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LISTE DES ABREVIATIONS ET ACRONYMES

e Solvants, réactifs et groupements fonctionnels

AF acide formique

AIBN azobisisobutyronitrile

AMVN 2,2’-azobis(2,4-diméthylpentanitrile)

Bn benzyle

Bu butyle

BTC triphosgéne ou carbonate de bis(trichlorométhyle)
CAN nitrate de cérium et d’ammonium

CuTC thiopheéne-2-carboxylate de cuivre (1)
DCE dichloroéthane

DCM dichlorométhane

DDQ 2,3-dichloro-5,6-dicyano-p-benzoquinone
DIPEA N,N-diisopropyléthylamine

DMEDA N,N’-diméthyl-1,2-éthanediamine

DMF dimethylformamide

DMS dimethylsulfure

DMSO dimethylsulfoxyde

DPPH 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle

Et éthyle

[HMIM][Br] 1-méthylimidazole/HBr

LDA diisopropylamidure de lithium

LIHMDS bis(triméthylsilyl)amide de lithium
m-CPBA acide 3-chloroperbenzoigue

Me méthyle

NBS N-bromosuccinimide

PCC chlorochromate de pyridinium
PE éther de pétréle

Ph phényle

Pr propyle

py HCI chlorure de pyridinium

TBAF fluorure de tétra-butylammonium
TBAB bromure de tétra-butylammonium
THF tétrahydrofurane

TFA acide trifluoroacétique

TMS triméthylsilyle




e Conditions réactionnelles et analytiques

CCM chromatographie sur couche mince
MW micro-ondes
tr temps de rétention

e Spectroscopies

RMN résonance magnétique nucléaire

H proton

B3¢ carbone 13

COSsYy correlated spectrospy (proton-proton)

HMBC heteronuclear multiple bond correlation

HSQC heteronuclear single quantum coherence
NOESY nuclear Overhauser effect spectroscopy

J constante de couplage

Hz Hertz

ppm partie par million

) déplacement chimique

S singulet

d doublet

t triplet

q quadruplet

m multiplet

HPLC chromatographie en phase liquide a haute performance
MS spectromeétrie de masse

HRMS spectromeétrie de masse a haute résolution

ESI + ionisation par électronébulisation (mode positif)
ESI - ionisation par électronébulisation (mode négatif)
m/z rapport masse sur charge

Da Dalton

IR infrarouge

uv ultraviolet

A longueur d’onde

ORTEP Oak Ridge Thermal Ellipsoid Plot
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PREAMBULE

La chimie des substances naturelles est une discipline appartenant a la famille des
sciences du vivant, dont la vocation est de décrypter le fonctionnement de la nature a I’échelle
moléculaire par 1’étude des métabolites produits par la faune et la flore, ainsi que les
mécanismes réactionnels impliqués dans leurs biosynthéses. Cette nouvelle maniere
d’appréhender le vivant a vu le jour au XIX®™ siécle et a joué un rdle important dans la
rationalisation de la médecine traditionnelle (encore marquée par la pensée des philosophes
grecs de I’Antiquité) et la découverte de nouveaux médicaments, entrainant ainsi une
amélioration drastique de 1’état de santé global de la population mondiale. C’est en 1820
précisément que cette discipline connait un essor fulgurant grace a deux chimistes francais,
Joseph Pelletier et Joseph Caventou. Leurs travaux sur 1’écorce de quinquina (connue depuis
1639 pour lutter contre les fiévres paludiques) ont permis d’en extraire la quinine et la
cinchonine, les deux alcaloides responsables de ’activité antipyrétique, ouvrant ainsi la voie a
une méthodologie rigourcuse d’isolement de principes actifs présents dans la nature, de
contréle de la dose administrée aux malades et de la qualité des lots produits. Tout au long des
XIX®™ et XXM siecles, les alcaloides principalement, mais également d’autres familles de
métabolites secondaires, comme les polyphénols se sont révélés étre de formidables
molécules pharmaceutiques a la structure et aux propriétés variées (analgésiques,
antipaludiques ou anticancéreuses), permettant ainsi la prise en charge d’une plus large
gamme de pathologies et suscitant une curiosité toujours croissante. Le cas particulier qui va
étre développé dans ce manuscrit est la recherche dans le domaine des pigments et des
métabolites fongiques, qui a suscité un véritable engouement a la fin du XIX®™ siécle. En
effet, a cette époque, C. Stahlschmidt et W. Thorner ont réussi a isoler de nouvelles espéces
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chimiques (respectivement, 1’acide polyporique (1) en 1877 et I’atromentine (2)°"" en

1878), révélant des propriétés antileucémiques.*?

La complexité et la diversité des structures des métabolites régulierement extraits et
publiés ont incité la chimie de synthése a se tourner vers 1’étude des mécanismes réactionnels
impliqués dans leurs biosyntheses. Les objectifs de cette démarche sont de découvrir de
nouvelles réactivités, de pouvoir synthétiser, en un minimum d’étapes, ces molécules d’une
grande complexité structurale, et ainsi de pouvoir en (in)valider les hypotheses de

biosynthése. Cette démarche est qualifiée d’approche biomimétique. Ainsi, aujourd’hui, on




parle de synthese biomimétique lorsque [’étape clé d’une synthése ou une cascade
réactionnelle copie la réactivité observée dans la nature, méme si le mode d’activation
differe tres largement en laboratoire. L’équipe de Chimie des Substances Naturelles du
laboratoire BioCIS s’inscrit dans cette démarche d’étude et de compréhension des voies de
biosynthése de métabolites secondaires données par la réalisation de leur synthése totale en
laboratoire.

Le but principal de ce travail de thése est de proposer une voie de biosynthese
cohérente de deux pigments fongiques de structure similaire : la sclérocitrine (3), pigment
extrait du scléroderme commun (Scleroderma citrinum), et la chalcitrine (4), pigment issu du
bolet poivré (Chalciporus piperatus), deux champignons du régne des Boletales élargi.
L’introduction générale de ce manuscrit est ainsi dédiée a la présentation de ces deux
pigments, aux differentes hypothéses de biosynthese formulées dans la littérature, ainsi
qu’aux efforts synthétiques déja realises pour ces composes et leurs dérivés au sein de cette
famille chimique. Une fois cette présentation de 1’état actuel des connaissances scientifiques
dans ce domaine réalisée, le premier chapitre de ce manuscrit détaillera la synthése totale
biomimétique d’acides pulviniques (précurseurs de la sclérocitrine (3) et de la chalcitrine (4))
mise au point au cours de ce doctorat, ainsi que leurs caracterisations. Le deuxieme chapitre
de ce manuscrit constitue un essai d’étude exhaustive des métabolites secondaires produits par
le champignon Scleroderma citrinum, dans le but d’isoler et de caractériser des intermédiaires
de biosynthese de la sclérocitrine (3). Le troisieme chapitre s’attardera sur les différentes
stratégies mises en place au cours de ce doctorat pour achever la synthése totale de nos deux
cibles synthétiques : la sclérocitrine (3) et de la chalcitrine (4). Enfin, une conclusion
générale récapitulera les différents résultats obtenus au cours de ce doctorat a la lumiére des
objectifs définis initialement et proposera quelques pistes de poursuite et d’approfondissement

de ces travaux.
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1 CONTEXTUALISATION

1.1 La sclérocitrine et la chalcitrine, deux pigments fongiques au sein de la
famille des dimeres pulviniques

La sclérocitrine (3) et la chalcitrine (4) sont deux métabolites fongiques extraits pour
la premicre fois en 2004 par 1’équipe de Wolfgang Steglich, au sein de 1'université Ludwig-
Maximilian & Munich.>*? La sclérocitrine (3), en particulier, est un pigment jaune produit en
grande quantité par les champignons Scleroderma citrinum et Chalciporus piperatus entre
autres : les rendements d’extraction sont de I’ordre de 400 mg de produit extrait et purifié
pour 1 kg de champignon frais. Bien que la sclérocitrine soit trés largement majoritaire au
sein de ces deux souches, on y retrouve également d’autres métabolites secondaires
complexes, comme la norbadione A (5), la badione A (6) et I’acide xérocomique (7) au sein
de Scleroderma citrinum, et la chalcitrine (4), ’acide xérocomique (7), ’acide variégatique
(8), la variegatorubine et un dérivé de la 2H-azepine chalciporone au sein de Chalciporus

piperatus.

Dans le cadre de ce travail de these, la sclérocitrine (3) et la chalcitrine (4) ont été
étudiées simultanément en raison de la grande similarité entre leurs structures moléculaires.
En effet, ces deux composés sont constitués d’un cceur central comportant des fonctions
exclusivement oxygénées (Schéma 1). Bien que les cceurs centraux des deux structures
different, ils sont tous les deux substitués par des groupements identiques. En observant les
ceeurs centraux et les chaines latérales, on peut conclure que le monomeére constitutif de ces
deux pigments correspond a un metabolite fongique également produit par Scleroderma
citrinum et Chalciporus piperatus : I’acide xérocomique (7). Plus précisément, 1’acide
xérocomique (7) appartient a la famille des acides pulviniques : il est constitué d’un domaine
central, appelé acide tétronique (i. e. une y-lactone o,p insaturée possédant un groupement
hydroxy en position ), substitué¢ par un acide vinylique en position y et par deux groupements
phénoliques en position o et 3. Du point de vue structural, la sclérocitrine (3) et la chalcitrine
(4) appartiennent donc a la méme série chimique que la badione A (6) et la norbadione A (5),
deux autres pigments déja isolés et identifiés par 1’équipe de W. Steglich (Schéma 1). Il est

donc naturel d’envisager des voies de biosynthése communes pour ces différents composes.
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Schéma 1 — Panorama de quelques structures dimériques fongiques issues de I'acide xérocomique.

1.2 Hypothéses de biosynthése des dimeres pulviniques formulées par W.
Steglich

1.2.1 Formulation des hypotheéses de biosynthése a partir du comportement du
méthylcatéechol (9) en conditions oxydantes

L’analyse des structures de la sclérocitrine (3), la chalcitrine (4), la badione A (6) et la
norbadione A (5) et la présence de I’acide xérocomique (7) dans les extraits naturels
fongiques font instinctivement naitre 1’hypothése selon laquelle ces pigments sont
biosynthétisés a partir de I’acide xérocomique (7), en faisant intervenir une cascade
mécanistique complexe. Cette hypothese de biosynthese a été formulée explicitement pour la
badione A (6) et la norbadione A (5), dés 1985, par W. Steglich, puis validée
expérimentalement la méme année par I’étude du comportement d’un méthylcatéchol (9) en
milieu oxydant (Schéma 2).2> Le méthylcatéchol (9) a été choisi pour modéliser le
comportement du groupement catéchol présent sur ’acide xérocomique (7). Le groupement

méthyle permet de stabiliser la quinone obtenue en condition oxydante et de repérer

I’emplacement des substituants sur le ceeur central formé.
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Schéma 2 — Synthese d’un modéle du cceur central de la badione A (6) a partir d’un méthylcatéchol (9).

La synthése démarre par ’oxydation du méthylcatéchol (9) grace a 1’oxyde d’argent.
La meéthylquinone (10) ainsi formée est isolée, puis chauffée au reflux pour induire une
réaction de Diels-Alder entre deux méthylquinones. Enfin, I’ajout d’o-chloranile permet
d’oxyder le produit obtenu en une o-quinone (11), qui réagira en presence de soude pour se
fragmenter en pyruvate naphtalénique (13). Sous condition acide, ce pyruvate (13) se cyclise
pour former un modele (14) du cceur central de la badione A. Cette synthese constitue, a ce
jour, I'unique étude concernant I’assemblage du squelette central de ce compose et malgre ses
limites (i. e. alternance des conditions basiques et acides), elle permet de préciser ’hypothese
initiale de biosynthese des pigments fongiques. Ainsi, il apparait que la sclérocitrine (3), la
chalcitrine (4), la badione A (6) et la norbadione A (5) peuvent étre obtenues par dimérisation
de lacide xérocomique en conditions oxydantes. Précisons qu’ici, le terme « dimeérisation »
est employé¢ de manic€re abusive, car il ne revét pas la méme réalité qu’en chimie des
polymeres. En effet, dans notre cas, des réarrangements intramoléculaires peuvent intervenir
au cours de la synthese. Cependant, il présente ’avantage d’étre concis et d’illustrer
efficacement le processus en jeu. Il sera donc employé systématiquement dans la suite de ce

manuscrit.

