 (C22 & C33), 27.6 (C12), 20.4 (Cy3), 20.3 (C14), 20.2
(Cis).

R¢ = 0.26, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 7:3).
MP = 258-260°C.
IR (Vmax / €M 3): 1613, 1594, 1512, 1318, 12665.

HRMS (ESI*): calculated for C4gH49N,010 [M+H]* 789.3387, found 789.3406.
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Compound 77c

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis(((2-(prop-1-en-2-yl)
phenyl)amino)methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 90%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 84 14.81 (d, J = 12.3 Hz, 2NH), 10.18 (d, J = 12.3 Hz, 2H, =CH-11),
7.93 (s, 2H, 6-OH), 7.64 (s, 2H, CH—4), 7.38 (dd, J = 7.4, 2.1 Hz, 2H, CHx~20), 7.30 — 7.12 (m,
8H, (CHa~17, CHa~18, CHa~19), 5.76 (s, 2H, 1-OH), 5.57 (m, 2H, =CH,~23), 5.23 (s, 2H,
=CHy—23), 3.75 (hept, J = 6.9, 2H, CH-12), 2.18 (s, 6H, CH3—24), 2.17 (s, 6H, CH3~15), 1.57 (d, J
= 6.9 Hz, 6H, CH3~13), 1.56 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~14).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 174.4 (C;), 154.0 (Cy1), 149.3 (Cy), 147.1 (Cs), 141.8 (C22), 136.7
(C16), 135.8 (C21), 132.6 (C3), 129.8 (C10), 129.2 (C1s), 128.4 (Czp), 128.3 (Cs), 125.6 (Cy9), 118.7
(C4), 118.2 (C33), 116.6 (C17), 116.2 (C5), 114.5 (Cy), 105.3 (Cg), 27.5 (C12), 24.0 (C24), 20.3 (C13),
20.3 (Cy4), 20.1 (Cys).

R = 0.32, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 9.5:0.5).
MP =219-221°C.
IR (Vmax / cm™Y): 2922, 1610, 1594, 1336, 1236.

HRMS (ESI®): calculated for CagHagN,0g [M+H]* 749.3591, found 749.3588.
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Compound 77d

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis(((2-phenoxyphenyl)
amino)methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

24 19
25 23 20 18
26 22 17
27 @) 21
AN on

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 73%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 84 14.93 (d, J = 12.3 Hz, 2NH), 10.23 (d, J = 12.3 Hz, 2H, =CH-11),
7.89 (s, 2H, 6-OH), 7.63 (s, 2H, CH—4), 7.46 (m, 2H, CHp,), 7.41 — 7.34 (m, 4H, CH,,), 7.18 —
7.12 (m, 6H, CHa,), 7.08 (m, 4H, CH,,), 6.95 (m, 2H, CHy,), 5.90 (s, 2H, 1-OH), 3.73 (hept, J =
6.9 Hz, 2H, CH-12), 2.18 (s, 6H, CH3~15), 1.57 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~13), 1.56 (d, J = 6.9 Hz,
6H, CH3—14).

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 174.7 (C5), 156.3 (Car), 152.5 (C11), 149.5 (Cy), 147.5 (Car), 147.1
(Cs), 132.8 (C3), 131.1 (Car), 129.9 (x2 CHa,), 129.8 (C10), 128.4 (Cs), 125.8 (CHa,), 124.1 (CHa,),
124.0 (CHap), 119.2 (x2 CHp,), 118.9 (CHa,), 118.6 (C4), 116.4 (CHa,), 116.3 (C,), 114.4 (Co),
105.6 (Cg), 27.5 (C12), 20.3 (C13), 20.2 (C14), 20.1 (Cy5).

R¢ = 0.36, eluent (cyclohexane / ethyl acetate 9:1).
MP =198-199°C.
IR (Vmax / cm'l): 2924, 1599, 1582, 1487, 1336, 1240.

HRMS (ESI*): calculated for CsaHagN,Og [M+H]" 853.3483, found 853.3489.
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Compound 77e

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis(((2-(phenylamino)phenyl)
amino)methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 72%

'H NMR (300 MHz, CDCl): & 15.09 (d, J = 11.8 Hz, 2NH—CH=), 10.17 (d, J = 11.8 Hz, 2H, =CH-
11), 7.87 (s, 2H, 6-OH), 7.64 (s, 2H, CH—4), 7.41 — 7.33 (m, 4H, CHa,), 7.26 (m, 4H, CHp,), 7.14
—6.92 (m, 10H, CHa,), 5.85 (s, 2H, 1-OH), 5.59 (s, 2NH), 3.74 (hept, J = 6.9 Hz, 2H, CH-12),
2.18 (s, 6H, CH3~15), 1.56 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~13), 1.54 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~14)

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 174.0 (C;), 154.4 (Cy1), 149.4 (Cy), 147.0 (Co), 143.5 (Ca1), 134.4
(C22), 132.8 (C3), 132.6 (Cy6), 129.7 (CHa,), 2 x 129.4 (CH,,), 128.6 (Cs), 126.5 (CHa,), 123.8
(C1s), 121.8 (CHa,), 121.3 (CHa,), 118.6 (C4), 2 X 117.8 (CHa,), 117.7 (CHp,), 116.3(C), 114.4
(Co), 105.7 (Cg), 27.6 (€12), 20.3 (C13), 20.2 (C14), 20.1 (Cys).

R¢ = 0.5, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
MP = 227-229°C.
IR (Vmax / CM2): 2924, 1613, 1586, 1494, 1352, 1238.

HRMS (ESI*): calculated for CsaHs1N4Og [M+H]" 851.3809, found 851.3803.
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Compound 77f

(82,8'2)-8,8'-bis(((2-benzoylphenyl)amino)methylene)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl
-3,3'-dimethyl-[2,2"-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 70%

'H NMR (300 MHz, CDCl5): &, 14.98 (d, J = 12.6 Hz, 2H, 2NH), 10.18 (d, J = 12.6 Hz, 2H, =CH—
11), 7.98 (s, 2H, 6-OH), 7.85 (s, 2H, CH-4), 7.83 (m, 2H, CH,,), 7.63 — 7.45 (m, 14H, CHy,),
7.19 (td, J = 7.4, 1.3 Hz, 2H, CHy,), 5.82 (m, 2H, 1-OH), 3.70 (hept, J = 6.9 Hz, 2H, CH-12),
2.17 (s, 6H, CH3~15), 1.55 (d, J = 6.9 Hz, 6H CH3~13), 1.53 (d, J = 6.9 Hz, 6H CH5—14).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): 8¢ 196.5 (C22), 175.6 (C5), 152.5 (Cy1), 149.5 (Cy), 147.2 (Ce), 141.1
(Car), 137.9 (Car), 133.5 (CHa,), 133.2 (C3), 133.0 (CHa,), 132.9 (CHar), 2 x 130.4 (CHp,), 128.7
(Cs), 2 x 128.3 (CHp,), 126.7 (Cay), 123.7 (CHay), 118.9 (C4), 117.7 (CHa), 2 X 116.5 (C23 & C21),
114.4 (Cy), 106.6 (Cg), 27.5 (C12), 20.3 (Cy3), 20.2 (C14), 20.1(Cys).

R¢ = 0.23, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
MP =172-174°C.
IR (vmax/cm'l): 2923, 1606, 1588, 1336, 1477, 1244.

HRMS (ESI*): calculated for CsgHagN2Og [M+H]" 877.3489, found 877.3481.
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Compound 77g

(82,8'2)-8,8'-bis(((2-(tert-butyl)phenyl)amino)methylene)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-
diisopropyl-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 59%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 84 15.13 (d, J = 11.8 Hz, 2NH), 10.02 (d, J = 11.8 Hz, 2H, =CH-11),
7.97 (s, 2H, 6-OH), 7.64 (s, 2H, CH—4), 7.50 — 7.44 (m, 2H, CHa~17), 7.23 (m, 6H, CHa~18,
CHa—~19, CHa—20), 5.70 (s, 2H, 1-OH), 3.77 (hept, J = 6.9 Hz, 2H, CH-12), 2.17 (s, 6H, CHs—
15), 1.58 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~13), 1.57 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~14), 1.56 (s, 18H, 3x (CHs—
23)).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 173.7 (C), 157.2 (C11), 149.3 (C;), 147.1 (Cs), 142.0 (Caz), 139.2
(C16), 132.5 (C3), 129.6 (C1p), 128.4 (Cs), 127.6 (C1s), 127.0 (Ca20), 126.7 (C19), 122.1 (Cy17), 118.5
(C4), 116.1 (C3), 114.6 (Cg), 105.3 (Cs), 34.8 (C22), 3 x 30.4 (CH3-23), 27.5 (C12), 20.3 (C13), 20.2
(C14), 20.1 (Cys5).

R¢ = 0.60, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
MP =172-174°C.
IR (Vmax / CM2): 2924, 1609, 1594, 1483, 1335, 1243.

HRMS (ESI*): calculated for CsoHs7N2Og [M+H]" 781.4217, found 781.4203.
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Compound 77k

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8"-bis(((4-methylbenzyl)
amino)methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 94%

'H NMR (300 MHz, CDCls): &y 13.59 (m, 2NH), 9.75 (d, J = 12.3 Hz, 2H, =CH-11), 7.99 (s, 2H,
6—0H), 7.62 (s, 2H, CH—4), 7.20 — 7.17 (m, 8H, CHa~19, 19’ & CHa~18, 18’), 5.60 (s, 2H, 1—
OH), 4.65 (d, J = 5.4 Hz, 4H, CH,~16), 3.73 (hept, J = 6.9 Hz, 2H, CH3—~12), 2.35 (s, 6H, CH3-21),
2.14 (s, 6H, CH3~15), 1.55 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~14), 1.54 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~13)

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.9 (C5), 162.8 (Cy1), 149.0 (C;), 147.1 (Cq), 138.0 (C17), 133.2
(C20), 131.9 (C3), 2 x 129.7 (€10 & C1o), 129.0 (C10), 127.4 (Cs), 2 X 127.3 (C15 & C1g7), 118.2 (Ca),
115.7 (Cz), 114.7 (Cs), 103.4 (Cg), 54.3 (C16), 27.4 (C12), 21.1 (C21), 20.4 (Cy3), 20.3 (C14), 20.1
(C1s).

R¢ = 0.35, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
MP = 233-235°C.
IR (Vmax / cm™): 2923, 1610, 1488, 1363, 1336, 1220.

HRMS (ESI*): calculated for CagHagN,Og [M+H]* 725.3591, found 725.3590.
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Compound 77|

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis(((2,4,6-trimethylbenzyl)
amino)methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 41%

'H NMR (300 MHz, CDCls): &y 13.54 (m, 2NH), 9.66 (d, J = 12.6 Hz, 2H, =CH-11), 7.96 (s, 2H,
6—0H), 7.60 (s, 2H, CH—4), 6.90 (s, 4H, CHa~19 & 19’), 5.56 (s, 2H, 1-OH), 4.70 (d, J = 4.4 Hz,
4H, CH»~16), 3.72 (hept, J = 6.9 Hz, 2H, CH>~12), 2.39 (s, 12H, CHz-22 & 22’), 2.26 (s, 6H,
CH3-21), 2.10 (s, 6H, CH3~15), 1.55 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~14), 1.54 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CHs—
13).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.4 (C), 162.1 (C11), 149.0 (C;), 147.2 (Cs), 138.3 (Cy), 137.1
(C17), 131.7 (C3), 3 x 129.6 (C1, C1o- & C1g), 128.9 (Cyg), 128.8 (C1g), 127.1 (Cs), 118.1 (Ca),
115.7 (Cz), 114.7 (Co), 103.2 (Cs), 48.0 (C16), 27.4 (C12), 20.9 (Cz1), 20.4 (C13), 20.3 (C14), 20.0
(C15), 2 X 19.8 (C22 & C22).