Pour les diméres précédemment mentionnes, d’aprés cette hypothése de biosynthése,
la sous-unité catéchol de I’acide xérocomique (7) doit étre oxydée en o-quinone, formant ainsi
I’acide déshydroxérocomique (7a), pouvant réagir sur lui-méme suivant une addition de

Michael. Le précurseur obtenu (15) peut ensuite évoluer selon différentes voies réactionnelles




conduisant chacune a un composé naturel (Schéma 3). Au cours de ses différents travaux, W.

Steglich a postulé trois chemins réactionnels distincts.

[Ox]

ex : tyrosinase,

catéchol oxydase,
polyphénol oxydase etc ...

Acide xérocomique (7)

Précurseur commun aux diméres
d'acides pulviniques

Acide déshydroxérocomique
(7a)

\xz

———» Sclérocitrine ]

———» Chalcitrine ]

Schéma 3 — Mécanisme d'obtention du précurseur commun (15) aux diméres d'acides pulvinigues par oxydation

de l'acide xérocomique (7).

1.2.2 . pseudo-cycloaddition de type

norbadione A (5))

(vers la badione A (6) et la

Ce chemin réactionnel implique une seconde étape d’oxydation (Schéma 4). Le

substrat obtenu lors de la [4+2] formelle (16) réagit ensuite avec I’cau présente dans le milieu

réactionnel pour induire une réaromatisation. L’intermédiaire (17) obtenu subit ensuite une

deuxiéme oxydation pour former le composé (18). Ce dernier peut, de nouveau, étre hydraté.

L’intermédiaire (19) postulé a ce stade est un 2-oxoacide (ou a-cétoacide) naphtalénique

identigue au modele du Schéma 2. La derniere étape de cyclisation, suivant le centre

¢lectrophile sur lequel elle intervient, permet d’obtenir soit la norbadione A (5) (gréce a

I’action d’une déshydrogénase catalysant la décarboxylation) soit la badione A (6).
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Schéma 4 — Hypothése de biosynthése de la norbadione A (5) et de la badione A (6) d'aprés les travaux de W.

Steglich.

Notons que les deux prochaines voies proposées par W. Steglich font I’objet de

certaines critiques. Nous proposerons une hypothése mécanistique révisée par la suite.

1.2.3 Voie b : pseudo-cycloaddition de type [2+2] (vers la sclérocitrine (3))

A partir de I’adduit [2+2] (20) (Schéma 5), I’'un des deux groupements a-Cétoénone

peut réaliser une contraction de cycle et former une y-lactone via une coupure oxydante

(intermédiaire (21)), puis une cyclisation par addition 1,4 des acides carboxyliques générés

(intermédiaire (22)).%°" Survient ensuite une étape de réduction, ouvrant la voie & une




extension de cycle par réarrangement de Cope.?° Le cyclooctatrignediol résultant (24) peut

ensuite réagir suivant deux aldolisations vinylogues successives, permettant de former le

squelette triquinane propre a la sclérocitrine (3).5% 1%
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Schéma 5 — Hypothése de biosynthése de la sclérocitrine (3) d'apreés les travaux de W. Steglich.

1.2.4 Voie c : pseudo-cycloaddition de type [5+2] (vers la chalcitrine (4))

De méme que pour la sclérocitrine, une coupure oxydante intervient sur le cycloadduit

obtenu (26), libérant ainsi une fonction carboxylique (intermédiaire (27)) pouvant étre

décarboxylée enzymatiquement (intermédiaire (28)). La

réduction de

la dicétone

fonctionnalisant le cyclohexéne permet de générer un diol (29). La finalisation du squelette




central de la chalcitrine est ensuite permise par une addition de Michael entre le diol porté par
le cyclohexéne et la cyclohepténone (Schéma 6).
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Schéma 6 — Hypothése de biosynthése de la chalcitrine (4) d'apres les travaux de W. Steglich.

Les hypothéses mécanistiques de W. Steglich pour la sclérocitrine et la chalcitrine
présentent I’avantage de former une démarche trés englobante : un événement oxydant sur
I’acide xérocomique (7) permet ensuite de générer une grande diversité de dimeéres de
structures  particulierement complexes, grace a de nombreux réarrangements
intramoléculaires. La force de cette démarche réside egalement dans le fait qu’elle s’appuie
sur la biosynthése d’autres métabolites proches de la sclérocitrine (3) et de la chalcitrine (4),
comme la norbadione A (5) et la badione A (6), qui a déja été prouvée in vitro.?*> Cependant,

il est a noter que dans le cas de la sclérocitrine (3) et de la chalcitrine (4), les hypotheses




mécanistiques avancées impliquent une alternance entre des événements oxydants, puis
réducteurs. Cette alternance semble peu cohérente, car elle nécessite que le métabolite passe
par différents organels avec des environnements chimiques opposés au sein du champignon.

Cette remarque constitue la principale limite des hypothéses émises par W. Steglich en 2004.

1.3 Hypotheses de biosynthése de la sclérocitrine (3) et de la chalcitrine (4)
proposées par le laboratoire

L’approche globalisee de W. Steglich reste, malgré ses limites, particulierement
élégante, du fait de la génération trés rapide d’une grande diversité et complexité structurale
grace a des réactions simples. L hypothése que nous cherchons donc a valider par ce travail
de thése est qu’un seul et unique événement oxydant se produise en début de biosynthese,
permettant d’enclencher une cascade réactionnelle isohypsique, proche de celle proposée par
W. Steglich et ainsi, de conduire a la sclérocitrine (3) et a la chalcitrine (4) (Schéma 7).

Plus précisément, nous supposons que 1’oxydation en o0-quinone de 1’acide
xérocomique (7) conduit a une pseudo-cycloaddition de type [5+2] et a la disparition des deux
groupements catéchols. L’adduit (26) obtenu subit ensuite une hydratation sur la cétone
pontée du cceur central. A partir de cette étape, nous supposons que les voies de biosynthese

de la sclérocitrine et de la chalcitrine divergent :

- D’une part, I'intermédiaire commun aux deux dimeres (30) peut subir une
décarboxylation provoquant la formation d’une nouvelle liaison carbone-carbone
par addition-1,2 sur une cétone du cceur central (intermédiaire (31)) ; un équilibre
céto-énolique finit de rationaliser la biosynthese de la chalcitrine (4).

- D’autre part, on remarque que, par équilibre céto-énolique, il est possible de faire
apparaitre un accepteur de Michael sur le cceur central de I’intermédiaire
commun (30). Une fonction énol de I’intermédiaire (32) peut enclencher cette
addition de Michael et ainsi permettre la formation d’ une nouvelle liaison carbone-
carbone (intermédiaire (33)). Par la suite, une deuxieme addition de Michael peut
intervenir entre 1’acide carboxylique et I’énone précédemment formeée. Le
tétracycle obtenu (34) est particulierement tendu en raison de la présence d’un
cyclobutane et son ouverture par réarrangement de Cope semble favorisée. Enfin,
une aldolisation vinylogue peut venir refermer I’intermédiaire (36) et ainsi venir

former les cing cycles propres au ceeur central de la sclérocitrine (3).
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Schéma 7 — Hypothéses mécanistiques de biosynthése de la sclérocitrine (3) et de la chalcitrine (4).

Ainsi, ce projet de these cherche a valider cette hypothése de biosynthese de la
sclérocitrine (3) et de la chalcitrine (4) basée sur un événement oxydant unique
intervenant sur I’acide xérocomique (7). La démarche entreprise dans ce but a été, dans
un premier temps, de réaliser la synthése biomimétique de I’acide xérocomique (7) en
laboratoire (selon les hypotheses présentées et validées dans la littérature), d’étudier son
comportement en milieu oxydant, ainsi que de rechercher des composés similaires ou

des intermédiaires de synthese au sein du champignon Scleroderma citrinum.




2 LES ACIDES PULVINIQUES ET LE MOTIF BUTENOLIDE

2.1 Biosynthése de I’acide xérocomique et des acides pulviniques

2.1.1 Conversion du glucose en acides polyporiques

L’objectif de ce travail de thése étant de réaliser la synthése biomimétique de la
sclérocitrine (3) et de la chalcitrine (4) a partir de 1’acide xérocomique (7), il est naturel de
s’attarder, en premier lieu, sur la biosynthése de 1’acide xérocomique (7) au sein des especes

fongiques qui le produisent.

L’acide xérocomique (7) appartient & la famille des acides pulviniques, qui sont des
métabolites de la voie du shikimate-chorismate (Schéma 8).'% Au sein des organismes
vivants, cette voie métabolique a pour rdle de synthétiser le chorismate (41), précurseur
commun des acides aminés aromatiques, comme la phénylalanine, la tyrosine et le
tryptophane. Concrétement, il s’agit d’une série de réactions enzymatiques intervenant une
fois que le glucose assimilé par I’organisme a été converti en phosphoénolpyruvate (39) par
glycolyse. Cette série de réactions démarre avec la condensation du phosphoénolpyruvate (39)
(généré par glycolyse) avec 1’érythrose-4-phosphate (38), puis de nombreuses étapes se
succedent pour aboutir finalement a la formation du chorismate (41). Par réarrangement de
Claisen, le chorismate (41) est ensuite converti en préphenate (42), susceptible d’étre
décarboxylé. Le dérivé de phénylpyruvate obtenu (43) est un intermédiaire commun aux
acides aminés aromatiques et aux acides pulviniques, car a ce stade de la métabolisation, leurs
voies de biosynthése divergent : d’un c6té, le dérivé de phénylpyruvate (43) peut subir une
transamination enzymatique conduisant & la phénylalanine ou & la tyrosine®* ; de I’autre, le
dérivé de phénylpyruvate (43) peut se condenser sur lui-méme pour former un intermédiaire
bisaromatique (44), dont la cyclisation intramoléculaire permet d’obtenir un intermédiaire de
type terphénylquinone. Les métabolites ainsi formés appartiennent a la famille des acides

polyporiques et sont des précurseurs des acides pulviniques.
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Schéma 8 — Biosynthese des acides polyporiques, précurseurs des acides pulviniques.

Il est a noter qu’une autre famille de pigments fongiques, les grévillines, est
biosynthétisée par le biais de cette méme voie métabolique, par un processus divergeant avant
la formation du cceur quinonique (Schéma 8). Il a été montré que les grévillines peuvent se

réarranger en acide polyporique (cf équilibre dynamique entre (44) et (45)).%




2.1.2 Conversion des acides polyporiques en acides pulviniques

La conversion des acides polyporiques en acides pulviniques constitue 1’étape clé de
cette biosynthése (Schéma 9). Formellement, les dérives polyporiques, comme I’atromentine
(2) (dont le cceur central est une p-benzoquinone, i. e. un cycle a six chainons) doivent étre

convertis en dérivés tétroniques (dont le cceur central est un cycle a cinq chainons).

Oxydation
" enzymatique

Atromentine (2)

Hydroxylations
successives

Schéma 9 — Biosynthése des acides pulviniques a partir des acides polyporiques.

Concréetement, cette contraction de cycle peut étre réalisée grace a une coupure
oxydante enzymatique de la p-benzoquinone, fournissant ainsi un diacide linéaire (47)
pouvant se cycliser par addition nucléophile d’un groupement hydroxyle sur un des deux
acides préalablement formés. Le dérivé pulvinique obtenu est I’acide atromentique (48). Ce
dernier peut enfin étre impliqué dans différentes étapes d’hydroxylation permettant d’obtenir
I’acide xérocomique (7), puis I’acide variégatique (8), un autre acide pulvinique connu de

cette série chimique.’® Une méthode biomimétique mimant cette étape a d’ailleurs été




exploitée au cours de ce travail de these et sera présentée dans la section 1.2.4 du chapitre 1
de ce manuscrit (page 129).

2.2 Synthese du motif buténolide dans la littérature

L’étude de la biosynthése de I’acide xérocomique et des acides pulviniques en général,
permet de mettre en lumiére 1’étape clé de leur biosynthése, a savoir : la contraction de cycle
du dérivé polyporique en bisbuténolide. Toute synthése biomimétique de dérivés pulviniques
se doit donc de reproduire cette réactivité. Or, I'un des objectifs de ce travail de these étant de
réaliser la synthese biomimétique de I’acide xérocomique, il est nécessaire de s’appuyer sur
les travaux publiés dans ce domaine pour y rechercher de potentielles stratégies
biomimétiques ayant déja fait leurs preuves. Cette partie du manuscrit s’attarde donc sur les

principales voies de synthése du motif « buténolide » que I’on trouve dans la littérature.

Le terme « buténolide » est employé pour décrire les systémes crotonolactoniques au
sens large. 1l a été utilisé pour la premiere fois dans le Bulletin de la Societé Chimique de
France en 1898 par T. Klobb.**" Cette nomenclature, trés populaire au début du XX° siécle, a
depuis été officiellement incluse dans la nomenclature des furanones. Cependant, par sa
concision, I’appellation « buténolide » reste encore trés répandue dans la littérature. C’est
donc cette dénomination qui a été choisie pour décrire cette famille de composeés tout au long

de ce manuscrit.

Au sein de cette classification, le motif « buténolide » peut se décliner sous différentes
isoméries de structure, présentées sur la Figure 1, chacune concernant la position de
I’insaturation et celle de ’atome d’oxygene au sein du cycle. Dans le cadre de I’étude des
acides pulviniques, les isoméres d’intérét sont les buténolides a,B-insaturés (ou A'-
buténolides, ou A™P-buténolides ou furan-2(5H)-one, en bleu sur la Figure 1). Ils forment une
famille de composés tres largement représentés dans la nature. Quelques exemples sont
présentés sur la Figure 1. La plupart d’entre eux ont révélé, au fur et a mesure des

investigations, des propriétés biologiques diverses™®

et intéressantes sur le plan médicinal,
agrochimique ou écologique : a titre d’exemple, certains buténolides possédant des propriétés
antifouling avérées, ils pourraient étre employés pour protéger les coques de bateaux des
colonies d’algues et de microorganismes, en remplacement des peintures au plomb utilisées a
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’heure actuelle.’®” D’autres encore se sont avérés étre de formidables colorants.® 2* Au vu

des nombreuses potentielles applications de ces composés, de trés nombreux travaux ont été




réalises, depuis les années 1950, dans le but de développer leurs voies de synthese. Cette
thématique a ainsi fait I’objet de plusieurs revues, chacune ayant pour objectif d’organiser la

profusion des stratégies de synthése appliquées durant ces 70 derniéres années, 3% 148.20%. 234

Au travers de ces nombreuses revues, il apparait comme étant impossible de faire
ressortir un principe général de synthése des buténolides. Malgré la faible complexité
structurale de ces molécules, de nombreuses étapes de synthese sont requises, faisant appel a
des réactifs élaborés, parfois difficiles & obtenir. Les rendements obtenus sont généralement
décents, mais trés variables suivant les substrats impliqués : typiquement, tres peu de
protocoles permettent de synthétiser des buténolides tri- et tétrasubstitués. Aussi, en donner
un apercu clair et concis est un vrai defi. Malgré tout, il a été choisi de présenter, dans ce
manuscrit, toutes ces réflexions qui animent la communauté scientifique depuis ces 70
dernieres années dans le domaine des substances naturelles, de la maniére la plus bréve
possible, afin de laisser entrevoir la richesse et DI’esprit d’innovation de la recherche

concernant la synthese du motif buténolide.

N. B. : les buténolides substitués par des groupements amines ne sont pas traités au sein de ce
manuscrit, car ces composés n’interviennent pas dans les recherches menées au cours de ce

doctorat. Mais, il existe des voies de synthése qui leur sont propres.?*?
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Figure 1 — Nomenclature des y-lactones et panorama de molécules naturelles comportant le motif « buténolide ».



2.2.1 Fonctionnalisation d’un buténolide commercial ou d’un équivalent
masqué

2.2.1.1 Addition nucléophile d’un 2-oxyfurane polysubstitué sur un

électrophile en présence d’un acide de Lewis
La stratégie la plus évidente revient a utiliser un buténolide commercial, puis de le
fonctionnaliser pour aboutir a la molécule cible. Pour cela, il est possible d’utiliser soit un
«vrai » buténolide, soit un 2-oxyfurane, qui est, en réalité, un buténolide caché?’* : en effet,
les 2-oxyfuranes et les buténolides sont les deux formes tautomériques d’une méme molécule.

L’équilibre tautomérique s’établit préférentiellement en milieu basique.

Catalyseur /SiR3 c|:I
. EWG
R38|\ o F[WG sncl, [0} /Sn EWG 0-_0 QRz
O e e L SO
\ /] R R, /l R1/ \Rz
2-oxyfurane Substrat électrophile

Schéma 10 — Schéma général d’addition nucléophile d'un 2-oxyfurane catalysée par un acide de Lewis comme
SncCl,.*

Pour ce type de stratégie de synthese, la forme 2-oxyfurane est protégée par un
groupement alkyle, sylile ou acétyle. Par catalyse par un acide de Lewis, de Bronsted (par
exemple, ’APTS ou THCHCH,CHTH,?®® 3% ou des dérivés fluorés™, le 2-oxyfurane peut
s’additionner sur un substrat ¢lectrophile. Quelques exemples de catalyses hétérogénes sont
également décrits dans la littérature.* Dans certains cas, le 2-oxyfurane peut étre généré in-
situ & partir de substrats approchants.” Mécanistiquement parlant, la réaction est initiée par la
délocalisation d’un doublet non-liant porté par 1’oxygene en position 2 du furane. Grace au
systéme conjugué du furane, cela permet la formation d’une liaison C-C en position 4 du
furane (Schéma 10). Plusieurs molécules naturelles ont pu étre synthétisées grace a cette
stratégie (Schéma 11), notamment les nostoclides | (51) et Il (52)% (extraits des

149, 203, 251, 252

cyanobactéries Nostoc sp.), les goniobuténolides A (55) et B (56) (extraits des

feuilles de Goniothalamus giganteus, un arbre que 1’on retrouve en Asie), I’eldanolide

129 ou encore la freelingnite (métabolite

130

(phéromone sexuelle de I’insecte Eldana saccharina)

de la plante Eremophila freelingii, endémique d’ Australie).
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Schéma 11 — Synthéses totales des nostoclides | (51) et 11 (52)*° et des goniobutébolides A (55) et B (56)**° par
addition nucléophile d'un motif 2-oxyfurane sur un substrat électrophile par catalyse acide (resp. de Bronsted et

de Lewis).

Parmi les nombreux substrats electrophiles impliqués dans cette voie de synthése, on

26, 203

retrouve des carbonyles (aldéhydes, cétones ou (a)cétals) (addition 1,2 ou couplage

[vinylique] de Mukaiyama-Aldol), des amides,*® des imines ou base de Schiff*’ (couplage

[vinylique] de Mukaiyama-Mannich), des halogénures d’acyle®®®

|96, 116

(réaction de Friedel-et-
Crafts), des accepteurs de Michae (addition 1,4 ou couplage vinylique de Mukaiyama-
Michael) et enfin, plus anecdotiquement des iodosobenzénes.?® En réalité, la présence d’un
substituant inductif attracteur —I (ou bon groupe partant) suffit pour que la réaction puisse se
produire. Ainsi, les substrats classiques des substitutions nucléophiles sont également
pertinents dans cette voie de synthése, comme les substrats halogénés,** **° hydroxylés ou
acétylés.’®* 19 La revue rédigée par X. Jusseau et al. en 2014 compile de maniére exhaustive

cette approche.™* 1l

est a noter que dans le cas d’une addition 1,4 de Michael du furane sur
des deérivés de type benzoquinone, I’adduit de Michael obtenu, instable, se réarrange
spontanément pour former une butyrolactone,®® ouvrant ainsi la voie a Iobtention de
butyrolactones naturelles, comme : la kalafungine, un antibiotique extrait de Streptomyces
tanashiensis® ; les griseusines A et B, des antibiotiques extraits de Streptomyces griseus*> ou

encore les juglomycines A et B3, extraits de Streptomyces sp. (Schéma 12).
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Schéma 12 — Synthése d'un épimere de la kalafungine par addition de Michael d'un 2-oxyfurane sur une

benzoquinone, suivi d'un réarrangement intramoléculaire en butyrolactone.®

Aucune généralisation n’a pas pu étre établie quant aux conditions expérimentales a
appliquer : elles restent propres a chaque substrat. Cependant, on remarque une certaine
récurrence parmi les acides de Lewis les plus performants : BF3.Et,O, SnCls, TiCls, ZnCl.,.

Quelques exemples sont reportés dans le Tableau 1.

Entrées Substrats 2-oxyfurane Produit Acide de Lewis Rdt Réf.
[o} - . ,
1. /\/\/\)LH /0\ OAc %O TiCl, - 0,75 éq. 60 % 233
HO
0 —
> <) Loms D/@o sncli-02éq. 9%

Tableau 1 — Exemples de fonctionnalisation de 2-oxyfuranes.

Cette stratégie présente I’inconvénient d’étre intrinséquement non-stéréosélective.
Plusieurs études mécanistiques ont été effectuées pour expliquer les ratios de
diastéréoseélectivités observés, notamment par la modélisation de la structure des états de
transition, mais aucune conclusion générale n’a pu étre émise, car 1’état de transition semble
dépendre de la nature de I’électrophile mis en jeu.*** **>?3! De nombreux développements ont
été réalisés pour améliorer cet aspect de cette stratégie de synthese. Les premiers résultats
concrets sont apparus en 1998 avec le premier exemple de couplage vinylique de Mukaiyama-
Aldol asymmétrique publié par B. Figadére et al.,”®" ouvrant ainsi la voie & la synthése de
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produits naturels optiquement actifs comme la (+)-muricatacine”’ et I’iso-cladospolide B.%

Depuis, il apparait que la technique majoritairement appliquée dans le cas des réactions




énantiosélectives consiste a utiliser un catalyseur chiral (i. e. un acide de Lewis avec un ligand
chiral) ou une copule chirale, méme si cela augmente le nombre d’étape de synthése. Le type
de copules chirales typiquement utilisées sont les oxazolidinones,®® ?'? les groupements
phénylsulfonyles* ou plus anecdoctiquement, des complexes carbénes tungstiques.*® Dans le
cas précis des additions de Michael énantiosélectives sur des crotonaldéhydes, il faut noter
que la catalyse par acide de Lewis présente certaines limitations, notamment la proportion
d’additions 1,2 reste conséquente. Pour obtenir une meilleure sélectivité, des essais
d’organocatalyse ont ét€¢ menés. Il s’est avéré que le passage par un état de transition de type
iminium favorise particuliérement les additions 1,4. A ce titre, les imidazolidinones de
MacMillan,***?2 ainsi que les dérivés de pyrrolidines® sont particuliérement employés pour la
synthése de produits naturels. Le Schéma 13 représente I’intégration de cette réactivité dans la
synthése totale de I’acide (+)-spiculisporique (65), produit par Penicillium spiculisporum®

ainsi que celle d’une toxine, la pectenotoxine-2 (70), produite par les algues Dinophysis. *?
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Schéma 13 — Synthése énantiosélective de I’acide (+)-spiculisporique (65)* et du fragment C17-C28 de la

pectenotoxine-2 (70).14




N. B. : « Modification de la régiosélectivité »

Il est a noter que la présence d’cau dans le milieu réactionnel peut radicalement
modifier la régiosélectivité de 1’attaque nucléophile du furane. Ainsi, comme cela a été
montré par J. Mlynarski en 2012, la réaction de Mukaiyama-Aldol, catalysée par un acide de
Lewis, peut également engendrer une fonctionnalisation du furane/buténolide en o du

304 180

carbonyle (cf Tableau 2).”" De méme, dans le cas d’une catalyse au palladium™ ou a

c g 4 , . . .
I’iridium,’ spontanément, la fonctionnalisation s’effectue en a du carbonyle.