R¢ = 0.5, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)
MP = 202-204°C.
IR (Vmax / cm'l): 2922, 1613, 1487, 1364, 1212.

HRMS (ESI®): calculated for CsoHs7N,0g [M+H]* 781.4217, found 781.4205.
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Compound 77m

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis(((naphthalen-1-
ylmethyl)amino)methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 48%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 64 13.77 (m, 2NH), 9.81 (d, J = 12.3 Hz, 2H, =CH—11), 8.00 — 7.83
(m, 8H, 6-~OH & CHp,), 7.62 — 7.43 (m, 10H, CH-4 & (CHa,), 5.58 (s, 2H, 1-OH), 5.13 (d, J = 5.0
Hz, 4H, CH»~16), 3.72 (hept, J = 6.9 Hz, 2H, CH3~12), 2.11 (s, 6H, CH3~15), 1.55 (d, J = 6.9 Hz,
6H, CH3~14), 1.54 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CHy~13)

B3C NMR (75 MHz, CDCl3): 8¢ 173.1 (C;), 163.0 (C11), 149.0 (Cy), 147.1 (Cs), 133.8 (Car), 132.0
(Cas), 131.8 (C3), 130.7 (Cas), 2 x 129.1 (CHa,), 129.0 (Cio), 127.6 (Cs), 127.0 (CHa,), 126.2
(CHa,), 125.8 (CHar), 125.5 (CHa,), 122.4 (CHa,), 118.2 (Ca), 115.8 (C5), 114.6 (Co), 103.6 (Cg),
52.1 (Cz6), 27.4 (C12), 20.4 (Ci3), 20.3 (Cia), 20.1 (Cys).

R¢ = 0.33, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
MP = 248-250°C.
IR (Vmax / cm'l): 2922, 1610, 1490, 1313, 1243.

HRMS (ESI®): calculated for Cs;HagN,0g [M+H]* 797.3591, found 797.3585.
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Compound 77n

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis((((1-methyl-1H-indol-3-
yl)methyl)amino)methylene)-[2,2'-binaphthalenel-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 66%

'H NMR (300 MHz, CDCls): &y 13.55 (m, 2NH), 9.86 (d, J = 12.6 Hz, 2H, =CH-11), 8.00 (s, 2H,
6—OH), 7.62 (s, 2H, CH—4), 7.59 (dd, J = 7.8, 1.2 Hz, 2H, CHa—~22), 7.36 — 7.30 (dd, J = 8.1, 1.2
Hz, 2H, CHa~19), 7.27 — 7.21 (ddd, J = 8.1, 6.8, 1.2 Hz, 2H, CHa~20), 7.13 (ddd, J = 8.1, 6.8,
1.2 Hz, 2H, CHa~21), 7.08 (s, 2H, =CH-18), 5.63 (s, 2H, 1-OH), 4.86 (d, J = 4.8 Hz, 4H, CH,—
16), 3.77 (s, 6H, CH3-25), 3.76 (hept, J = 6.9 Hz, 2H, CH3~12), 2.13 (s, 6H, CH>~15), 1.55 (d, J =
6.9 Hz, 6H, CH;—14), 1.54 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~13)

13C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.6 (C), 162.4 (C11), 149.0 (Cy), 147.2 (Cs), 137.3 (Caa), 131.7
(Cs), 128.9 (Cio), 127.8 (C1g), 127.1 (Cs), 126.6 (Cz3), 122.3 (Ca), 119.8 (C21), 118.5 (Cz2),
118.1(C4), 115.7 (C,), 114.8 (Cs), 109.6 (C10), 109.4 (C17), 103.2 (Cs), 46.1 (C16), 32.9 (Ca5), 27.4
(C12), 20.4(C13), 20.3 (C14), 20.1 (Cys).

R¢ = 0.30, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
MP = 252-254°C.
IR (Vmax / cm'l): 2926, 1608, 1487, 1329, 1241.

HRMS (ESI®): calculated for CsoHs1N4Og [M+H]* 803.3809, found 803.3807.
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Compound 770

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-8,8'-bis(((4-methoxybenzyl)amino)
methylene)-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 56%

'H NMR (300 MHz, CDCls): &y 13.56 (m, 2NH), 9.74 (d, J = 12.6 Hz, 2H, =CH-11), 7.98 (s, 2H,
6—OH), 7.62 (s, 2H, CH—4), 7.24 (d, J = 8.7 Hz, 4H, (CHa—~18 & CHa~18’), 6.90 (d, J = 8.7 Hz,
4H, CHa~19 & CHa~19)), 5.59 (s, 2H, 1-OH), 4.62 (d, J = 5.5 Hz, 4H, CH»~16), 3.81 (s, 6H,
OCH3-23), 3.73 (hept, J = 6.9 Hz, 2H, CH3~12), 2.13 (s, 6H, CH3~15), 1.55 (d, J = 6.9 Hz, 6H,
CH3~13), 1.54 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CHz—14).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.9 (C5), 162.7 (Cy1), 159.5 (Ca0), 149.0 (C;), 147.1 (Cs), 131.9
(C3), 129.0 (C10), 2 X 128.8 (C15 & C1g7), 128.2 (C17), 127.4 (C5), 118.2 (C4), 115.7 (C2), 114.7 (Co),
2 x 114.4 (C19 & Cy9), 103.3 (Cg), 55.3 (C23), 54.0 (C15), 27.4 (C12), 20.4 (Cy3), 20.3 (C1a), 20.1
(Cis).

R¢ = 0.45, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 7:3).
MP = 269-271°C.
IR (Vmax / CM3): 2929, 1604, 1509, 1488, 1347, 1233.

HRMS (ESI*): calculated for CagHagN,Og [M+H]* 757.3489, found 757.3477.
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Compound 77p

(82,8'2)-8,8'-bis(((4-fluorobenzyl)amino)methylene)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-
diisopropyl-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8 H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 67%

'H NMR (300 MHz, CDCls): &y 13.60 (m, 2NH), 9.73 (d, J = 12.3 Hz, 2H, =CH-11), 7.95 (s, 2H,
6—OH), 7.62 (s, 2H, CH—4), 7.33 = 7.27 (m, 4H, CHa~18 & CH~18’), 7.10 — 7.04 (m, 4H, CHa—
19 & CHa~19’), 5.59 (s, 2H, 1-OH), 4.65 (d, J = 5.3 Hz, 4H, CH»~16), 3.75 (hept, J = 6.9 Hz, 2H,
CH3-12), 2.14 (s, 6H, CH3~15), 1.55 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CHs~14), 1.54 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CHs—
13).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 173.2 (C), 164.2 (Ca), 162.8 (C11), 160.9 (C17), 149.0 (Cy), 147.1
(Cs), 132.0 (C3), 129.2 (C1g), 129.1 (C1g), 129.0 (C10), 127.7 (Cs), 118.3 (Ca), 116.2 (C19), 115.9
(C19/), 115.8 (C5), 114.5 (C5), 103.5 (Cg), 53.7 (C6), 27.5 (C12), 20.4 (Ci3), 20.3 (C1a), 20.1 (Cys).

R¢ = 0.20, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
MP = 259-261°C.
IR (Vmax / €M 2): 2944, 1610, 1508, 1486, 1310, 1240.

HRMS (ESI*): calculated for CasHasF2N,0g [M+H]* 733.3089, found 733.3088.
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Compound 77¢q

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis(((4-methylphenethyl)
amino)methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane / ethyl acetate 8:2)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 79%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 84 13.40 (m, 2NH), 9.54 (d, J = 12.6 Hz, 2H, =CH-11), 8.02 (s, 2H,
6—OH), 7.60 (s, 2H, CH—4), 7.13 — 7.06 (m, 8H, CHa~19, 19’ & CHa~20, 20’), 5.48 (s, 2H, 1—
OH), 3.81 — 3.64 (m, 6H, CH3~12 & CH»~16), 2.97 (t, J = 7.2 Hz, 4H, CH»~17), 2.30 (s, 6H, CHx—
22),2.11 (s, 6H, CH3~15), 1.56 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~14), 1.54 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~13).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.7 (C7), 162.8 (C11), 148.9 (C;), 147.1 (Cs), 136.5 (C2z), 134.3
(C15), 131.7 (C3), 2 X 129.5 (C20 & Ca0), 128.9 (C10), 2 X 128.6 (C19 & C1o7), 127.2 (Cs5), 118.1 (Ca),
115.6 (Cz), 114.6 (Cy), 103.1 (Cg), 52.3 (C1q), 36.9 (C17), 27.4 (Cy12), 21.0 (C52), 20.4 (Cy3), 20.3
(C14), 20.0(C15).

R¢ = 0.5, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
MP = 243-245°C.
IR (Vmax / cm'l): 2922, 1610, 1488, 1335, 1241.

HRMS (ESI*): calculated for CagHs3N,0g [M+H]* 753.3904, found 753.3903.
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Compound 77r

(82,8'2)-8,8'-bis(((2-(1H-indol-3-yl)ethyl)amino)methylene)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-
diisopropyl-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 87%

'H NMR (300 MHz, CDCl5): 64 13.30 (br, 2NH=CH—11), 9.38 (d, J = 8.7 Hz, 2H, =CH-11), 8.06
(br, 2H, 2NH), 7.98 (s, 2H, 6-OH), 7.59 (s, 2H, CH—4), 7.58 — 7.54 (m, 2H, CHa~23), 7.19 (m,
2H, CHa~20), 6.90 - 7.03 (m, 4H, CHa~21 & CHa~22), 7.00 (s, 2H, CHa~19), 5.19 (s, 2H, 1-
OH), 3.84 - 3.70 (m, 6H, CH-12 & CH»~16), 3.16 (t, J = 6.7 Hz, 4H, CH,~17), 2.09 (s, 6H, CHs—
15), 1.57 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH>—14), 1.56 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~13).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.5 (C;), 163.1 (C11), 148.7 (Cy), 147.1 (Cs), 136.4 (C25), 131.6
(Cs3), 128.8 (Cip), 127.2 (Cs5), 126.9(C24), 123.0 (C19), 122.2 (C21), 119.6 (C22), 118.4 (C;3), 118.0
(C4), 115.6 (C»), 114.7 (Cs), 111.3 (C1g), 111.2 (C20), 103.0 (Cs), 50.7 (C15), 27.4 (C12), 27.0 (C17),
20.5 (C13), 20.4 (C14), 20.0 (Cys).

R¢ = 0.36, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 7:3).
MP = 128-130°C.
IR (vmax/cm'l): 2925, 1615, 1490, 1314, 1228.