Ph
o
PhCHO

Zn(OTf), (0,1 éq.) HO, +
™s — >
Solvent(s) Ph
(54) But-y But-a
Solvant Température But-y (%) But-a (%)
THF ta. 90 -
THF/H,0 (9:1) 0°C - 88

Tableau 2 — Influence des traces d'eau dans le milieu réactionnel sur la régiosélectivité de I'addition nucléophile

du 2-oxyfurane sur le benzaldéhyde.***

2.2.1.2 Fonctionnalisation de buténolides

Quand les buténolides ne sont pas présents sous forme d’oxyfuranes, d’autres
stratégies de fonctionnalisation ont été employeées, allant de la « simple » addition de Michael
de I’anion buténolide sur un substrat ¢lectrophile a des réactions plus complexes, comme la
réaction de Wittig, d’Horner-Wadsworth-Emmons, de Friedel-et-Crafts ou encore des
couplages organo-métalliques (tous nécessitant une étape préalable d’halogénation du

substrat).




Addition de Michael/substitution par un anion buténolide :

0 o Base [o} o R.R, O
Rz R 3,4
R LDA 2
| o I 1 =R = R, 5 o) R
{ RS SR ~ /0 M |\ Oﬁ 1
3 4 Ry Ry = R,
Buténolide  Accepteur de Michael (71)
2 )I( Base o Rk1
LDA = 0
fﬁo R1/ R —_ CO < /I\R _— o:<j R,
1 —
Buténolide  Substrat électrophile (71)

Schéma 14 — Schéma général d’addition nucléophile d'un buténolide sur un accepteur Michael ou un substrat

En présence d’une base minérale (par exemple, KOH, K,CO5*'%, NaH, Na, KF**3 149
ou organique (comme le DBU'), mais plus généralement d’une base forte lithiée, comme le
LDA® *° le buténolide peut étre déprotoné en position y. L’anion ainsi formé (71) peut
ensuite realiser une addition 1,4 sur un accepteur de Michael, comme un autre buténolide, un
ester a,B-insaturé, un halogénure de vinyle, une base de Schiff etc .... La méme réactivité est
observée en présence d’un halogénure d’alkyle ou d’un groupement acétyle : dans ce cas, une
simple réaction de substitution nucléophile se produit.®*’ Cette réactivité est illustrée sur le
Schéma 14. C’est ainsi que le paniculide A (76) (buténolide naturel extrait de la chirette verte

— Andrographis paniculata — présente en Inde et au Sri Lanka) a pu étre synthétisé par F.

électrophile sous ’action d’une base comme le LDA.

Kido en 1982.1** La synthése totale de ce composé est présentée sur le Schéma 15.
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Schéma 15 — Synthése totale du paniculide A (76) par F. Kido.***




Par extension, il a été montré que la stéréosélectivité de la réaction peut étre contrélée

par la présence d’un catalyseur chiral, comme les exemples présentés sur le Schéma 16.
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Schéma 16 — Synthese énantiosélective de deux antagonistes du récepteur des neurokinines [(+)-L-733,060 (81)
et (+)-CP-99,994 (82)]**° et de I’aflatoxine B (86).%%°

Enfin, au cours des recherches, il est apparu que la présence de substituants soufrés en
position y sur le buténolide permettait de mieux controler la stéréosélectivité de la réaction et
de travailler en conditions plus douces. Dans la littérature, on trouve quelques exemples avec

des thioéthers ou des dérivés de tosyles.'* 2%

N. B. : « Fonctionnalisation en o »

Dans tous les exemples présentés précédemment, le motif « buténolide » était
fonctionnalis€ en position y spontanément, sans action particuliecre de la part de
I’expérimentateur. A la fin des années 1970, il a donc été question de développer une
meéthodologie tout aussi efficace permettant d’avoir acces a des buténolides fonctionnalisés en

position a. Quelques équipes ont pensé reprendre la stratégie des substituants soufrés pour




orienter la fonctionnalisation des buténolides en position a*** : de nombreuses difficultés sont
apparues, comme la polyaddition et le nombre restreint de substrats compatibles. Par
conséquent, cette stratégie n’a pas ét¢ employée, a ce jour, pour la synthése de produits

naturels.

En revanche, il a été remarqué qu’il est possible de fonctionnaliser efficacement un
buténolide en position a, a condition de passer par un intermédiaire de type adduit de Diels-
Alder (le buténolide (1) ayant joué le réle de diénophile)®. Le buténolide fonctionnalisé (V)
est ensuite obtenu par rétro-Diels-Alder (Schéma 17).

y Me 7 Me
H )-©O o 285°C o
@ d 110°C (Ila) O (Iva) o tube scellé \[go
87 % H H ‘
7 < Me 7 S Me Me
(1) (I H“ o “\_0 V)
(I1Ib) (IVb) O

Schéma 17 — Alkylation en o sur adduit de Diels-Alder.®

Bromation du buténolide :

Afin de préparer le buténolide a une fonctionnalisation ultérieure, différentes équipes
ont travaillé au développement d’une bromation efficace de ce substrat. L.’étude de différents
agents bromants a permis de montrer que I’utilisation de Br, produit une bromation spécifique
en position P par rapport a la position v,2*® alors que l’utilisation du NBS dans le CCl;*’

produit une bromation spécifique en position y par rapport a la position B du buténolide.

Couplages apres bromation :

Parmi la palette des couplages organométalliques a la disposition du chimiste

organicien, le couplage de Negishi a été appliqué a des buténolides simples au cours des

années 1980, notamment pour la synthése de mokupalides (89)™*

320 238

(molécules isoprénoides

ainsi que le couplage de Stille=**, notamment dans le cadre de la
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issues d’éponges marines),
synthése du cléviolide et du (Z)- et (E)-scobinolide.”™ Auparavant, d’autres réactions ont été
étudiees, comme : la réaction de Corey-House (grace a un organocuprate lithié, appelé aussi
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réactif de Gilman),”” qui a permis la synthése d’un précurseur de la streptolutine (92), elle-

méme précurseur de I’antibiotique 593A (ou cyclostreptolutine (93)), isolé de la souche




Streptomyces griseolutus® ; la condensation de Reformatsky dans le cadre de la synthése de

189 - |a réaction de Wittig

I’anthéridiol, une hormone fongique, extraite de Achlya bisexualis
pour la synthése de dérivés de la vitamine A* : la réaction d’Horner-Wadsworth-Emmons,
notamment dans le cas de la synthese du manoalide, bloqueur des canaux calciques naturel,
issu d’éponges marines® ou de ’acide marasmique (96)??, molécule naturelle possédant des
propriétés antibiotiques, isolée de champignons basidiomycétes.'*" Parfois, de simples
substitutions nucléophiles en milieu basique sont appliquées sur le carbone bromé.*” Dans
tous les cas, ’objectif des équipes de recherches étaient de synthétiser des buténolides

fonctionnalisés par de longues chaines alkyles, plus ou moins insaturées, d’origine terpénique
(Schéma 18).

(o]
PdCl,(PPhj),
i~-Bu,AlH | o
ZnBr + — B —— X X N
0 62 %

(88) Mokupalide (89)

Ph
Br. HN Cuti HN
y\o Z=S§N\<o el ‘« e \(jﬂ/cozH _,mNHH
e o a

R=0 91 %
0”0 I
(90) (91) Streptolutine Cl
(92) Cyclostreptolutine / 593 A (93)
H
9 étapes
| * O [ o Pvevas ! OH
80 % 36 %
(EtO),P 0A
MeO,C Ohc 7 Me02C ¢ 7 °
(93) (94) Acide marasmique (96)

Schéma 18 — Exemples de couplages de buténolides dans le cadre de la synthése totale du mokupalide (89),**
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d'un précurseur de la streptolutine (92)*° et de I'acide (+)-marasmique (96).%

2.2.2 Oxydation d’un furane préalablement substitué

De maniére similaire a ce qui a été présenté dans la section précédente, il est possible
de synthétiser des buténolides polysubstitués a partir de furanes (i. e. des buténolides
masqués). Dans ce cas, les furanes doivent étre fonctionnalisés au prealable, principalement

grace a des lithiens ou des magnésiens : les méthodes de fonctionnalisation sont nombreuses




et sortent du cadre de ce manuscrit, nous ne les développerons donc pas ici. Notre objectif est
plutdt de s’attarder sur les différents protocoles d’oxydation de furanes mis au point jusqu’a

présent.

Deux types d’oxydations sont a distinguer : la premiére consiste a oxyder le furane et a
former la fonction carbonyle sans modifier les autres substituants présents ; la deuxiéme
revient a ajouter un groupement hydroxyle supplémentaire en position y. Dans tous les cas,
I’hétéroatome en position 2 sur le furane joue le role de groupe directeur lors de I’oxydation :
on observe une forte régiosélectivité. L’agent oxydant choisi revét également une grande
importance, car il influe grandement sur la direction prise lors de ’oxydation, comme illustré

par la synthése de la digitoxine® (Schéma 19).

............................

Oxydation AVEC ajout de Oxydation ajout de
groupement OR en position y groupement OR en position y

CH3C03H
0w Te0%

‘ﬁ °H ‘ﬁ °H
AcO AcO

(1)

Schéma 19 — Influence de I'oxydant sur le buténolide synthétisé.

2.2.2.1 Oxydation sans ajout de groupements OR en y

R R
[/I\\ © LM
0/\X V4 O/to

X =H, CHO, OMe, S, Se, Si

Schéma 20 — Schéma général d'oxydation d'un furane sans ajout d'un groupement OR en position vy.

L’oxydation peut étre réalisée a température ambiante par un peracide, H202,15 NBS

dans le dioxane,®® HgCl, en milieu acide,” ™

215

ou encore une simple méthanolyse en milieu

acide,” et ceci suivant I’hétéroatome X choisi comme groupe directeur (Schéma 20). Dans le

cas des peracides, ’acide peracétique est le réactif de choix,’™ car le m-CPBA s’est révélé
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inefficace sur certains substrats.”’" Le protocole faisant appel a 1’eau oxygéné présente




I’avantage de travailler en conditions douces, mais dans le cas des composés séléniés, il se
poursuit en cascade avec différents réarrangements [2,3]-sigmatropiques qui peuvent
intervenir (Schéma 21).”*" On peut également citer quelques essais anecdotiques de

méthodologie d’oxydation par photochimie.?*®

OH OH
H,0 —_— . { \N\_ oH

M (1) (1) (v)

Schéma 21 — Réarrangement [2,3]-sigmatropique possible pour les composés furanoséléniés.

Au final, I'utilisation de ces oxydations sans ajout de groupement OR en position y
semble limitée, car peu exploitée lors de synthéses totales de produits naturels. Les quelques
exemples probants ont été réalisés dans les années 1980 et concernent la synthese de
I’isodrimenine (98)®, isolée a partir de plantes d’Amérique du Sud, du genre Drimys sp.’ et
du colorata-4(13),8-diénolide (100)™, isolé & partir de Pseudowintera colorata, un arbuste de
Nouvelle-Zélande®* (Schéma 22).

HCI, HgCly H,0
—_—
A 90 %
H
Phénylthioeuryfurane (97) Isodrimenine (98)
HCI, HgCl, H,0
a 61 %
H
(99) Colorata-4(13),8-diénolide (100)

Schéma 22 — Synthéses totales de I'isodrimenine et du colorata-4(13),8-diénolide par oxydation d'un furane.”

2.2.2.2 Oxydation avec ajout de groupements OR en y

R
A ol R"°7C’l
R o) X R’ O o

X =H, Br, SnBujy

Schéma 23 — Schéma général d'oxydation d'un furane avec ajout d'un groupement OR en position .




Dans le cadre de la synthése de buténolides par oxydation d’un furane avec ajout d’un
groupement OR en position y (Schéma 23), les réactifs d’oxydation classiques, comme les
peracides (I’acide peracétique® ou le m-CPBA™™), le réactif de Jones (CrOs + H,SO4)*" ou le
réactif de Corey (PCC)?® peuvent étre utilisés en premiére intention avec de bons rendements
(93 % pour le réactif de Jones et 60-75 % pour le réactif de Corey, respectivement).

Au cours des années 1980, au vu de I’émergence des intermédiaires organostanniques
en méthodologie de synthése organique, 1I’équipe de Yamada a souhaité étendre cette stratégie
aux composés organostanniques. Leur travail a permis de mettre en évidence qu’un tri-n-
butylstannylfurane peut étre acétylé en position y par le Pb(OAC)s.>*® Cet exemple reste
unique a ce jour. Enfin, de rares essais d’oxydation par électrochimie en présence d’un
solvant protique ont été réalisés par Yamasita et al. dans les années 1970, sans que cette

approche soit réellement approfondie par la suite.?”

Une technique particuliérement pertinente pour oxyder un furane en buténolide lors de
la synthese totale de produits naturels est la photo-oxygénation (Schéma 24) : elle implique la
formation in-situ de dioxygéne singulet (*O,). Le principal avantage de cette démarche est un

meilleur contrdle de la régiosélectivité.

R
O,, hv

T 2
/ &\ m\ms ,C l
[O TMS Photosensibilisateur 020 RO™Ng” ~0

Schéma 24 — Schéma général d'oxydation d'un furane par photo-oxygénation.

Cette approche s’est révélée efficace, en particulier, lors de la synthése de buténolides
substitués par de longues chaines insaturées, pouvant elles aussi réagir lors de 1’étape finale
d’oxydation. En effet, 1’addition-1,4 de 102 formant I’intermédiaire endoperoxyde sur le
furane est plus rapide que I’oxydation des insaturations présentes sur les chaines latérales. '
Plusieurs études ont été menées pour optimiser le photosensibilisateur employé ou le solvant
de réaction.'®® Parmi les différents photosensibilisateurs étudiés en synthése produits naturels
(Schéma 25), on peut citer : le bleu de méthyléne,'® la tétraphénylporphyrine,** le rose
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Bengale, qui a permis la synthése totale du manoalide ou du séco-manoalide (105)™* (deux

molécules isolées a partir de I’éponge marine Luffariella variabilis)”” ou encore I’éosine,




employé lors de la synthése totale du valdiviolide (102) (isolé & partir de Drimys winteri, une

plante présente au Chili et en Argentine).*®®

O, hv, éosine
t-BuOH, 2,6-lutidine

66 %

MeO OMe — O, hv, rose Bengal MeO OMe

™ ~° DCM, MeOH ™ [ o

o Eto__O OH
T (103) \r (104)

pressssssas s -
ER=

OH OH

seco-manoalide (105)

Schéma 25 — Synthéses totales du valdiviolide (102)*® et du seco-manoalide (105)™* par photo-oxygénation.

2.2.3 Synthése de buténolides a partir d’anhydrides cycliques (cas particulier
de ’anhydride maléique)

2.2.3.1 Passage par un intermédiaire « adduit de Diels-Alder »

A la fin des années 1970, une attention particuliére a été portée sur les anhydrides
cycliques comme substrats de départ pour la synthese de buténolides naturels simples, du fait
de leur grande proximité structurale. L’anhydride mal€ique, en particulier, s’est révél¢ étre un
précurseur de choix depuis le constat de sa forte propension a former des adduits de Diels-
Alder avec furanes et cyclopentadiénes ; ceci est trés similaire a ce qui a été présente sur la
fonctionnalisation des buténolides (Schéma 17 — page 61). L’adduit ainsi formé peut ensuite
étre monosubstitué en position a, grace a un lithien, ou mono-/disubstitué en position vy, grace
a un réactif de Grignard. Le buténolide final est ensuite obtenu en réalisant une étape de rétro-
Diels-Alder (Schéma 26).
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Schéma 26 — Schéma général de synthése de buténolides a partir de ’anhydride maléique.

2.2.3.2 Cas parti

45,125

iculier de la synthese de 4-ylidénebuténolide

0
R<E[<O
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Schéma 27 — Schéma général de synthese de 4-ylidénebuténolides par réaction de Wittig.

Dans le cas précis de la synthese de 4-ylidénebuténolide, la fonctionnalisation de

I’adduit de Diels-Alder peut étre réalisée grace a une simple réaction de Wittig. Cette étape

permet la formation de la double liaison C=C entre le buténolide et un ylure précurseur de la

chaine alkyle désirée (Schéma 27).'® Cette stratégie a permis la synthése totale de produits

naturels simples de la famille des 4-ylidénebuténolides (Schéma 28), comme la freelingyne

(109) (Eremophila freelingii).*?®

-

14
H o

_<o Mo
y=PPh; 0

(106) Adduit de Diels-Alder

40 % )l\ 0 \ = o (o]

(108) Freelingyne (109)

de I'anhydride citraconique (107)

Schéma 28 — Synthése de la freelingyne (109) faisant intervenir une réaction de Wittig sur un adduit de Diels-

Alder.




2.2.4 Cyclisation intramoléculaire de dérivés carbonylés

Jusqu’a présent, les stratégies de synthese de buténolides présentées dans ce manuscrit
reviennent a fonctionnaliser des hétérocycles pré-formés. Dans cette partie, nous allons
maintenant nous intéresser aux méthodes de cyclisations intramoléculaires de chaines
lin¢aires. Cette voie synthétique, intuitive, a été I’'une des premiéres développées et a ce jour,
on compte une multitude de protocoles expérimentaux cherchant a induire ce type de
cyclisation intramoléculaire. Cette profusion de conditions opératoires est révélatrice des
limites de cette stratégie: les rendements dépassent rarement les 40%, ils varient
drastiqguement suivant le substrat étudié et peu de complexité structurale a pu étre introduite
grace a cette stratégie. Par souci de concision, seules les conditions expérimentales ayant
abouti a la synthése totale de produits naturels seront détaillées dans cette partie. Ainsi, au
total, on dénombre six types de cyclisation differents, rassemblés dans le Tableau 3.
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Tableau 3 — Récapitulatif des 6 voies de cyclisation intramoléculaire possibles.




2.2.4.1 Voie A
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Schéma 29 — Schéma général de synthése de buténolides par la voie A.

Dans un premier temps, la cyclisation peut intervenir par lactonisation (Schéma 29).

Le groupement hydroxyle réalisant la cyclisation peut tout aussi bien étre généré par

réduction d’un carbonyle, comme c’est le cas dans la synthése de I’érémophilénolide (112)

228

(un sesquiterpénoide isolé de la plante Petasites officinalis Moench, répandue en zone humide

au sein de la flore francaise), ou par oxydation d’une chaine alkyle, comme cela a été montré

pour la synthese de la digitoxigenine (115) (un cardiotonique toxique extrait de Digitalis

purpurea et de Digitalis lanata).” Les excellents rendements obtenus au cours de ces deux

syntheses font figures d’exception, car cette méthode n’a pas été réemployée, par la suite,

pour d’autres syntheses totales (Schéma 30).

H
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7 etapes rilEt2 NaBH4 EtOH abs
32% NN %
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7 étapes 2) HCI, MeOH
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on 6,1% 80%
AcO OH OH
H AcO
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H
(113) (114) Digitoxigénine (115)

Schéma 30 — Syntheses totales de I'érémophilénolide (112) par S. Pennanen
N. Danieli.”
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et de la digitoxigénine (115) par




2.2.4.2 VoieB
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Schéma 31 — Schéma général de synthése de buténolides par la voie B.

Les méthodes les plus récentes et les plus prometteuses de cyclisation permettant la
synthése de 4-ylidénebuténolide sont basées sur les réactivités présentées dans la voie B du
Tableau 3 (Schéma 31). Pour former le buténolide, la fonction carboxylate cyclise sur la
position y du carboxyle en faisant principalement appel a un électrophile. En effet, méme si ce
type de réaction de cyclisation peut intervenir spontanément, en pratique, une activation est
nécessaire, que ce soit par un agent protique, un acide de Lewis ou un sel de métal lourd,

comme Hg, Ag, Pd ou Rh.

Plus préciseément, trois formes cycliques peuvent étre obtenues : le buténolide exo-(Z)
ou exo-(E) ou I’a-pyrone. Généralement, la forme buténolide est produite majoritairement.?%
Il est cependant a noter que le ratio entre la forme exo et endo dépend grandement des
substituants qui décorent le substrat de départ, du solvant, ainsi que de I’agent cyclisant
utilisé. Plusieurs études ont été menées pour tenter de comprendre les mécanismes mis en jeu
pour mettre au point des conditions optimales en fonction du produit recherché.
Malheureusement, aucune régle générale n’a pu étre établie jusqu’a présent.”*? ™ Les
quelques exemples en synthése totale de produits naturels que nous allons présenter sont

classés en fonction du type de catalyse requis.

e Catalyse non-métallique

Les premieres tentatives consistérent a utiliser des conditions acides et de hautes
températures (généralement, supérieures a 150°C) pour déclencher la cyclisation. On peut
citer en exemple la synthése de la cornicularlactone (119), un dérivé réduit des acides
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pulviniques (extrait du lichen Cetraria vulpina)=’, requérant un chauffage a 150°C pendant

18h.?* Cette stratégie a également été employée au cours de la synthése du




dihydromahubanolide (122),2"* extrait de petits arbustes asiatiques Litsea japonica et Lindera
obtusiloba. Notons que dans ce cas précis, le mécanisme est celui d’une iodolactonisation

(Schéma 32). Dans la plupart des cas, les réactions sont lentes ou nécessitent des conditions

y . . oy 205
expérimentales drastiques, alors qu’on augmente peu la complexité structurale.
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Schéma 32 — Synthése totale de la cornicularlactone (119) par Y. Rao® et du dihydromahubanolide (122) par

K. Tanaka.?™*

Face aux limites de la méthode précédente, des tentatives de cyclisation radicalaire

293 notamment pour la synthése de spirobuténolides ou de buténolides

ont été realisées,
polycycliques (Schéma 33). La cyclisation est réalisée grace a BuszSnH/AIBN et est
nécessairement suivie d’une étape d’oxydation (ex : le réactif de Jones) et/ou d’isomérisation,

car la cyclisation radicalaire privilégie la formation d’une insaturation exocyclique.

oy BusnH o ™~R N
1
R B ABN g R
r —_— - Br - R\
R' Rl \ R
R 2
R3 Rz R3 RZ 3
(I) (IT) (1)

Schéma 33 — Schéma général de synthése de buténolides par cyclisation radicalaire.

Parfois, I’étape d’isomérisation n’est pas nécessaire (Schéma 34), comme dans le cas
de la synthese de la lettucénine A (126), une lactone sesquiterpénique antifongique extraite

des feuilles de pissenlit ou de la laitue Lactuca sativa var. capitata.'®

Quand elle est requise
pour faire migrer I’insaturation de sa forme exocyclique a la forme endocyclique, 1’étape

d’isomérisation ne présente aucune généralité : elle peut nécessiter l’utilisation de base




202, 264 9, 263
U

comme le DB ou bien une catalyse en phase homogéne (ex: RhCI/EtOH).

Parfois, un simple passage sur gel de silice suffit, comme cela est le cas pour la synthése
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totale de I’andirolactone (131)~", un spirobuténolide extrait de I’écorce du cédre du Liban

(Cedrus Libanotica).**

10 étapes n- BUSS”H* 2 etapes
0, 850
16% 2‘9‘3;“ TMSO &
TMSO CO,Me ?

(123) (124) (125) Lettucénine A

(126)
*Un réarrangement radicalaire complémentaire partant de -CHBr, est a l'origine de I'expansion de cycle en cycloheptatriene.

n-BuzSnCl Gel
2 etapes NaCNBH3 Cr03 _de silice
X t-BuOH, AIBN Acetone 81%
70%
(128) (129) (130)

(127)

Andirolactone
(131)

Schéma 34 — Syntheéses totales de I'andirolactone (131) par A. Srikrishna et de la lettucénine A (126) par K.
Monde.

Malgré ces quelques exemples, la voie radicalaire s’est révélée trop délicate pour étre
développee au sein d’autres synthéses de produits naturels. D’ou le choix de se tourner vers la

catalyse organométallique.

e Méthode récente métallo-catalysée

L’utilisation de métaux comme catalyseur a permis d’augmenter la cinétique des
réactions de cyclisation, de limiter le nombre de sous-produits et d’augmenter les
rendements.’®® En effet, la métallation de la fonction carboxylique permet d’activer

I’insaturation et ainsi de favoriser la cyclisation (Schéma 35).