HRMS (ESI*): calculated for CsoHs1N4Og [M+H]™ 803.3809, found 803.3799.
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Compound 77s

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-8,8'-bis(((4-methoxybenzyl)amino)
methylene)-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 77%

'H NMR (300 MHz, CDCls): &, 13.38 (m, 2NH), 9.54 (d, J = 12.3 Hz, 2H, =CH-11), 8.02 (s, 2H,
6—OH), 7.60 (s, 2H, CH—4), 7.12 (d, J = 8.7 Hz, 4H, CHa~20 & CHa~20")), 6.84 (d, J = 8.7 Hz,
4H, CHa—19 & CHa—19'), 5.50 (s, 2H, 1-OH), 3.85 — 3.62 (m, 6H, CH3~12 & CH,~16), 3.75 (s,
6H, OCH3~22), 2.96 (t, J = 7.2 Hz, 4H, CH,~17), 2.11 (s, 6H, CH3—15), 1.56 (d, J = 6.9 Hz, 6H,
CH3~13), 1.54 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CHz—14).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.7 (C;), 162.9 (C11), 158.5 (C21), 148.9 (Cy), 147.1 (Cg), 131.7
(C3), 2 X 129.8 (C19 & C1g7), 129.3 (Cig), 128.9 (C10), 127.2 (C5), 118.1 (C4), 115.6 (C5), 114.6 (Co),
2 x 114.2 (C20 & Ca0), 103.1 (Cg), 55.2 (C22), 52.5 (C16), 36.4 (C17), 27.4 (C12), 20.4 (Cy3), 20.3
(C14), 20.0 (C15).

R¢ = 0.46, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 7:3).
MP = 158-160°C.
IR (Vmax / cm'l): 2927, 1610, 1488, 1340, 1230.

HRMS (ESI®): calculated for CagHs3N,0g [M+H]* 785.3802, found 785.3801.
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Compound 78a

5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8"-bis((E)-(2-phenylhydrazono)methyl)-
[2,2'-binaphthalene]-1,1',6,6',7,7'-hexaol

Yellow orange obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)

followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 87%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 6H 13.85 (s, 2H, 7-OH), 9.64 (s, 2H, =CH-11), 7.75 (s, 2H, CH-4),
7.30 (M, 4H, CHa~18 & CHa~18’), 6.94 (M, 6H, CHa~17, CHa—17’ & CHa—19), 6.61 (s, 2H, 6—
OH), 5.64 (s, 2H, 1-OH), 3.92 (hept, J = 6.7 Hz, 2H, CH-12), 2.16 (s, 6H, CH3~15), 1.58 (d, J =
6.7 Hz, 6H, CH3~14), 1.58 (d, J = 6.7 Hz, 6H, CHs~13).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 150.5 (C;), 148.2 (C5), 145.6 (Cy1), 144.2 (Cs), 143.7 (C16), 132.6

(Cs), 2 x 130.2 (C13 & Cig), 129.6 (Ci0), 126.7 (Cs), 120.7 Ar(Cig), 117.7 (C4), 114.3 (Co), 113.9
(C), 2 x 112.5 (C17& C17), 108.0 (Cg), 27.0 (C12), 20.7 (C13), 20.6 (C1a), 20.4 (Cis).
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Separation of two gossypol’s atropisomers

For the separation of two gossypol’s atropisomers, we used the best conditions of
SECheM methodology (6 eq. of chiral amine and 7 h of reaction and extraction time). After 7
hours of extraction and reaction solvent was evaporated and the two diastereoisomeric
Schiff base derivatives are separated by column and they precipitated in cyclohexane.

Compound 83

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis((((S)-1-phenylethyl)
amino)methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 93%

'H NMR (300 MHz, CDCls): 8 13.75 (br s., 4NH), 9.67 (d, J = 8.4 Hz, 4H, =CH-11), 7.99 (br s.,
4H, 6-OH), 7.55 (s, 2H, CH—4), 7.55 (s, 2H, CHa~4), 7.37 — 7.16 (m, 20H, CHa—~19, 19’; CHa—
20, 20’ & CHa~21), 5.54 (br s, 4H, 1-OH), 4.67 (m, 4H, CH-17), 3.70 (m, 4H, CH-12), 2.07 (s,
6H, CH>—15), 2.04 (s, 6H, CH3~15), 1.68 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH~16), 1.66 (d, J = 6.9 Hz, 6H,
CH3-16), 1.50 (d, J = 6.9 Hz, 12H, CH3~14), 1.51 (d, J = 6.9 Hz, 12H, CH~13).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): 8¢ 172.8 (C,), 161.3 (Cyq), 149.0 (C;), 147.2 (Cq), 141.8 (Cy), 131.8
(C3), 2 x129.1 (C20 & Cz¢), 129.0 (C1p), 128.0 (C21), 127.5 (Cs5), 2 x 126.0 (C19 & C1o/), 118.2 (Cy),
115.8 (C,), 114.7 (Co), 103.4 (Cs), 59.8 (C17), 27.5 (Caz), 23.2 (Cig), 20.4 (Cys), 20.4 (Cza), 20.1
(Cis).

R¢ = 0.5, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
MP = 97-98°C.
IR (Vmax / cm™Y): 1606, 1492, 1238, 1170.

HRMS (ESI®): calculated for CagHagN,0g [M+H]* 725.3585, found 725.3585.

216



Manuscrit de thése-2018- Mohamed Vall SIDI BOUNE

Compound 84a

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-8,8'-bis((((S)-1-hydroxy-3-methylbutan-2-yl)amino)
methylene)-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 6:4)

followed by selective precipitation in cyclohexane.
Yield: 37%

'H NMR (300 MHz, CDCls): &y 13.42 (br s., 2NH), 9.67 (d, J = 5.4 Hz, 2H, =CH-11), 7.97 (br. s.,
2H, 6-OH), 7.59 (s, 2H, CHa~4), 5.59 (br. s., 2H, 1-OH), 3.86 — 3.68 (m, 6H, CH~16 & CH-12),
3.21-3.15 (m, 2H, CH-17), 2.10 (s, 6H, CHs—15), 2.00 (hept, J = 6.6 Hz, 2H, CH-18), 1.52 (d, J
= 7.0 Hz, 6H, CH3~13 ), 1.51 (d, J = 7.0 Hz, 6H, CHs~14 ), 0.99 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~19), 0.98
(d, J = 6.9 Hz, 6H, CH5-20).

BCNMR (75 MHz, CDCl3): 8¢ 172.5 (C7), 163.4 (C11), 149.0 (Cy), 147.1 (Cg), 131.9 (Cs), 128.9
(C10), 127.6 (Cs), 118.1 (C,), 115.8 (C,), 114.7 (Cs), 103.3 (Cs), 69.5 (C17), 63.6 (C16), 29.6 (Cig),
27.4 (€C12), 20.4 (C13), 20.3 (C14), 20.1 (C15), 19.7 (C19), 18.3 (C20).

R¢ = 0.40, éluent (cyclohexane/ethyl acetate 6:4).

MP = 150-151°C.

IR (Vmax / cm3): 1616, 1493, 1237, 1178.

HRMS (ESI*): calculated for CagHs,N20g [M+H]" 689.3796, found 689.3816.

Chiral HPLC: R;= 04, 96 min (de>98%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).

[a]o=-251 (c 0.0002 CH,Cl,).
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Compound 84b

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-8,8'-bis((((S)-1-hydroxy-3-methylbutan-2-yl)amino)
methylene)-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 5:5)

followed by selective precipitation in cyclohexane.
Yield: 23%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 8 13.35 (br s., 2NH), 9.65 (d, J = 5.4 Hz, 2H, =CH-11), 7.94 (br s.,
2H, 6-OH), 7.58 (s, 2H, CHa—4), 5.72 (br s., 2H, 1-OH), 3.82 — 3.63 (m, 6H, CH,~16 & CH-12),
3.15 (brs., 2H, CH-17), 2.11 (s, 6H, CH3~15), 1.98 — 1.91 (m, 2H, CH-18), 1.52 (d, J = 6.7 Hz,
6H, CHs~13), 1.50 (d, J = 6.7 Hz, 6H, CH3~14 ), 0.97 (d, J = 7.1 Hz, 6H, CH3~19), 0.95 (d, J = 7.1
Hz, 6H, CHx-20).

3¢ NMR (75 MHz, CDCl): 8¢ 172.4 (C;), 163.5 (C11), 149.0 (Cy), 147.1 (Ce), 131.9 (C3), 128.8
(C10), 127.6 (Cs), 118.1 (C4), 116.0 (C2), 114.8 (C5), 103.3 (Cs), 69.6 (C17), 63.6 (Cis), 29.5 (Cig),
27.4 (C13), 20.4 (Ci3), 20.3 (C1a), 20.1 (C15), 19.6 (C19), 18.2 (C20).

R¢ = 0.30, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 6:4).

MP = 154-155°C.

IR (Vmax / cm™Y): 1616, 1493, 1234, 1179.

HRMS (ESI*): calculated for CagHs,N20g [M+H]" 689.3796, found 689.3812.
Chiral HPLC: R;= 06, 04 min (de>97%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).

[a]o=+ 139 (c 0.0002 CH,Cly).
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Compound 85a

(82,8'2)-8,8"-bis((((1S,2S)-1,3-dihydroxy-1-phenylpropan-2-yl)Jamino)methylene)-
1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 6:4)

followed by selective precipitation in cyclohexane.
Yield: 32%

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 13.48 (br s., 2NH), 9.54 (br s., 2H, =CH-11), 7. 97 (br s., 2H, 6-
OH), 7.56 (s, 2H, CHa—~4), 7.23 (m, 6H, CHa—21, CHa—21’ & CHp—22), 7.18 — 7.13 (m, 4H,
CHa~20 & CHa—20’), 5.43 (br s., 2H, 1-OH), 3.92 — 3.41 (m, 6H, CH,~16, CH-12 & CH-17),
3.06 — 2.84 (m, 4H, CHy—-16 & CH-18), 2.07 (s, 6H, CHs—15), 1.52 (d, J = 7.2 Hz, 6H, CHs~13 ),
1.50 (d, J = 7.2 Hz, 6H, CHs—-14).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.8 (C7), 162.4 (C11), 148.9 (C1), 147.1 (C4), 136.9 (C19), 131.9
(C3), 2 X 129.2 (€20 & Ca0), 129.0 (C10), 2 X 128.8 (C21 & C217), 127.6 (C5), 126.9 (C22), 118.1 (Cy),
115.7 (Cz), 114.6 (Cy), 103.8 (Cg), 66.3 (C17), 64.5 (C16), 38.3 (Cig), 27.4 (C12), 20.4 (Cy3), 20.3
(C14), 20.0 (C1s).

R¢ = 0.40, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 6:4).

MP = 146-147°C.

IR (Vmax / cm™Y): 1609, 1492, 1235, 1171.