Schéma 35 — Schéma général de la cyclisation catalysée par les sels d'argent.*




Dans un premier temps, ce sont surtout les sels d’argent et de mercure qui ont été
étudiés, car ils ne présentaient pas la méme régiosélectivité en présence d’un méme substrat.
L’argent favorise plutot I’attaque 5-exo-dig (133), alors que le mercure favorise plutot
I’attaque 6-endo-dig, formant ainsi préférenticllement 1’a-pyrone (134). Cette observation
empirique est illustrée par I’exemple de la synthése de la cyanobactérine (133), un métabolite
produit par la cyanobactérie Syctonema hofmanni, par T.-T. Jong**® (Schéma 36).
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Schéma 36 — Influence du métal utilisé sur la régiosélectivité de cyclisation.™

Plus récemment, la catalyse au palladium s’est révélée plus efficace sur deux aspects :
dans un premier temps, les réactions pallado-catalysées présentent une sélectivite proche de
100% pour la forme exo-(Z) (en bleu sur le Schéma 36) ; dans un deuxiéme temps, le
palladium permet de simplifier la synthése des buténolides en rassemblant en une seule étape,
la condensation d’un alcyne et d’un acide (Z)-B-halo-acrylique (i. e. couplage de Sonogashira)
ET leur cyclisation en buténolide. Cette unique étape a été nommée « tandem cross-coupling
lactonization ».°®> Un mécanisme a été proposé par X. Lu en 1993 : il s’agit d’un double cycle
de catalyse, comprenant d’abord le couplage de Sonogashira, puis la lactonisation pallado-

catalysée (Schéma 37).*"
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Schéma 37 — Mécanisme proposé pour la tandem cross-coupling lactonization.'”

Ainsi, le développement de cette réactivité a permis de réaliser la synthése totale de

quelques produits naturels, notamment le diacétate de rubrolide A (140),
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isolé a partir de

I’ascidie de Blochmann (Synoicum blochmanni), le goniobuténolide A (55)*** (Schéma 38) et

plus récemment, la cryptoconcatone I* (Cryptocaria concinna)®** (Schéma 39).

OR PdCIy(PPhs),, Cul, Et3N OR
Z OH ACN
Y ~ * I/\ﬂ/ TN
6R Br O 48h, 22°C OR O
55% o
(135) (136) . o .
R = TBDMS Goniobuténolide A sylilé (137)
o]
Br
Z Pd(PPhg), Cul, Et;N
Br. 74 AcO ( 3:A)4CN 3 Br | o
\ Br
+
AcO Br AP 36h, 25°C AcO
Br | OH 70% (Z/E > 98%) Br OAc
Br
(138) (139) Diacétate de rubrolide A (140)

Schéma 38 — Synthéses du goniobuténolide A sylilé (137)™* et du diacétate de rubrolide A (140)™° par M.

Kotora.
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Schéma 39 — Synthése de la cryptoconcatone | acétylée (142) par R. K. Acharyya.'

Carbonylation :

La carbonylation est une étape supplémentaire dans la réduction du nombre d’étapes
lors de la synthése de buténolides naturels et la simplification structurale des substrats
initiaux. Ainsi, la fonction carbonyle, caractéristique des buténolides, peut étre introduite par
carbopalladation sous atmosphére de monoxyde de carbone (Schéma 40). Cette réaction a été

découverte de maniére fortuite par Negishi en 1986.7°
Mécanisme bimoléculaire
H N = —
< % CO, [Pd], Base R o/\ o A P~o
O x [PTu
Halogénure d'énone (X
Mécanisme tétramoléculaire | e
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, H
o (o) (o} R R
__ Co,[pdj Base_ | R R——=—R R co R —
R-X —— [I:'d];’R-/R.—'R/R '/00
X [Pd] (o} [Pd]-X
X <

Schéma 40 — Schéma général de la synthése de buténolides par carbonylation avec une ou deux insertions de

molécule de monoxyde de carbone.

Cette réaction est compatible avec un grand nombre de substrats de départ : dans le cas
d’un mécanisme bimoléculaire, la carbopalladation peut s’effectuer sur un halogénure
d’énone (ou cétone B-halo-a,B-insaturatée), un alcool vinylique B-halogéné ou un halogénure
de vinyle B-hydroxylé.® Lorsque le substrat de départ est uniquement substitué¢ par un
halogene, deux insertions de molécules de monoxyde de carbone sont nécessaires pour
introduire les deux hétéroatomes du buténolide final, ainsi qu’une réaction de Heck
intermoléculaire avec un alcyne pour introduire I’insaturation en a du carbonyle du buténolide
final.> 11 est & noter que ce mécanisme est aussi possible en version trimoléculaire avec une

molécule organique non halogénée mais oxygénée (typiquement, un aldéhyde), on parle alors




de réaction d’oxa-Pauson-Khand, mais cette derniére stratégie n’a pas encore été appliquée a

la synthése de produits naturels.*®*

Cette stratégie de synthése présente de nombreux avantages. En effet, la
stéréosélectivité est tres marquée : la synthese de buténolides par carbonylation pallado-
catalysée permet d’obtenir majoritairement 1’isomére (Z) (entre 75% et 80%).2%° De plus, la

gamme de substrats compatibles avec ces conditions expérimentales est tres diversifiée : on

4, 6 3

peut citer notamment les époxydes* ° les alcools vinyliques'®® et leurs dérivés®®, les

62183 les oléfines™ etc ... Cette stratégic de synthése présente

halogénures de vinyles
¢galement 1’avantage de permettre de former certains buténolides impossibles a synthétiser
par les méthodes présentées précédemment, en raison de la difficulté de synthétiser les
synthons requis. C’est ainsi que le bovolide (145)59, un buténolide présent dans I’huile

183

essentielle de menthe poivrée et ’aristolactone (149)"°, extraite de Aristolochia reticulata et

Avristolochia serpentaria™®*, ont pu étre synthétisés (Schéma 41).

A partir d'un halogénure d'énone |
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Schéma 41 — Synthéses du bovolide (145),>° d'un dérivé de la patuline (147)*® et de l'aristolactone (149)'* par

carbonylation pallado-catalysée.

Par la suite, ce travail de carbonylation a pu étre élargi a d’autres métaux, comme le
chrome,® 2 |e cobalt> ' " 8 (ex : la synthése du bovolide (145))*®, le rhodium,®* % |e
zirconium™* et le manganése.” ™ Dans le cas du rhodium, des études mécanistiques poussées
ont été menées.’® #® Rapidement, les travaux ont révélé que ces métaux doivent étre
introduits en quantité steechiométrique et non en quantité catalytique, ce qui en amoindrit

Iintérét. Pour se libérer d’une catalyse métallique, Woo et al., en 1986, ont réussi a




carbonyler un aldéhyde a,B-insaturé grace a du monoxyde de carbone en présence d’acide

sulfurique uniquement.®* Cette expérience reste, malgré tout, unique dans ce domaine.

Il est a noter que, dans le méme temps, des essais de carbonatation (i. e. addition de
CO; au lieu de CO) ont été effectués. La seule application que 1’on trouve en synthése de
produit naturel concerne le (+)-astériscanolide (153) (extrait d’Asteriscus aquaticus)®®
(Schéma 42).

o
H, PH SnMe, n-Buli ) H O
/\H/H 9 étapes ,,""' co, 3 étapes ",
o 21% NS 56% 24%

(150) (151) (+)-astériscanolide (153)

Schéma 42 — Synthése du (+)-astériscanolide (153) par P. A. Wender.
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Schéma 43 — Schéma général de synthese de buténolides par la voie C.

Lorsque I’insaturation se trouve en position B, on retrouve le méme type de réactivité
que pour la voie B. Ce type de réactivité a permis de réaliser la synthése de I’acide

acarénoique (158), extrait du lichen Acarospora chlorophana®? (Schéma 44).

CO,Et
LDA Br
CO,Me ICH,CO,Et MeO,C_CO,Me Br, CO,Me
ZSco,M 69 % x COE Tiw o
n=5 2Me ¢ 5 1 o
n=5 (155) n=5 (156)
(154) CO,H CO,Et
— TFA, H,0 _— Nal
o 0 73% o 0 93%
n=5 n=5
Acide acarénoique (158) (157)

Schéma 44 — Synthése totale de l'acide acarénoique (158) par S. Tsuboi.?®?
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Schéma 45 — Schéma général de synthése de buténolides par la voie D.

Parmi les différents types de cyclisation possibles, la lactonisation peut s’effectuer,
dans un premier temps, par addition nucléophile d’un acide carboxylique sur un carbone
¢électrophile en position y (Schéma 45). Le caractere électrophile peut étre dd a la présence
d’un groupe oxo ou d’un groupe partant électroattracteur. Cette stratégie a permis de réaliser,
dés les annees 1940, la synthése totale de la proto-anémonine (153) (Schéma 46), une
molécule aux propriétés antibiotiques presente chez tous les représentants des
Ranunculaceae,® a partir de I’acide lévulinique (150)**®; ainsi que la synthése totale de
I"atractylénolide I (157), aussi appelé 8,9-déshydroastérolide® et extrait de Atractylodes

macrocephala, une plante utilisée en médecine traditionnelle chinoise.>®

0 - @ Ac,0 o o
1) Et3N, quinoléine — H,SO
/U\/YO 0=<‘:>=° = | o | o
OH 2) NaOAc HO

(151)

Acide lévulinique
(150) (153)

H,S0, POCI;
8 étapes DME Pyridine
—— —_—
9,7 % 24% 66%
(¢}
(154) Atractylénolide |

(157)

Schéma 46 — Synthése totale de la proto-anémonine (153) par E. Shaw?*® et de I’atractylénolide I (157) par H.-
H. Bokel.?

Ici s’achéve la présentation des différentes stratégies de synthése du motif buténolide
par la création de liaisons C-O intramoléculaires. Les autres voies de synthese rassemblées
dans le Tableau 3 sont caractérisées par la création de liaisons C-C intramoléculaires et

concernent les voies E et F.




2.2.45 Voie E
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Schéma 47 — Schéma général de synthése de buténolides par la voie E.

Une autre stratégie de cyclisation, adaptée a des substrats de type céto-ester (Schéma
47), revient a exalter le caractere nucléophile du carbone en position a d’un ester, par le biais
d’une déprotonation ou de la formation d’un Grignard. Une liaison carbone-carbone peut ainsi
se former entre ce carbone en position a et le carbonyle. Cette démarche a permis de réaliser
une partie de la synthése du fragment C5-C9 (160), qui intervient dans la synthése des
géodiamolides A (161) et B (162) (isolées a partir d’éponges marines)>® (Schéma 48).

\l(k 4 etapes
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X=1 |Géodiamolide A (161) © \)J\ J\fO
X = Br | Géodiamolide B (162) j[ )
NH
o

Schéma 48 — Synthese du fragment C5-C9 (160), intermédiaire dans la synthése des géodiamolides A (161) et B
(162) par J. Chiarello.®
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Schéma 49 — Schéma général de synthése de buténolides par la voie F.

La derniére stratégie générale de synthése de buténolides par la création de liaisons C-
C est de realiser une réaction de Wittig/Horner-Wadsworth-Emmons intramoléculaire ou
encore une métathése cyclisante grace aux catalyseurs de Grubbs et d’Hoveyda (Schéma 49).
Peu utilisée en synthése de produits naturels, cette stratégie a néanmoins été appliquée dans le
cadre de la synthese de cardénolides (165) (des stéroides tres répandus dans les tissus

165

vegétaux)> ou encore de la (3R, 4S)-(-)-whiskey lactone (168) (composant majeur

responsable du go(it dans le whisky)*" (Schéma 50).

Réaction de Wittig
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Schéma 50 — Synthese totale de cardénolides typiques (165) et de la (3R, 45)-(-)-whiskey lactone (168).




2.2.5 Contraction de cycles
2.2.5.1 A partir de benzoquinones

Parmi les précurseurs utilisés pour la synthése des vy-ylidénebuténolides, les
benzoquinones se sont révélées étre des substrats de choix, car ce sont des réactifs
commerciaux trés repandus, stables et relativement faciles a fonctionnaliser. Seule une étape
de contraction de cycle oxydante est nécessaire pour passer du cycle a 6 carbones des
benzoquinones au cycle a 5 chainons (4 carbones et 1 oxygene) des buténolides. Pour réaliser
cette étape, deux stratégies principales ont été mises au point au cours des années 1970 : la
premiere consiste a passer par un intermédiaire « azidoquinone » et a fait I’objet d’une revue
détaillée en 1973 ; la deuxiéme a été développée par H. W. Moore et R. J. Wikholm dans
les années 1970 et mime la biosynthese des acides pulviniques.

Passage par un intermédiaire « azidoguinone » :

Les azidoquinones présentent I’avantage d’étre des précurseurs faciles a synthétiser et
peuvent étre utilisées pour la syntheése d’une trés large gamme de composés, dont les
buténolides. La synthese des azidoquinones suit, a quelques exceptions prés, toujours la
méme voie : la substitution nucléophile, par un azoture, d’un halogéne ou d’un acétyle porté
par une benzoquinone. Les rendements obtenus sont d’ordinaire trés élevés (>70%).197 Puis,
une étape de contraction de cycle permet d’obtenir un 5-cyano-4-ylidenebuténolide (Schéma
51).
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Ry Ry EOH.H0 | R o R3 R R3
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5-cyano-4-ylidéne-buténolide (VI) V) (Iv)

Schéma 51 — Schéma général de synthése de buténolide par un intermédiaire de type azidoguinone.




Le mécanisme de cette contraction de cycle implique une activation acide. Le jeu des
délocalisations induit une rupture du cycle a 6 chainons et on observe la formation d’un
céténe, concomitante au départ d’'une molécule de N,. L’obtention du buténolide final est
réalisée par addition du groupement hydroxyle formé sur le céténe.’® L’exemple le plus
manifeste d’application des azidoquinones a la synthése de buténolides est celui de la
thymoquinone (169)."® En effet, en une seule étape, il est possible de passer de la
thymoquinone (169) au 5-cyano-4-ylidénebuténolide (170) associé (Schéma 52).

o]
(o}
NaN3 | o
—_—
ClcCOH ;65°c  HaN
0 57% N7
Thymogquinone .
(169) Buténolide (170)

Schéma 52 — Contraction de cycle de la thymoquinone (169) en analogue de dérivés pulviniques (170).

Stratégie de H. W. Moore et R. J. Wikholm :

H. W. Moore et R. J. Wikholm ont développé une variante a partir de benzoquinones
hydroxylées. Dans ce cas, d’autres conditions expérimentales peuvent étre employées pour
obtenir la méme réactivité. Ainsi, la contraction de cycle s’effectue en présence d’Ac,0 dans
le DMSO (Schéma 53).2% **! La premiére étape de ce mécanisme consiste en activation du
DMSO par I’anhydride acétique, sur le modele d’une oxydation de Swern. Par équilibre céto-
énolique, le doublet libre de I’oxygéne marqué en orange se rabat sur la quinone, provoquant
ainsi la délocalisation de la liaison © et I’attaque nucléophile sur le DMSO activé. L’acétate
libéré peut ensuite attaquer le carbone en a du groupement carbonyle formé. La délocalisation
engendrée permet la libération de diméthylsulfure et la formation d’un céténe. Une cyclisation
conduit ensuite a la fermeture du buténolide et permet d’obtenir le cycle a 5 chainons

souhaité.

Cette stratégie est ¢légante, car elle permet d’augmenter considérablement la
complexité structurale en peu d’étapes. Il est a noter que le mécanisme réactionnel varie Si
I’on se trouve en présence d’une benzoquinone monohydroxylée ou dihydroxylée (par
exemple, le cas des acides polyporiques). En effet, la présence de deux groupements
hydroxyles en position 2 et 4 induit la formation d’un dibuténolide. Cette derniére stratégie

est particulierement intéressante, car elle permet une synthese biomimétique des acides




pulviniques. Ces composés sont des métabolites courants dans le regne fongique et constitue

le coeur de ce travail de thése.
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Schéma 53 — Schema général de la contraction de cycle d'une benzoguinone hydroxylée (la ou Ib).

2.2.5.2 A partir de polyphenols

Dans le cadre de la recherche sur les mécanismes de dégradation enzymatique des
polyphénols, comme la quercétine, par les dioxygénases, il a été observé que les noyaux
aromatiques de type catéchol peuvent se réarranger en buténolide. En effet, les dioxygénases
sont des enzymes capables d’oxyder leur substrat par insertion d’'une molécule d’O, sans
libération d’eau, ce qui les différencient des enzymes monooxygenases. Afin de mimer ce
mécanisme, T. Matsuura et I. Saito ont cherché a réaliser la photo-oxydation de molécules
modeéles, a savoir le 4,6-di-t-butylrésorcinol (171) et le 3,5-di-t-butylpyrocatéchol (175). Les
conditions appliquées sont sensiblement identiques a celles reportées pour la photo-
oxygénation de furanes (Schéma 24 — page 65) : il s’agit de former in-situ du dioxygéne
singulet (*O2) grace & un photosensibilisateur irradié & la longueur d’onde adéquate. Ainsi, il a

été observé que la photo-oxydation du 4,6-di-t-butylrésorcinol (171) et du 3,5-di-t-




butylpyrocatéchol (175) en présence de rose Bengale permet d’obtenir deux types de
produits : un p-céto-ester (174) et un buténolide (173 et 177), avec un rendement
respectivement de 22% et de 41% (Schéma 54).'% %' Ce réarrangement est délicat a
observer : en effet, la présence de groupements électro-attracteurs sur le noyau aromatique
semble diminuer la réactivité du catéchol, les hydroguinones ne sont pas sujettes a ce type de

réactivité et la présence de groupement protecteur sur les hydroxyles annihile toute

£ iy itk 187
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Schéma 54 — Schéma général de la photo-oxygénation du résorcinol (171) et du pyrocatéchol (175).

Bien que particulierement élégante, cette stratégie ne peut pas étre étendue a
’utilisation de peroxydes ou de peracides comme oxydant. Cela explique pourquoi cette

réactivité n’a pas encore trouvé d’application en synthese totale de produits naturels.




3 DIMERISATION D’ACIDES PULVINIQUES

3.1 Synthese de diméres dans la littérature

3.1.1 Bilan des stratégies synthétiques déja employées pour la synthese de

dimeres pulviniques
Comme cela a été présenté précédemment, la sclérocitrine (3) et la chalcitrine (4) font
partie de la méme série chimique que la badione A (6) et la norbadione A (5). Il est donc
judicieux d’étudier les démarches synthétiques entreprises dans la littérature pour ces quatre
composés naturels. A ce jour, aucune syntheése totale de la sclérocitrine (3) n’a été publiée.

Les travaux de synthése sur cette série chimique comprennent :

- I’étude de W. Steglich en 1985 sur le méthylcatéchol (9) (Schéma 2 — page 41)
comme modele du ceeur central de la badione A (6) ;

- la synthése totale de la norbadione A (5) par I’équipe de C. Mioskowski en
2008 ;*®

- la synthese totale de la chalcitrine (4), par ’équipe de S. A. Snyder au cours de la

premiére année de ce doctorat en 2019 ;**

Comme cela a été présenté dans la partie 1.2 de cette introduction générale (page 40),
I’approche de W. Steglich, appliquée dés 1985 pour la synthése du ceeur de la badione A (6),
consiste a effectuer la dimérisation biomimétiqgue d’un modéle de I’acide xérocomique (7),
puis a induire de nombreux réarrangements intramoléculaires pour former les diméres
pulviniques d’intérét. Cette démarche est celle dans laquelle s’inscrit ce projet de thése. A
I’inverse, la démarche suivie par C. Mioskowski et S. A. Snyder revient a synthétiser le ceeur
central du dimere ciblé, puis a le fonctionnaliser, par couplage, en fin de synthese, par les

fragments manquants de I’acide xérocomique (7).

Concernant la norbadione A (5), le travail de C. Mioskowski (Schéma 55) fait
intervenir, dans un premier temps, une réaction de Diels-Alder entre une quinone (180) et un
diéne de Danishefsky (181), pour former un bicycle naphtalénique (182). Puis, une réduction
et une lactonisation conduisent au cceur central de la norbadione A (184). Enfin, ce cceur
central est converti en bis-boronate (185) pour permettre le couplage avec le squelette

tétronique (186) présent dans I’acide xérocomique et ainsi, former la norbadione A (5).
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Schéma 55 — Synthese totale de la norbadione A (5) par C. Mioskowski.

Concernant la chalcitrine (4), la procédure a suivre est nettement plus contraignante,
du fait de la complexité du cceur central et des centres asymétriques de ce composeé. 17 étapes
sont ainsi requises pour synthétiser les quatre cycles centraux imbriqués (Schéma 56). La
synthése démarre par 1’addition 1,4 de PhMe,Si(Me)Cu(CN)Li, sur la 2-cyclopenténone
(190), suivie d’une aldolisation sur le triméthylsilylpropynal (191). L’alcool secondaire
généré est ensuite protégé par un groupement MOM (192). L’orientation de ce groupement
dans I’espace importe peu pour la suite de la synthése. Un seul diastéréoisomere de la
cyclopentanone (192) est formé et ceci de maniére racémique. L’alcyne terminal est ensuite
iodé et la fonction cétone est convertie en éther d’énol silylé (193). Le substrat peut ainsi se
cycliser selon une réaction de Conia-éne, catalysée par le complexe de CyJohnPhosAuOTf :
on obtient ainsi le composé (194). Un troisieme cycle doit encore étre formé pour finaliser la

synthése du ceeur central de la chalcitrine (4). Dans ce but, un groupement allylique est ajouté




par Syi a partir de 1’alcool allylique protégé en présence de SnCly. L’alcéne terminal (195)
subit ensuite une hydroboration et deux oxydations successives, afin de générer un aldéhyde
(197), susceptible de réaliser la derniere cyclisation menant au cceur central de la chalcitrine
(198) par addition acyloine sur le carbonyle originel de la cyclopenténone. Enfin, a partir de
ce squelette du cceur central de la chalcitrine, les derniéres étapes servent a préparer sa

fonctionnalisation par les chaines tétroniques.
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Schéma 56 — Synthése totale de la chalcitrine (4) par S. A. Snyder.




Dans un premier temps, les auteurs ont choisis de convertir le silane (198) en alcool
(199) par oxydation de Tamao-Fleming, puis en cétone pontée (200) par oxydation au
périodinane de Dess-Martin. La fonction éther d’énol formée (intermédiaire (200)) est oxydée
sur sa position allylique (t-BuOOH, PIDA). Ensuite, un traitement par la lithine permet
d’hydrolyser 1’éther d’énol en question. Le composé obtenu (201a et 201b) est ensuite bromé
par le bromure d’oxalyle et traité a ’oxyde de tributylétain pour empécher une potentielle
formylation du groupement OH libre. Les auteurs ont ensuite cherché a fonctionnaliser ce
ceeur central (202) avec le dérivé tétronique (203) fragment de 1’acide xérocomique (7) par le
biais de couplages pallado-catalysés. Parmi les différents essais réalisés par les auteurs, il a
été montré que le couplage intervient sans dégradation uniquement lorsque le groupement
stannylé est porté exclusivement par le dérivé tétronique en présence de Pd(PPhs), et de
CuTC (le complexe de cuivre permettant au couplage de se produire sur I’iode). Il reste enfin
a retirer les groupements benzyliques portés par le déerive tétronique grace au BBrs, pour

obtenir la chalcitrine (4) proprement dite.

Les deux démarches qui ont ainsi été suivies par C. Mioskowski et S. A. Snyder (et
qui restent uniques a ce jour) ont permis d’aboutir aux composés ciblés, avec un rendement
global de 2,1% pour la norbadione A (5) et 0,6% pour la chalcitrine (4). Certes, I’objectif
synthétique est atteint, mais le nombre d’étapes est conséquent et les réactivités impliquées
sont relativement éloignées des hypotheses biomimétiques proposées par W. Steglich et de la
démarche suivie au cours de ce doctorat. Pour rappel, la stratégie que nous voulons suivre est
celle d’un seul et unique évenement oxydant permettant a 1’acide xérocomique (7) de
dimériser sous la forme d’une pseudo-cycloaddition de type [5+2], suivie de nombreux
réarrangements intramoléculaires, conduisant a la sclérocitrine (3) et a la chalcitrine (4). On

parle, dans ce cas, d’oxydation désaromatisante.