HRMS (ESI*): calculated for CagHsaN,019 [M+H]" 817.3695, found 817.3650.
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Compound 85b

(82,8'2)-8,8'-bis((((1S,2S)-1,3-dihydroxy-1-phenylpropan-2-yl)amino)methylene)-
1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

s 3

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 6:4)

followed by selective precipitation in cyclohexane.
Yield: 21%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): &y 13.32 (br s., 2NH), 9.43 (br s., 2H, =CH-11), 7.55 (s, 2H, CHa~
4), 7.18 (m, 6H, CHa—21, CHa~21" & CHa—22), 7.10 (m, 4H, CHa—20, CHa—20"), 3.75 — 3.55
(m, 6H, CH~16 & CH-12 & CH-17), 2.98 — 2.84 (m, 4H, CHy,—16 & CH-18), 2.05 (s, 6H, CHs—
15),1.52 (d, J = 7.4 Hz, 6H, CH3~13), 1.49 (d, J = 7.4 Hz, 6H, CH3-14).

13C NMR (75 MHz, CDCl3): 8¢ 172.5 (Cy), 162.7 (Cua), 148.9 (C1), 147.1 (Cs), 136.5 (Cig), 131.8
(Cs), 2 X 129.3 (Ca0 & Carr), 128.9 (C1o), 2 X 128.8 (Cz1 & Car), 127.7 (Cs), 126.9 (Cs2), 118.0 (Ca),
115.9 (), 114.7 (Cs), 103.3 (Cs), 64.7 (C17), 66.4 (Cg), 38.3 (Cis), 27.4 (C12), 20.4 (Ci3), 20.3
(C14), 20.0 (Cs5).

R¢ = 0.30, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 4:6).

MP = 142-143°C.

IR (Vmax / cm3): 1611, 1494, 1236, 1177.

HRMS (ESI): calculated for C4gHs,N,019 [M-H] 815.3549, found 815.3536.

[alo=+ 134 (c 0.0002 CH,Cl,).
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Compound 86

(82,8'2)-8,8'-bis((((R)-1-(benzyloxy)butan-2-yl)amino)methylene)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-
5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

s 24 B

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 6:4)

followed by selective precipitation in cyclohexane.
Yield: 74%

'H NMR (300 MHz, CDCls): &y 13.42 (br s., 4NH), 9.71 (d, J = 9.3 Hz, 4H, =CH-11), 8.05 (br s.,
4H, 6-OH), 7.60 (s, 4H, CHa—4), 7.29 — 7.11 (m, 20H, CHa—22, 22’; CHa~23, 23’ & CHa—24),
5.47 (s, 2H, 1-OH), 5.46 (s, 2H, 1-OH), 4.53 (d, J = 2.5 Hz, 4H, CH,~20), 4.51 (br s., 4H, CHy—
20), 3.76 (hept, J = 6.9 Hz, 2H, CH-12), 3.66 — 3.52 (m, 4H, CH,~19), 3.48 (br s., 4H, CH-18),
2.11 (s, 6H, CH3~15), 2.10 (s, 6H, CHs~15), 1.82 — 1.67 (m, 8H, CH~17), 1.56 (d, J = 6.9 Hz,
12H, CHs-13 ), 1.54 (d, J = 6.9 Hz, 12H, CH3~14 ), 1.00 — 0.95 (m, 12H, CH3~16).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.5 (C7), 162.7 (€11), 149.0 (C1), 147.2 (Cs), 137.6 (Cz1), 131.7
(Cs), 128.9 (C0), 2 X 128.3 (C23 & Ca3), 127.7 (C24), 2 X 127.6 (€22 & C52), 127.2 (C5), 118.1 (Cy),
115.7 (Cz), 114.9 (Cy), 103.1 (Cs), 73.4 (Cz0), 72.2 (C19), 62.6 (C1s), 27.4 (C12), 25.0 (Cy7), 20.4
(C13), 20.3 (C14), 20.0 (C15), 10.4 (Cg6).

R¢ = 0.30, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)

MP = 179-180°C
IR (Vmax / cm™Y): 1605, 1304, 1232, 1181.

HRMS (ESI®): calculated for Cs;HgoN,0g [M+H]* 841.4422, found 841.4451.
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Compound 87a

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-8,8'-bis((((R)-2-methoxy-1-phenylethyl)
amino)methylene)-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 9:1)

followed by selective precipitation in cyclohexane.
Yield: 40%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): & 13.93 (br s., 2NH), 9.67 (br s., 2H, =CH—11), 8.05 (br s., 2H, 6—
OH), 7.58 (s, 2H, CHa—4), 7.39 — 7.27 (m, 10H, CHa~19, 19’, CHz—20, 20’ & CHa—~21), 5.45 (br
s., 2H, 1-OH), 4.70 (d, J = 6.2 Hz, 2H, CH-17), 3.80-3,68 (m, 6H, CH,~16 & CH-12), 3.40 (s,
6H, CHs-22), 2.09 (s, 6H, CH3~15), 1.54 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~13 ), 1.52 (d, J = 6.9 Hz, 6H,
CHy-14).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 173.0 (C), 162.5 (C11), 149.0 (C1), 147.1 (Cg), 137.5 (C1g), 131.9
(C3), 129.1 (C10), 2 x 129.0 (C20 & Capr), 128.4 (Cz1), 127.5 (Cs), 2 X 126.8 (C19 & C1o), 118.1 (Cy),
115.7 (C3), 114.7 (Co), 103.6 (Cs), 76.0 (C16), 64.4 (CH-17), 59.4 (C22), 27.4 (C12), 20.4 (C13),
20.3 (€C14), 20.1 (Cy5).

R¢ = 0.30, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).

MP = 99-100°C.

IR (Vmax / cm™Y): 1606, 1493, 1236, 1182.

HRMS (ESI*): calculated for CagHs,N2Og [M+H]™ 785.3796, found 785.3790.

Chiral HPLC: R;= 06.867 min (de>99%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).

[alo=+ 377 (c 0.0002 CH,Cl;).
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Compound 87b

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-8,8'-bis((((R)-2-methoxy-1-phenylethyl)
amino)methylene)-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 7:3)

followed by selective precipitation in cyclohexane.
Yield: 31%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): &y 13.96 (br s., 2NH), 9.69 (br s., 2H, =CH-11), 7.56 (s, 2H, CHa~
4),7.42-7.29 (m, 10H, CHa— 19, 19’, CHa—20, 20’ & CHa~21), 5.48 (br s., 2H, 1-OH), 4.72 (t,
J = 6.3 Hz, 2H, CH-17), 3.76-3.65 (m, 6H, CH,~16 & CH-12), 3.41 (s, 6H, CH3-22), 2.05 (s, 6H,
CH3-15),1.53 (d, J = 7.2 Hz, 6H, CHs~13 ), 1.51 (d, J = 7.2 Hz, 6H, CHs~14 ).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.9 (C7), 162.5 (C11), 149.0 (C1), 147.2 (C5), 137.4 (C1s), 131.9
(C3), 2 x 129.1 (C20 & Cagr), 129.0 (C1p), 128.5 (Cz1), 127.5 (Cs), 2 x 126.9 (€19 & C1o), 118.1 (Ca),
115.7 (Cz), 114.7 (Co), 103.6 (Cg), 76.1 (C1g), 64.4 (C17), 59.4 (C22), 27.4 (C12), 20.4 (Cy3), 20.3
(C14), 20.0 (Cy5).

R¢ = 0.30, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 7:3).

Pf = 100-101°C.

IR (Vmax / cm™Y): 1607, 1493, 1236, 1182.

HRMS (ESI*): calculated for CagHs,N,Og [M+H]" 785.3796, found 785.3784.

Chiral HPLC: R;= 08.099 min (de>97%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).

[alo=- 302 (c 0.0002 CH,Cl;).
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Compound 88

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-8,8'-bis((((R)-2-hydroxypropyl)amino)methylene)-
5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 4:6)

followed by selective precipitation in cyclohexane.
Yield: 43%

RMN H (300 MHz, CDCls): 8 13.27 (br s., 4NH), 9.63 (br s., 4H, =CH-11), 7.93 (br s., 4H, 6-
OH), 7.57 (s, 4H, CHa—4), 5.70 (br s., 4H, 1-OH), 4.03 — 3.97 (m, 4H, CH-18), 3.71 (hept, J =
7.1 Hz, 4H, CH-12), 3.52 (dd, J = 13.3, 3.8 Hz, 4H, CH,~17), 3.33 (dd, J = 13.4, 7.4 Hz, 4H, CHy~
17),2.10 (s, 12H, CH3~15), 1.51 (d, J = 7.1 Hz, 12H, CH3~13), 1.53 (d, J = 7.1 Hz, 12H, CHs-14),
1.25-1.20 (m, 12H, CHs-19).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.7 (C;), 163.8 (Cy1), 149.0 (C4), 147.1 (Cs), 132.0 (C3), 128.9
(C10), 127.7 (Cs), 118.1 (C4), 115.9 (C,), 114.7 (Co), 103.4 (Cs), 67.0 (C1s), 57.7 (C17), 27.4 (C12),
20.6 (C19), 20.4 (Cy3), 20.3 (C14), 20.1 (C15),

R¢ = 0.30, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 3:7).
Pf = 145-146°C.
IR (Vmax / cm™Y): 1616, 1490, 1229, 1129.

HRMS (ESI*): calculated for C3gH4aN20g [M+H]" 633.3170, found 633.3165.
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Compound 89a

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-8,8'-bis((((S)-2-hydroxy-1-phenylethyl)amino)methylene)
-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 6:4)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 43%

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 13.94 (br s., 2NH), 9.69 (br s., 2H, =CH-11), 7. 96 (br s., 2H, 6-
OH), 7.57 (s, 2H, CHa—4), 7.36 — 7.27 (m, 10H, CHa~19, 19, CHa—~20, 20’ & CHa—21), 5.50 (br
s., 2H, 6-OH), 4.60 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH-17), 3.96 — 3.94 (m, 4H, CH,—16), 3.70 (Hept, J = 6.9
Hz, 2H, CH-12), 2.07 (s, 6H, CH3~15), 1.52 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~13 ), 1.51 (d, J = 6.9 Hz, 6H,
CHs-14).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.9 (C;), 162.7 (C11), 149.0 (Cy), 147.1 (Cs), 137.1 (C1g), 132.1
(C3), 2% 129.1 (C20 & Cagr), 129.1 (C10), 128.5 (Ca1), 128.0 (C5), 2 x 126.7 (C19 & C1s), 118.2 (Ca),
115.8 (C,), 114.6 (Cs), 103.8 (Cg), 66.5 (C17), 66.4 (C1g), 27.5 (C12), 20.3 (C13), 20.3 (C1a), 20.1

(Cis).

R¢ = 0.40, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 6:4)

MP =170-171°C

IR (Vmax / cm™Y): 1616, 1492, 1238, 1182.

HRMS (ESI*): calculated for CagHagN2Og [M+H]" 757,3483, found 757,3480.
Chiral HPLC: R;= 06.38 min (de>99%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).

[a]lp=- 401 (c 0.0002 CH,Cl,)
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Compound 89b

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-8,8'-bis((((S)-2-hydroxy-1-phenylethyl)amino)methylene)
-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-[2,2"-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 5:5)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 36%

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 13.86 (br s., 2NH), 9.73 (br s., 2H, =CH-11), 7. 86 (br s., 2H, 6—
OH), 7.53 (s, 2H, CHa—4), 7.38 — 7.24 (m, 8H, CHa— 19, 19’ & CHa~20, 20’ & CHa—21), 4.54
(t, J = 6.2 Hz, 2H, CH-17), 3.81 — 3.79 (m, 4H, CH~16), 3.67 (Hept, J = 7.1 Hz, 2H, CH-12),
2.04 (s, 6H, CHs~15), 1.48 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CHs~13 ), 1.45 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~14 ).

3C NMR (75 MHz, CDCl3): 8¢ 172.8 (C), 162.7 (C11), 149.1 (C1), 147.0 (Cs), 136.9 (C15), 132.1
(C3), 2 x 129.1 (C20 & Cag7), 129.0 (C10), 128.5 (Cz1), 128.1 (Cs), 2 X 126.6 (C19 & C19), 118.1 (Ca),
116.2 (C3), 114.6 (Co), 103.8 (Cg), 66.8 (C17), 66.3 (C16), 27.5 (C12), 20.3 (C13), 20.3 (Cy4), 20.1
(Cis).

R¢ = 0,30, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 5:5).

MP = 146-147°C.

IR (Vmax / cm™2): 1616, 1493, 1238, 1179.

HRMS (ESI®): calculated for CagHagN,O0g [M+H]* 757.3483, found 757.3492.

Chiral HPLC: R;= 06.11 min (de>80%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).

[alo=+ 259 (c 0.0002 CH,Cl;).
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Compound 90a

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-8,8'-bis((((R)-2-hydroxy-1-phenylethyl)amino)methylene)
-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 5:5)
followed by selective precipitation in cyclohexane.

Yield: 43%

'H NMR (300 MHz, CDCl5): & 13.94 (br s., 2NH), 9.70 (br s., 2H, =CH-11), 7.95 (br s., 2H, 6—
OH), 7.57 (s, 2H, CHa—4), 7.37 — 7.28 (m, 10H, CHa~19, 19”; CHa~20, 20’ & CHa—21), 5.49
(br s., 2H, 1-OH), 4.61 (t, J = 6.1 Hz, 2H, CH-17), 3.97 — 3.95 (m, 4H, CH,~16), 3.72 (Hept, J =
7.1 Hz, 2H, CH-12), 2.07 (s, 6H, CH3~15), 1.52 (d, J = 7.1, 6H, CHs~13 ), 1.51 (d, J = 7.1, 6H,
CHz14).

3C NMR (75 MHz, CDCl3): 8¢ 173.0 (C;), 162.6 (C11), 149.0 (Cy), 147.1 (Cs), 137.1 (C15), 132.0
(C3), 2x129.1 (C20 & Cy¢7), 129.1 (C1p), 128.5 (C21), 127.9 (Cs), 2 x 126.7 (C19 & C197), 118.2 (Cy),
115.8 (C;), 114.6 (Cy), 103.8 (Cg), 66.5 (Cy7), 66.5 (C1g), 27.4 (Cy2), 20.3 (Cy3), 20.3 (Cy4), 20.0
(C1s).

R¢ = 0.40, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 6:4).

MP =176-177°C.

IR (Vmax / cm™Y): 1616, 1494, 1240, 1185.

HRMS (ESI*): calculated for CagHagN.Og [M+H]" 757.3483, found 757.3464.

Chiral HPLC: R;= 06,724 min (de>99%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).

[alo=+ 617 (c 0.0002 CH,Cl,).
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Compound 90b

(82,8'2)-1,1",6,6'-tetrahydroxy-8,8'-bis((((R)-2-hydroxy-1-phenylethyl)amino)methylene)
-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 5:5)

followed by selective precipitation in cyclohexane.
Yield: 35%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): &, 13.86 (br s., 2NH), 9.72 (br s., 2H, =CH-11), 7.53 (s, 2H, CHa~
4), 7.36 — 7.29 (m, 10H, CHa~19, 19’, CHa—20, 20’ & CHa—21), 4.54 (t, J = 6.1 Hz, 2H, CH-
17),3.82 (d, J = 6.0 Hz, 4H, CH,~16), 3.68 (hept, J = 7.1 Hz, 2H, CH-12), 2.04 (s, 6H, CHz-15),
1.49 (d, J = 7.0 Hz, 6H, CH3~14), 1.48 (d, J = 7.0 Hz, 6H, CHs—13).

3C NMR (75 MHz, CDCl3): 8¢ 172.7 (C;), 162.8 (C11), 149.1 (Cy), 147.0 (Cs), 136.9 (C1s), 132.1
(C3), 2x129.1 (C20 & Ca¢7), 128.9 (Cyp), 128.5 (C21), 128.1 (Cs), 2 x 126.6 (C19 & C1g7), 118.1 (Cy),
116.2 (C,), 114.7 (C,), 103.8 (Cs), 66.8 (C17), 66.3 (C16), 27.4 (C12), 20.3 (Cy3), 20.3 (C14), 20.1
(C1s).

R¢ = 0.30, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 5:5).

MP = 149-150°C.

IR (Vmax / cm™Y): 1616, 1494, 1238, 1179.

HRMS (ESI*): calculated for CagHagN.Og [M+H]" 757.3483, found 757.3471.

Chiral HPLC: R;= 11.266 min (de>78%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).

[alo=- 242 (c 0.0002 CH,Cl;).
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Compound 92a

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis(((2-(trifluoromethyl)benzyl)
amino)methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
Yield: 71%

'H NMR (300 MHz, CDCls): 8y 13.66 (br s., 2NH), 9.73 (d, J = 12.2 Hz, 2H, =CH-11), 7.93 (br s.,
2H, 6-OH), 7.69 (d, J = 7.8 Hz, 2H, CHa,), 7.60 (s, 2H, CHa—4), 7.55 (d, J = 7.8 Hz, 2H, CHa,),
7.52 (dd, J = 7.4 Hz, 2H, CHp,), 7.43 (dd, J = 7.6 Hz, 2H, CHa,), 5.60 (br s., 2H, 1-OH), 4.86 (d, J
= 5.6 Hz, 4H, CH-16), 3.73 (hept, J = 7.0 Hz, 2H, CH~12), 2.12 (s, 6H, CH3~15), 1.54 (d, J= 7.0
Hz, 6H, CH3—14), 1.53 (d, J = 7.0 Hz, 6H, CH3—13).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 173.4 (C), 163.1 (C11), 149.1 (C;), 147.1 (Cs), 134.9 (Cy7), 132.7
(CHar), 132.1 (C3), 129.6 (C10), 129.2 (CHp,), 128.3 (CHay), 127.9 (Cs), 126.5 (CHar), 126.0 (Cay),
122.4 (Cz3), 118.2 (C4), 115.9 (C3), 114.5 (Cs), 103.7 (Cg), 51.1 (C16), 27.4 (C12), 20.4 (Cy3), 20.3
(C14), 20.1 (Cys).

R¢ = 0.40, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
MP = 150-151°C.
IR (Vmax / cm™Y): 1606, 1491, 1311, 1161.

HRMS (ESI®): calculated for CagHasF2N,0g [M+H]* 833.3020, found 833.3003.

Chiral HPLC: R;= 06.609 min (ee>99%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).
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Compound 92b

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis(((1,2,3,4-tetrahydro
naphthalen-1-yl)amino)methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 9:1).
Yield: 82%

'H NMR (300 MHz, CDCls): 8 13.66 (br s., 2NH), 9.81 (d, J = 12.4 Hz, 2H, =CH-11), 7.96 (br
5., 6-OH), 7.61 (s, 2H, CHa—4), 7.27 — 7.13 (m, 8H, CHa—20, CHa—21, CHa—22, CHa—23), 5.59
(br s., 2H, 1-OH), 4.66 (q, J = 6.8 Hz, 2H, CH-16), 3.73 (hept, J = 7.1 Hz, 2H, CH3~12), 3.10-
2.70 (m, 4H, CH~19), 2.30-1.80 (m, 8H, CH,~17, CH,~18), 2.14 (s, 6H, CHs~15), 1.54 (d, J =
7.0 Hz, 6H, CH3-14), 1.52 (d, J = 7.0 Hz, 6H, CH~13).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.7 (C), 161.4 (C11), 149.0 (C1), 147.2 (Cs), 137.2 (Caq), 134.2
(Cas), 131.8 (C3), 129.5 (C23), 129.0 (C10), 128.5 (C22), 128.1 (C21), 127.3 (Cs), 126.6 (Cz0), 118.2
(C4), 115.7 (Cz), 114.8 (Cs), 103.2 (Cs), 59.4 (Cis), 31.7 (C17), 28.9 (C19), 27.4 (C12), 20.4 (Cy3),
20.3 (C14), 20.1 (Ci5), 19.7 (C1s),

R¢ = 0.30, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 9:1)
MP = 141-142°C
IR (Vmax / cm™Y): 1616, 1490, 1241, 1170.

HRMS (ESI*): calculated for CsoHs,N2Og [M+H]™ 777.3898, found 777.3906.
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Compound 92c

(82,8'2)-8,8'-bis(((3-(1H-imidazol-1-yl)propyl)amino)methylene)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-
diisopropyl-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 7:3).
Yield: 62%

'H NMR (300 MHz, DMSO-de): &y 13.22 (br s., 2NH) 9.71 (br s., 2H, =CH-11), 8.40 (br s., 2H,
6-OH), 7.63 (s, 2H, CH-21), 7.44 (s, 2H, CHa~4), 7.18 (s, 2H, CHa—19), 6.87 (s, 2H, CHa—20),
4.04 (t, J = 7.0 Hz, 4H, Ar(CH,-18), 3.70 (hept, J = 7.2 Hz, 2H, CH3~12), 3.45 (t, J = 7.1 Hz, 4H,
CH»-16), 2.13-2.08 (m, 4H, CH,~17), 1.93 (s, 6H, CH3~15), 1.44 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CHs~14),
1.42 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CHs~13),

3¢ NMR (75 MHz, DMSO-d¢): 8¢ 172.3 (C;), 162.8 (C11), 150.2 (Ci), 146.7 (Cs), 137.7 (Cz),
131.7 (C3), 129.0 (Cz0), 127.3 (C1o), 127.0 (Cs), 120.8 (Cz), 119.7 (C19), 117.0 (C4), 116.4 (C),
103.7 (Cg), 47.6 (C16), 43.7 (CH;~18) 31.9 (C17), 27.0 (C12), 20.8 (C13), 20.8 (C1a), 20.7 (C1s).

R¢ = 0.50, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 2:8).

MP =214-215°C.

IR (Vmax / cm3): 1606, 1399, 1311, 1180.

HRMS (ESI®): calculated for C4;HagNgOg [M+H]* 733.3708, found 733.3747.

Chiral HPLC: R;= 05.798 min (ee>98%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).
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Compound 92d

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5"-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis(((pyridin-2-ylmethyl)
amino)methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 4:6).
Yield: 52%

'H NMR (300 MHz, CDCls): &y 13.56 (br s., 2NH), 9.74 (br s., 2H, =CH-11), 8.51 (d, J = 5.1 Hz,
2H, CHa—21), 7.93 (br s., 2H, 6-OH), 7.64 (dd, J = 7.5, 7.2 Hz, 2H, CHa~19), 7.55 (s, 2H, CHa~
4),7.25 (d, J = 8.1 Hz, 2H, CHa~18), 7.17 (dd, J = 7.8, 7.5 Hz, 2H, CHa~20), 5.85 (br s., 2H, 1—
OH), 4.74 (s, 4H, CH,-16), 3.69 (hept, J = 7.2 Hz, 2H, CH3~12), 2.09 (s, 6H, CH3~15), 1.50 (d, J
= 7.2 Hz, 6H, CH3—14), 1.49 (d, J = 7.2 Hz, 6H, CH3~13).

3¢ NMR (75 MHz, CDCl3): 8¢ 173.2 (C;), 163.2 (Cy1), 155.8 (C17), 149.8 (C21), 149.1 (Cy), 147.1
(Cs), 137.1 (C1s), 132,0 (C3), 129.0 (C10), 127.7 (Cs), 122.9 (C20), 121.3 (C1g), 118.2 (C4), 116.2
(C2), 114.7 (Cs), 103.7 (Cs), 55.7 (C1s), 27.4 (C12), 20.4 (C13), 20.3 (C1a), 20.1 (Cys).

R¢ = 0.30, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 3:7).

MP = 239-240°C.

IR (Vmax / cm™Y): 1608, 1593, 1226, 1134.

HRMS (ESI*): calculated for C42Ha:N4Og [M+H]" 699.3177, found 699.3172.

Chiral HPLC: R;= 05.681 min (ee>99%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).
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Compound 92e

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis(((4-methylbenzyl)
amino)methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
Yield: 65%

'H NMR (300 MHz, CDCls): &y 13.56 (br s., 2NH), 9.72 (d, J = 12.4 Hz, 2H, =CH-11), 7.96 (br s.,
2H, 6-OH), 7.59 (s, 2H, CHa—~4), 7.18 (d, J = 8.4 Hz, 4H, CHa~19 & 19), 7.14 (d, J = 8.4 Hz, 4H,
CHa~18 & 18’), 5.57 (br s., 2H, 1-OH), 4.62 (d, J = 5.1 Hz, 4H, CH,~16), 3.72 (hept, J = 6.9 Hz,
2H, CH5-12), 2.33 (s, 6H, CH3-21), 2.11 (s, 6H, CH3~15), 1.53 (d, J = 7.0 Hz, 6H, CH3~14), 1.52
(d, J = 7.0 Hz, 6H, CHs-13).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.9 (C;), 162.8 (C11), 149.0 (C;), 147.1 (Cs), 138.0 (Ca), 133.2
(C17), 131.9 (C3), 2 x 129.7 (€19 & C17), 129.0 (C10), 127.4 (C5), 2 X 127.4 (€15 & C1g), 118.2 (Cy),
115.8 (Cz), 114.7 (Co), 103.4 (Cg), 54.3 (C1g), 27.4 (C12), 21.1 (Ca1), 20.4 (C13), 20.3 (Cy4), 20.1
(Cis).

R¢ = 0.40, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).

MP = 144-145°C.

IR (Vimax / cm'l): 1606, 1398, 1310, 1336, 1226.

HRMS (ESI*): calculated for CagHagN2Og [M+H]" 725.3585, found 725.3579.

Chiral HPLC: R;= 08.620 min (ee>99%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).
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Compound 92f

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis(((3,4,5-
trimethoxybenzyl)amino)methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 7:3).
Yield: 39%

'H NMR (300 MHz, CDCls): 8y 13.57 (brs., 2NH), 9.71 (d, J = 12.5 Hz, 2H, =CH-11), 7.95 (br s.,
2H, 6-0OH), 7.60 (s, 2H, CHa—4), 6.50 (s, 4H, CHa—~18 & CHa—~18"), 5.57 (brs., 2H, 1-OH), 4.59
(d, J = 5.6 Hz, 4H, CH,~16), 3.83 (s, 12H, OCHs-24 & OCH3-24’), 3.81 (s, 6H, OCH3-23), 3.72
(hept, J = 7.1 Hz, 2H, CH3~12), 2.12 (s, 6H, CH3~15), 1.53 (d, J = 7.0 Hz, 6H, CH3~14), 1.51 (d, J
= 7.0 Hz, 6H, CHs—-13).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 173.1 (Cy), 162.6 (C11), 153.7 (Cz0), 148.9 (C1), 147.1 (Cs), 2 x
137.7 (C19 & C1), 131.9 (C3), 131.7 (C17), 129.1 (Cyo), 127.6 (Cs), 118.3 (C4), 115.8 (C,), 114.6
(Cs), 2 x 104.7 (C15 & Cig7), 103.4 (Cs), 60.8(C23), 2 X 56.3 (C24 & Cag), 54.7 (C16), 27.5 (Cy2), 20.4
(C13), 20.3 (C14), 20.0 (Cy5).

R¢ = 0.50, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 7:3)
IR (Vmax / €M 3): 1610, 1456, 1327, 1232.

HRMS (ESI*): calculated for CsgHsgN201, [M+H]* 877.3906, found 877.39109.
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Compound 92g

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis(((thiophen-2-ylmethyl)
amino)methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

19 g
20 47
S 16

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 7:3).
Yield: 60%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): &y 13.58 (br s., 2NH) 9.72 (d, J = 11.5 Hz, 2H, =CH-11), 7.92 (br s.,
2H, 6-0OH), 7.59 (s, 2H, CHa—4), 7.29 — 7,27 (m, 2H, CH-19), 7.04 — 7.02 (m, 2H, CH-20), 7.00
- 6.90 (m, 2H, CH-18), 5.57 (br s., 2H, 1-OH), 4.82 (d, J = 4.3 Hz, 4H, CH,~16), 3.71 (hept, J =
7.1 Hz, 2H, CHy-12), 2.11 (s, 6H, CH3~15), 1.53 (d, J = 7.1 Hz, 6H, CH3~14), 1.51 (d, J = 7.1 Hz,
6H, CH3—13),

3¢ NMR (75 MHz, CDCl3): 8¢ 173.3 (C;), 162.3 (C11), 149.0 (Cq), 147.1 (Cs), 138,5 (Ci1), 132,1
(C3), 129.1 (Cio), 127.7 (Cs), 127.3 (C1), 126.7 (C15), 126.2 (C20), 118.3 (C4), 115.8 (C»), 114.6
(Cs), 103.5 (Cs), 48.9 (Ci6), 27.5 (C12), 20.4 (Ci3), 20.3 (C1a), 20.1 (Cys).

R = 0.30, eluent (cyclohexane/acétate d’éthyle 8:2).

MP = 186-187°C.

IR (Vmax / cm3): 1610, 1489, 1209, 1150.

HRMS (ESI*): calculated for CaoHaoN,06S, [M+H]" 709.2401, found 709.2401.

Chiral HPLC: R;= 10.380 min (ee>97%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).
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Compound 92h

(82,8'2)-8,8'"-bis(((furan-2-ylmethyl)amino)methylene)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-
3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 7:3).
Yield: 64%

'H NMR (300 MHz, CDCls): &y 13.47 (br s., 2NH) 9.70 (br s, 2H, =CH-11), 7.92 (br s., 2H, 6-
OH), 7.59 (s, 2H, CHa—4), 7,38 (br s., 2H, CHa—~19), 6.34 — 6.31 (m, 4H, CHa~18 & CHa, —20),
5.57 (br s., 2H, 1-OH), 4.62 (d, J = 4.5 Hz, 4H, CH,~16), 3.72 (hept, J = 7.1 Hz, 2H, CHs-12),
2.11 (s, 6H, CHy~15), 1.53 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH~14), 1.51 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~13).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 173.2 (C;), 162.8 (C11), 149.1 (Cy7), 149.0 (C;), 147.1 (Cg), 143.3
(C19), 132,0 (C3), 129.1 (C19), 127.7 (Cs), 118.3 (C4), 115.8 (C2), 114.6 (Cs), 110.6 (C15), 108.8
(C20), 103.6 (Cg), 46.9 (C16), 27.5 (C12), 20.4 (C13), 20.3 (C14), 20.1 (Cys).

R¢ = 0.40, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 7:3).

Pf=191-192°C.

IR (Vmax / cm™): 1614, 1496, 1341, 1147.

HRMS (ESI®): calculated for CaoHaoN,Os [M+H]* 677.2857, found 677.2871.

Chiral HPLC: R;= 08.962 min (ee>99%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).
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Compound 92i

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-8,8'-bis(((1-hydroxy-2-methylpropan-2-yl)amino)
methylene)-5,5"-diisopropyl-3,3'-dimethyl-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 5:5).
Yield: 40%

'H NMR (300 MHz, CDCls): &y 13.58 (br d, J = 13.2 Hz, 2NH), 9.81 (d, J = 12.1 Hz, 2H, =CH-11),
7.98 (br s., 2H, 6-OH), 7.60 (s, 2H, CHa~4), 5.63 (br s., 2H, 1-OH), 3.71 (hept, J = 6.9 Hz, 2H,
CH-12), 3.58 (s, 4H, CH-17), 2.11 (s, 6H, CH5-15), 1.52 (d, J = 7.2, 6H, CH3~13 ), 1.51 (d, J =
7.2, 6H, CHs~14), 1.38 (s, 12H, CH3~18 & CH3-18’).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.1 (C;), 159.6 (Cy1), 148.9 (C), 147.2 (C6), 131.7 (C3), 129.0
(C10), 127.4 (C5), 118.2 (C4), 115.8 (C2), 114.9 (Cs), 103.3 (Cs), 70.4 (C17), 57.9 (C1g), 27.4 (C12),
24.0 (C1s), 23.9 (C1g), 20.4 (Cy3), 20.3 (C14), 20.1 (Cy5).

R¢ = 0.30, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 4:6).

MP = 145-146°C.

IR (Vmax / cm™): 1614, 1496, 1341, 1147.

HRMS (ESI*): calculated for CsgHagN.Og [M+H]" 661.3483, found 661.3479.

Chiral HPLC: R;= 05.123 min (ee>99%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).
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Compound 92j

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis((prop-2-yn-1-ylamino)
methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
Yield: 52%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): & 13.53 (br s., 2NH) 9.84 (d, J = 9.9 Hz, 2H, =CH-11), 7.90 (br s.,
2H, 6-OH), 7.60 (s, 2H, CHa—4), 5.62 (br s., 2H, 1-OH), 4.30 (br d, 4H, CH~16), 3.72 (hept, J =
7.1 Hz, 2H, CH3-12), 2.48 (t, J = 2.9 Hz, 2H, CH-18), 2.11 (s, 6H, CH3-15), 1.53 (d, J = 7.2 Hz,
6H, CH3—14), 1.52 (d, J = 7.2 Hz, 6H, CH3~13).

3¢ NMR (75 MHz, CDCl): 8¢ 173.2 (Cy), 162.2 (C11), 149.1 (C1), 147.0 (C), 132.2 (C3), 129.2
(C10), 128.0 (Cs), 118.3 (C4), 115.9 (C2), 114.5 (Cs), 103.8 (Cg), 76.5 (C1g), 75.8 (C17) 38.9 (Ciq),
27.5(C12), 20.4 (Cy3), 20.3 (C1a), 20.1 (Cy5).

R¢ = 0.40, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 7:3)

MP = 130-131°C.

IR (Vimax / cm™): 1608, 1491, 1226, 1154.

HRMS (ESI®): calculated for C3gH3N,06 [M+H]* 593.2646, found 593.265.

Chiral HPLC: R;= 08.957 min (ee>99%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).
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Compound 92k

(82,8'2)-8,8"-bis((allylamino)methylene)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl
-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 9:1).
Yield: 58%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 6, 13.34 (br s., 2NH) 9.62 (d, J = 12.2 Hz, 2H, =CH-11), 7.99 (br s.,
2H, 6-0H), 7.59 (s, 2H, CHa—4), 5.92 (ddt, J = 15.8, 10.5, 5.4 Hz, 2H, CH-17), 5.57 (s, 2H, 1-
OH), 5.30 (d, J = 15.0 Hz, 2H, CH,~18), 5.27 (d, J = 10.8 Hz, 2H, CH,—18), 4.10 (br s., 4H, CH,—
16), 3.72 (hept, J = 7.0 Hz, 2H, CH3-12), 2.11 (s, 6H, CH3—15), 1.53 (d, J = 7.0 Hz, 6H, CH3—14),
1.52 (d, J = 7.0 Hz, 6H, CH3—-13)

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.9 (C5), 163.0 (Cy1), 148.9 (C;), 147.1 (Cg), 132.7 (Cy7), 131,9
(C3), 129.0 (C10), 127.4 (Cs), 118.4 (C13), 118.2 (C4), 115.7 (C3), 114.6 (Co), 103.4 (Cg), 52.5 (C16),
27.4 (Cy2), 20.4 (C13), 20.3 (C1a), 20.0 (Cys).

R¢ = 0.30, eluent (cyclohexane/acétate d’éthyle 8:2).

MP = 244-245°C.

IR (Vmax / €M 3): 1616, 1491, 1227, 1155.

HRMS (ESI®): calculated for C3gHagN20g [M+H]" 597.2959, found 597.2943

Chiral HPLC: R;= 06.405 min (ee>99%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).
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Compound 92|

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis((pentylamino)methylene)
-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

20

19\18

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
Yield: 71%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): & 13.36 (br s., 2NH) 9.64 (d, J = 12.7 Hz, 2H, =CH-11), 8.02 (br s.,
2H, 6-OH), 7.60 (s, 2H, CHa—4), 5.59 (br s., 2H, 1-OH), 3.74 (hept, J = 7.1 Hz, 2H, CHx-12),
3.48 (g, J = 6.7 Hz, 4H, CH~16), 2.12 (s, 6H, CH3~15), 1.73 — 1.69 (m, 4H, CH,~17), 1.54 (d, J =
6.9 Hz, 6H, CH3~14), 1.53 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~13), 1.41 — 1.31 (m, 8H, CH,~18 & CH,-19),
0.90 (t, J = 6.9 Hz, 6H, CH3—20).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.4 (C;), 162.9 (C11), 148.9 (C1), 147.2 (Ce), 131.7 (C3), 128.9
(C10), 127.1 (Cs), 118.2 (C4), 115.6 (C2), 114.7 (C5), 103.0 (Cs), 50.9 (C16), 30.3 (C17), 28.7 (Cig),
27.4 (C13), 22.2 (Cis), 20.4 (C13), 20.3 (Cia), 20.1 (C1s), 13.9 (Cz).

R¢ = 0.50, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).

MP = 140-141°C.

IR (Vmax / cm3): 1616, 1490, 1239, 1169.

HRMS (ESI®): calculated for C4oHs2N,06 [M+H]'657.3898, found 657.3918.

Chiral HPLC: R;= 07.650 min (ee>97%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).
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Compound 92m

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis((octylamino)methylene)
-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
Yield: 62%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): & 13.35 (br s., 2NH) 9.64 (d, J = 12.7 Hz, 2H, =CH-11), 8.03 (br s.,
2H, 6-OH), 7.60 (s, 2H, CHa—4), 5.58 (br s., 2H, 1-OH), 3.73 (hept, J = 7.2 Hz, 2H, CHx-12),
3.47 (g, J = 6.7 Hz, 4H, CH~16), 2.12 (s, 6H, CH3~15), 1.75 — 1.65 (m, 4H, CH,~17), 1.54 (d, J =
6.7 Hz, 6H, CH3~14), 1.52 (d, J = 6.7 Hz, 6H, CH3~13), 1.41 — 1.25 (m, 20H, CH~18, CH,-19,
CH2-20, CH~21, CH;—22), 0.85 (t, J = 6.5 Hz, 6H, CHs-23).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.4 (C5), 162.9 (Cy1), 148.9 (Cy), 147.2 (Cs), 131.7 (C3), 128.9
(C10), 127.1 (Cs), 118.3 (C4), 115.6 (C2), 114.7 (C5), 103.0 (Cs), 50.9 (C16), 31.7 (C17), 30.6 (Cig),
29.1 (C19& Cao), 27.4 (C12), 26.6 (Cz1), 22.6 (C22), 20.4 (C13), 20.3 (Cia), 20.1 (C15), 14.1 (Ca).

R¢ = 0.30, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 9:1).

MP = 110-111°C.
IR (Vmax / cm™Y): 1616, 1490, 1239, 1169.

HRMS (ESI™): calculated for CagHeaN,0g [M+H]" 741.4837, found 741.4844.

Chiral HPLC: R;= 07.337 min (ee>98%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).
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Compound 923’

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis(((2-(trifluoromethyl)benzyl)
amino)methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

19 23

CF3
20 s
21 16
22

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
Yield: 47%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 8 13.66 (br s., 2NH), 9.73 (d, J = 12.2 Hz, 2H, =CH-11), 7.93 (br s.,
2H, 6—0H), 7.69 (d, J = 7.8 Hz, 2H, CHp,), 7.60 (s, 2H, CHa~4), 7.55 (d, J = 7.8 Hz, 2H, CHp,),
7.52 (dd, J=7.4,7.2 Hz, 2H, CHy,), 7.43 (dd, J = 7.6, 7.5 Hz, 2H, CHg,), 5.60 (br s., 2H, 1-OH),
4.86 (d, J = 5.6 Hz, 4H, CH—16), 3.72 (hept, J = 7.0 Hz, 2H, CH;-12), 2.11 (s, 6H, CH3-15), 1.54
(d,J=7.2 Hz, 6H, CH3-14), 1.53 (d, J = 7.2 Hz, 6H, CH3—-13).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 173.4 (C7), 163.1 (€11), 149.1 (C1), 147.1 (C4), 134.9 (C17), 132.7
(CHar), 132.1 (C3), 129.6 (C10), 129.2 (CHar), 128.3 (CHpr), 127.9 (Cs), 126.5 (CHar), 126.0 (Car),
122.4 (Cy3), 118.2 (C4), 115.9 (C,), 114.5 (Co), 103.7 (Cs), 51.1 (C16), 27.4 (C12), 20.4 (Cy3), 20.3
(C14), 20.1 (C15).

R¢ = 0.40, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
MP = 150-151°C.
IR (Vmax / cm3): 1606, 1491, 1311, 1161.

HRMS (ESI): calculated for C46H42F2N,06 [M+H]* 833.3020, found 833.3032.

Chiral HPLC: R;= 09.178 min (ee>94%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).
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Compound 92b’

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis(((4-methylbenzyl)
amino)methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
Yield: 38%

'H NMR (300 MHz, CDCls): 8y 13.57 (br s., 2NH), 9.73 (d, J = 11.4 Hz, 2H, =CH-11), 7.97 (br s.,
2H, 6-OH), 7.60 (s, 2H, CHa~4), 7.19 (d, J = 8.5 Hz, 4H, CHa—19 & CHa—19), 7.17 (d, J = 8.5
Hz, 4H, CHa~18 & CHa~18°), 5.59 (br s., 2H, 1-OH), 4.62 (br d, 4H, CH~16), 3.73 (hept, J =
7.1 Hz, 2H, CH5-12), 2.33 (s, 6H, CH3—21), 2.12 (s, 6H, CH3~15), 1.54 (d, J = 7.2 Hz, 6H, CHs—
14),1.53 (d, J = 7.2 Hz, 6H, CH3-13).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.9 (C;), 162.8 (C11), 149.0 (C;), 147.1 (Cs), 138.0 (Ca), 133.2
(C17), 131.9 (C3), 2 X 129.7 (C19 & C1s7), 129.0 (C10), 127.4 (C5), 2 x 127.4 (C15 & Ci15), 118.2 (Cy),
115.8 (Cz), 114.7 (Cy), 103.4 (Cg), 54.3 (C16), 27.4 (C12), 21.1 (C21), 20.4 (Cy3), 20.3 (Cya), 20.1
(Cis).

R¢ = 0.40, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).

MP = 129-130°C.

IR (Vmax / cm™Y): 1609, 1490, 1223, 1168.

HRMS (ESI®): calculated for CagHagN20g [M+H]" 725.3585, found 725.35612.

Chiral HPLC: R;= 15.034 min (ee>92%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).
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Compound 92¢’

(82,8'2)-8,8'-bis((allylamino)methylene)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl
-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
Yield: 25%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): & 13.34 (br s., 2NH) 9.62 (d, J = 12.1 Hz, 2H, =CH-11), 7.98 (br s.,
2H, 6-OH), 7.59 (s, 2H, CHa~4), 5.93 (ddt, J = 15.7, 10.5, 5.4 Hz, 2H, CH-17), 5.57 (br s., 2H,
1-OH), 5.32 (d, J = 15.1 Hz, 2H, CH,~18), 5.27 (d, J = 10.5 Hz, 2H, CHy—18), 4.10 (t, J = 4.4 Hz,
4H, CH-16), 3.72 (hept, J = 7.1 Hz, 2H, CH3~12), 2.11 (s, 6H, CH3~15), 1.54 (d, J = 6.9 Hz, 6H,
CHs-14), 1.53 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CHs~13).

3¢ NMR (75 MHz, CDCl3): 8¢ 173.0 (C;), 163.0 (C11), 148.9 (C1), 147.1 (Cs), 132.7 (Cy1y), 131.9
(C3), 129.0 (C10), 127.4 (C5), 118.4 (C15), 118.2 (C4), 115.7 (C), 114.6 (Cs), 103.4 (Cs), 52.5 (Cis),
27.4 (C13), 20.4 (Ci3), 20.3 (C1a), 20.0 (Cys).

R¢ = 0.30, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).

MP =201-202°C.

IR (Vmax / cm3): 1606, 1490, 1227, 1156.

HRMS (ESI®): calculated for C3gHaoN,0g [M+H]* 597.2959, found 597.2969.

Chiral HPLC: R;= 07.533 min (ee>88%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).
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Compound 92d’

(82,8'2)-1,1',6,6'-tetrahydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis((pentylamino)methylene)
-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8H,8'H)-dione

20

19\18

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
Yield: 31%

'H NMR (300 MHz, CDCls): &y 13.36 (br s., 2NH) 9.63 (d, J = 12.5 Hz, 2H, =CH-11), 8.02 (br s.,
2H, 6-OH), 7.60 (s, 2H, CHa—4), 5.57 (br s., 2H, 1-OH), 3.73 (hept, J = 7.2 Hz, 2H, CHx-12),
3.48 (g, J = 6.7 Hz, 4H, CH~16), 2.12 (s, 6H, CH3~15), 1.73 — 1.63 (m, 4H, CH,~17), 1.54 (d, J =
7.2 Hz, 6H, CH3~14), 1.53 (d, J = 7.2 Hz, 6H, CH3~13), 1.40 — 1.30 (m, 8H, CH,~18 & CH,-19),
0.90 (t, J = 7.1 Hz, 6H, CH3—20).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 172.4 (C;), 162.9 (C11), 148.9 (C1), 147.2 (Ce), 131.7 (C3), 128.9
(C10), 127.1 (Cs), 118.2 (C4), 115.6 (C2), 114.7 (C5), 103.0 (Cs), 50.9 (C16), 30.3 (C17), 28.7 (Cig),
27.4 (C13), 22.2 (Cis), 20.4 (C13), 20.3 (Cia), 20.1 (C1s), 13.9 (Cz).

R¢ = 0.50, eluent (cyclohexane/ethyl acetate 8:2)

MP = 103-104°C

IR (Vmax / cmY): 1614, 1491, 1239, 1170.

HRMS (ESI®): calculated for C4oHs2N,06 [M+H]'657.3898, found 657.3912.

Chiral HPLC: R;= 09,178 min (ee>93%, i-PrOH/n-Heptane = 50:50).
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Selective protection of phenol groups on 1,1’ position by dimethyl sulfate

Compound (77k Tableau 9) was solubilized in small volume of absolute methanol. Then 20
equivalents of dimethyl sulfate were added drop by drop. This mixture was stired at room
temperature. After 30 min a solution of KOH (4 M) was added (Ph = 8-9).

The mixture was stired for 24 h. Water was added and the mixture was washed with
chloroform 3 times. The combined organic layers were dried over MgS0O,4, and the solvent
was evaporated in vacuo. The crude residue was purified by chromatography on silica gel.

Compound 97

(82,8'2)-6,6'-dihydroxy-5,5'-diisopropyl-1,1'-dimethoxy-3,3'-dimethyl-8,8'-bis
(((4-methylbenzyl)amino)methylene)-[2,2'-binaphthalene]-7,7'(8 H,8'H)-dione

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
Yield: 65%

'H NMR (300 MHz, CDCls): & 13.50 (br s., 2NH), 9.54 (s, 2H, =CH-11), 7.87 (br s., 2H, 6-OH),
7.67 (s, 2H, CH—4), 7.18 (d, J = 8.7 Hz, 4H, CHa~19 & CHp~19’), 7.17 (d, J = 8.7 Hz, 4H, CHa~
18 & CHa—18’), 4.65 (br s., 4H, CH~16), 3.71 (hept, J = 6.9 Hz, 2H, CH3-12), 3.59 (s, 2H,
OCH3-22), 2.32 (s, 6H, CH3~21), 2.12 (s, 6H, CHs~15), 1.53 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3 —14), 1.51 (d,
J=6.9 Hz, 6H, CH3-13).

3C NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 173.2 (C7), 162.6 (C11), 152.5 (C1), 146.3 (Cs), 138.1 (Cz0), 133.3
Ar(Cy7), 131.7 (C3), 2 X 129.7 (C19 & Cio), 129.3 (C10), 128.0 (Cs), 2 x 127.5 (C15 & C1g7), 121.1
(C4), 119.8 (C3), 116.5 (Co), 102.8 (Cg), 58.2 (C22), 53.9 (C16), 27.4 (C12), 21.1 (C21), 20.4 (C13),
20.3 (C14), 20.1 (Cy5).

R¢ = 0.35, eluent (cyclohexane /ethyl acetate 8:2)
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Protection of 1-phenol group by Boc

To a solution of compound (77k Tableau 9) and pyridine (2.2 eq.) in DCM was added (2.2 eq.)
of (Boc),0. The mixture was stired at reflux for 4 h. Purification by column chromatography
on silica gel yielded the desired compound.

Compound 100

tert-butyl ((82,8'2)-1',6,6'"-trihydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis(((4-methylbenzyl)
amino)methylene)-7,7'-dioxo-7,7',8,8'-tetrahydro-[2,2'-binaphthalen]-1-yl) carbonate

Yellow orange solid obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
Yield: 79%

'H NMR (300 MHz, CDCls): 8y 13.49 (brs., 1H, 2NH®), 13.41 (s, 1H, 2NH"), 9.81 (d, J = 11.8 Hz,
1H, =CH-11"), 9.11 (d, J = 11.6 Hz, 1H, =CH-11°), 7.92 (br s., 1H, 6-OH"), 7.86 (s, 1H, 6-OH"),
7.85 (s, 1H, CHa~4%), 7.54 (s, 1H, CHa~4"), 7.22 — 7.12 (m, 8H, CHa, —18, 18’ °* & CHu~19,
CHa~19"*), 5.67 (brs., 1H, 1-OH"), 4.64 (s, 4H, CH,~16°*"), 3.73 (Hept, J = 6.9 Hz, 2H, CHs—
12°*%), 2.34 (s, 3H, CH5-21°), 2.33 (s, 3H, CH>-21"), 2.16 (s, 3H, CHs~15%), 2.11 (s, 3H, CHs—
15°), 1.54 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~14"*"), 1.51 (d, J = 6.9 Hz, 6H, CH3~14"*"), 1.06 (s, 9H, CH3;—
24 & 24’ & 24’").

3¢ NMR (75 MHz, CDCl3): 8¢ 173.7 (C5), 172.9 (C;), 162.9 (C11), 160.2 (C11), 151.9 (C5), 148.0
(C1), 146.9 (Cs), 146.4 (C5), 144.1 (C;), 138.2 (Cz0), 137.9 (Cz0), 133.5 (C1y), 133.2 (C17), 133.0
(Cs), 131.2 (Cs), 2 X 129.8 (C10 & C127), 2 X 129.6 (C10 & C157), 128.9 (C10), 127.9 (C1o), 127.7 (Cs),
127.5 (Cs), 2 X 127.4 (C15 & C1), 2 x 127.3 (C15 & C1), 126.7 (Cs), 123.4 (C4), 120.6 (C,), 120.2
(C,), 117.8 (C4), 115.8 (Cs), 103.6 (C5), 102.0 (Cs), 84.2 (C23), 54.5 (C16), 54.2 (C16), 27.4 (C1.°*),
27.2 (x3 Cas Cop & Cap), 21.1 (€2,"*), 20.6 (Cy3), 20.5 (Cy4), 20.4 (Cy5), 20.3 (Cy3), 20.3 (Cya),
20.0 (Cys).
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Protection of 1-phenol group by OAc

To a solution of compound (77k Tableau 9) and pyridine (2.2 eq.) in DCM was added (2.2 eq.)
of acetic anhydride. The mixture was stired at room temperature for 24 h. Purification by
column chromatography on silica gel yielded the desired compound.

Compound 101

(82,8'2)-1',6,6'-trihydroxy-5,5'-diisopropyl-3,3'-dimethyl-8,8'-bis(((4-methylbenzyl)amino)methylene)-
7,7'-dioxo-7,7',8,8'-tetrahydro-[2,2'-binaphthalen]-1-yl acetate

Yellow orange obtained by column chromatography (cyclohexane/ethyl acetate 8:2).
Yield: 24%

'H NMR (300 MHz, CDCl3): 8y 13.49 (br s., 1H, 2NH’), 13.35 br s., 1H, 2NH%), 9.77 (d, J = 12.4
Hz, 1H, =CH-11"), 8,90 (d, J = 11.6 Hz, 1H, =CH-11°), 7,92 (br s., 1H, 6-0H"), 7.82 (s, 2H, 6-
OH" & CH-4"), 7.49 (s, 1H, CHa—~4"), 7.23 = 7.11 (m, 8H, CHa, —18, 18’°*" & CHp~19, CHp—19’
) 5.48 (brs., 1H, 1-OH"), 4.63 (d, J = 3.6 Hz, 4H, CH,~16°*"), 3.70 (Hept, J = 6.9 Hz, 2H,
CH3-12°*%), 2.34 (s, 3H, CH3-21"), 2.33 (s, 3H, CHs-21°), 2.11 (s, 3H, CH;~15%), 2.07 (s, 3H,
CHs-15"), 1.56 — 1.48 (m, 15H, x2 CH3—14°*" & CH;-23).

3¢ NMR (75 MHz, CDCls): 8¢ 173.6 (C5), 172.8 (C;), 169.7 (Cy3), 163.0 (C11), 159.3(C11), 147.9
(C1), 146.8 (Cs), 146.6 (C5), 144.4 (C;), 138.4 (Cx), 137.9 (Cz0), 133.3 (C1y), 133.2 (Cyy), 132.7
(Cs), 130.8 (Cs), 2 X 129.9 (€10 & C127), 2 X 129.6 (C10 & C157), 129.0 (C10), 127.9 (C1p), 127.5 (Cs),
127.4 (Cs), 2 X 127.6 (C15 & C1g), 2 x 127.3 (C15 & C1), 126.1 (Cs), 123.4 (C4), 120.3 (C,), 120.6
(C5), 117.3 (C4), 115.4 (Cs), 103.6 (Cs), 102.0 (Cs), 54.3 (Cis), 53.6 (Cig), 2 X 27.4 (C15 “**), 2 x
21.1(C»; ™), 20.4 (C15 & C»3), 20.3 (C13*), 20.2 (€14°*"), 20.0 (C15).
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Résumé

Cette thése décrit une méthodologie innovante d’extraction et d’hémisynthése simultanée,
dénommée SECheM (Simultaneous Extraction and Chemical Modification) sur une plante
mauritanienne le Cienfuegosia digitata Cav. Cette méthodologie présente plusieurs
avantages : (a) elle permet d’éviter les étapes critiques au niveau de la séparation et de la
purification du gossypol, un polyphénol instable isolé de la plante ciblée (b) elle permet de
stabiliser le gossypol thermiquement en le transformant en base de Schiff beaucoup plus
stable. (c) elle présente un avantage en termes de réduction du nombre d’étapes et de
temps. La méme méthodologie a été utilisée pour accéder a des analogues bases de Schiff
énantiomériquement pures du gossypol seulement en 2 étapes. Ces derniéres transformées
efficacement en complexes métalliques énantiomériquement purs se sont montrés étre

intéressants d’un point de vue catalytique.

Abstract

This PhD work describes an innovative methodology for simultaneous extraction and
semisynthesis, named SECheM (Simultaneous Extraction and Chemical Modification) on a
Mauritanian plant: Cienfuegosia digitata Cav. This methodology offers many advantages: (a)
It is a perfect solution to circumvent critical steps in the extraction, separation and
purification processes of gossypol that is unstable polyphenol isolated from the targeted
plant (b) It allows an in-situ preparation of more stable gossypol Schiff base derivatives (c) It
shows an important reduction of step number and also the time needed for the process. The
same SECheM methodology was used to access enantiomerically pure Schiff base derivatives
of gossypol in only two steps. The latters were efficiently transformed into enantiomerically

pure metallic complexes that appear to be very interesting in a catalytic reaction.