Il est légitime de s’interroger sur le fait que la perte d’aromaticité (et donc de stabilité)
puisse constituer en soi une stratégie biosynthétique. En effet, les polyphénols étant les
métabolites de fin de séquence réactionnelle a partir des acides aminés, on est en droit de se
demander dans quelle mesure la désaromatisation pour induire des dimérisations de phénols

est courante dans les produits naturels et si des exemples de synthese ont déja été apportés.




3.1.2 Occurrence des dimerisations de phénols par cycloaddition de type [5+2]
dans la nature : exemples de la purpurogalline (212) et de la théacitrine
C (217)

Dans ce but, nous allons nous intéresser plus précisément a la structure de 1’adduit
obtenu lors d’une cycloaddition de type [5+2]. Chez les polyphénols, il s’agit d’un
bicyclo[3.2.1]octane, fonctionnalisé par des groupements hydroxylés ou carbonylés et
fusionné avec un cycle aromatique. Ce type d’adduit peut subir de nombreux réarrangements
intramoléculaires pour aboutir a un motif général, appelé benzotropolone, qui est tres
largement répandu parmi les métabolites de la flore & I’échelle mondiale.?’ Le plus simple
représentant de cette famille de composés est la purpurogalline (212), dont la voie de
biosynthése (Schéma 57) est établie depuis 1948. In vivo, la biosynthese de ce composé
débute par la décarboxylation de I’acide gallique (205), permettant d’obtenir le pyrogallol
(206). Par la suite, le pyrogallol (206) peut étre oxydé en o-quinone (207), susceptible de
dimériser suivant une cycloaddition de type [5+2] et former ainsi le squelette benzotropolone
(209). S’ensuit des étapes d’hydratation (210), d’oxydation (211) et de décarboxylation
permettant d’obtenir, a la fin, la purpurogalline (212) comme métabolite secondaire de la voie

métabolique du shikimate-chorismate.
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Schéma 57 — Biosynthése de la purpurogalline (212) a partir de I'acide gallique.




L’exemple de la purpurogalline présente des similitudes avec celui de la théacitrine C

(217), un polyphénol extrait des feuilles de thé [Camellia sinensis] et responsable de la

coloration brune du thé noir. Le mécanisme de biosynthése proposé pour ce compose repose

également sur une homodimérisation de type [5+2]’% (Schéma 58) et a été validée

expérimentalement par I"utilisation de catéchol-oxydases.’® Dans ce cas, le substrat de départ

est le gallate d’épigallocatéchine (213). Il comprend une sous-unité pyrogallol qui peut étre

oxydée sous la forme d’une 0-quinone (214) et ainsi induire la cycloaddition. Par la suite, le

dérivé benzotropolone (215) obtenu subit spontanément un réarrangement de type « acide

benzilique »%, permettant ainsi de former la théacitrine C (217) a I’issu d’un équilibre céto-

énolique).
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Schéma 58 — Biosynthése proposée de la théacitrine C (217).

# Ici, il s’agit de la variation alpha-cétol des réarrangements de type « acide benzilique », i. e. le groupement
acyloine migre de fagon & intervertir la fonction hydroxyle et la fonction carbonyle.
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Ce type d’oxydation désaromatisante apparait donc comme étant une réactivité
fondamentale et spontanée pour les composés polyphénoliques. Il est donc naturel de
s’appuyer sur cette cascade mécanistique générale pour expliquer et tenter de reproduire la
biosynthése de métabolites ayant des structures similaires, comme les acides pulviniques et
leurs dimeres associés. Aussi, différentes équipes ont basé leurs stratégies de synthése
biomimétique de produits naturels sur ce type de réactivité.

3.2 Oxydation désaromatisante comme stratégie synthétique dans la littérature

Pour illustrer les cycloadditions de type [5+2] formelles intervenant, selon nos
hypotheses, dans la biosynthése de la sclérocitrine (3) et de la chalcitrine (4), nous allons nous
attarder sur quelques exemples d’oxydations désaromatisantes de la littérature.”® Les
synthéses biomimétiques de 1’épicolactone (228), de la preuisolactone A (240), du 5-
méthylpyrogallol (231) et de la (-)-pérézopérézone (247) vont nous permettre d’illustrer
différentes approches synthetiques et conditions réactionnelles ayant fait leurs preuves.

3.2.1 Synthése totale de I’épicolactone (228) par D. Trauner

En 2015, I’équipe de D. Trauner a réussi la synthése totale de 1’épicolactone (228). Ce
métabolite fongique, extrait a partir de différents champignons endophytes de I’espéce
Epicoccum, colonisant les cannes & sucre® et les cacaoyers®®®, présente des propriétés
antimicrobiennes et antifongiques. L’étape clef de cette synthése (Schéma 59) comprend une
hétérodimérisation, sous la forme d’un cycloadduit de type [5+2], entre 1’épicoccine (221) et
un dérivé du pyrogallol (222). Cette hétérodimerisation intervient une fois que chacun de ces
composeés a eté préalablement oxydé en o-quinone par du ferricyanure de potassium en
condition basique (223 et 224).%°> Plus précisément, la dimérisation est enclenchée par le
groupement hydroxyle en rouge sur le Schéma 59. On obtient ainsi un intermédiaire ponté
(225). L’attaque nucléophile du groupement hydroxyle en vert sur cet intermédiaire ponté
permet d’obtenir un cycloheptanediol (226) pouvant, par la suite, étre impliqué dans une
aldolisation vinylogue intramoléculaire. Ainsi, moyennant une étape de déméthylation, les
auteurs obtiennent 1’épicolactone (228) avec un rendement de 31,5%. Cette cascade
réactionnelle a pu étre validée grace a I’isolement de I’intermédiaire ponté (225). Dans ce but,
il a été nécessaire de masquer, au préalable, le groupement hydroxyle en vert de cet
intermédiaire (225) par un groupement acétate, afin d’empécher I’attaque nucléophile

intramoléculaire.
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Schéma 59 — Synthese totale de I'épicolactone (228) par D. Trauner.

Cet exemple d’hétérodimérisation, enclenchée par un unique événement oxydant sur

des polyphénols simples, suivi de deux réarrangements intramoléculaires, est particulierement

élégant et conforte les hypotheses mécanistiques de biosynthése de la sclérocitrine (3) et de la

chalcitrine (4), étant donné la forte proximité structurale avec les centres réactifs. Cependant,

les auteurs ont noté que la présence du groupement méthyle sur le dérivé du pyrogallol (222)

est nécessaire pour I’aboutissement de la cascade réactionnelle. En effet, il permet de

stabiliser la forme o-quinone du dérive du pyrogallol (224) et il semble limiter la

multiplication des modes d’ancrage entre les deux substrats. Curieusement, aucun

homodimére n’a été observé parmi les sous-produits de la réaction, bien que 1’épicoccine

(221), dans ces mémes conditions, puissent réagir sur elle-méme pour former la dibéfurine

(229), comme cela a été montré par les auteurs en 2014.%°




3.2.2 Synthese totale de la preuisolactone A (240) par D. Trauner

Dans la continuité de ce travail, I’équipe de D. Trauner a réalisé, en 2019, la synthése
totale d’un autre métabolite fongique issu de la méme espéce de champignon : la
preuisolactone A (240).2®* La méme réactivité que pour DIépicolactone (228) a été
observee (Schéma 60).
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Schéma 60 — Synthese totale de la preuisolactone A (240) par D. Trauner.

En présence de ferricyanure de potassium en condition basique, les dérivés du
pyrogallol (231) et du pyrocatéchole (230) s’oxydent en 0-quinones, enclenchant ainsi une
cycloaddition de type [5+2]. On obtient, de nouveau, un intermédiaire ponté (234). Les traces
d’eau dans le milieu réactionnel peuvent réagir sur la cétone pontée sous la forme d’une rétro-
Dieckmann et libérer ainsi une fonction acide carboxylique (235). Par la suite, une
aldolisation vinylogue partant du groupement hydroxyle en bleu (intermédiaire (235)) permet

de générer le squelette tricyclique (236) du composé cible. La formation du quatrieme et




dernier cycle est réalisée par addition de Michael du carboxylate en vert sur 1’éther d’énol
activé gréce au réactif de Koser. Lorsque le milieu réactionnel est neutralisé par un tampon
phosphate, I’intermédiaire obtenu (239) subit spontanément un réarrangement de type « acide
benzilique ».% Les auteurs obtiennent ainsi la preuisolactone A (240) avec un rendement
global de 37%.

Dans ce cas précis, contrairement a I’épicolactone (228), les auteurs n’ont pas réussi a
obtenir la preuisolactone A (240) en une seule étape a partir de I’oxydation initiale au
ferricyanure de potassium. La derniére cyclisation nécessite 1’utilisation du réactif de Koser
en condition basique pour avoir lieu, méme lorsque I’oxydation est initiée enzymatiquement
(gréce a des peroxydases de raifort) ou que le cycloadduit obtenu (236) est laissé a 1’air libre.
Par ailleurs, de méme que pour 1’épicolactone (228), aucun produit d’homodimérisation des
substrats de départ n’a été observé par les auteurs dans le brut réactionnel, alors que le 5-
méthylpyrogallol (231), en présence de peroxydases de raifort et d’eau oxygénée, a montré
qu’il peut reagir sur lui-méme (Schema 61) et donner un dimére (241) de structure
particuliérement proche de la preuisolactone A (240) avec un rendement de 91%.%
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OH ‘

OH
(231) (PH=9) OH
(o) OH
Dimére du l Preuisolactone A
5-méthylpyrogallol (241) ; (240)

HO KHO\‘Q
Mécanisme Mécanisme
o "o OH *

(233)

(233)

Schéma 61 — Synthese d'un dimére du 5-méthylpyrogallol (241) a partir de peroxydases de raifort et d’eau
oxygéneée.

Ces différents résultats posent questions sur le type d’oxydant naturel susceptible

d’induire de telles cascades réactionnelles et sur leurs capacités a générer préférentiellement




une homo- ou une hétérodimérisation. Les mécanismes impliqués confortent néanmoins nos

hypotheses sur une potentielle dimérisation de 1’acide xérocomique.

3.2.3 Synthese totale de la (-)-pérézopérézone (247) par J. Deng

Un exemple d’homodimérisation par cycloaddition de type [5+2] a été donné par

I’équipe de J. Deng en 2019 avec la synthése totale de la (-)-pérezopérezone (247),"? un

dimere de structure bisaboléne, extrait de Pseudopterogorgia rigida (de la famille des coraux

Gorgonacea) en 2013.*" Bien que ce métabolite soit classé dans la catégorie des

sesquiterpénes, on retrouve le motif central bicyclo[3.2.1]octadiénone déja observé pour

I’épicolactone et de nombreux autres produits naturels.

OMe

Q.

(242)

6 étapes
—_—
—_—

44%

OMe

OMe

OMe

(243)

1) CAN
2) Lil, 2,6-lutidine

_

65%

(-)-pérézone (244)

Cul
Et;N

Schéma 62 — Synthése totale de la (-)-pérézopérézone (247) par J. Deng.

Le métabolite monomérique correspondant a cette dimérisation est une hydroxy-p-

quinone, appelée la (-)-pérézone (244), dont ’oxydation a été réalisée grace au CAN a I’étape




précédente. Cette forme oxydée ne peut étre engagée telle quelle dans le processus de
dimérisation, elle doit étre mise en présence de Cu(l) pour que la cycloaddition puisse avoir
lieu. En effet, le complexe de cuivre ainsi formé (245) permet de stabiliser et d’activer le

substrat sous la forme d’un accepteur et d’un donneur de Michael,?*®

capable de réagir sur lui-
méme (Schéma 62). Dans ce cas précis, aucun réarrangement intramoléculaire n’intervient sur
I’adduit formé (246), on obtient directement la (-)-pérézopérézone (247), avec un rendement
global de 15%. Cette synthése totale permet de mettre en avant la nécessité de stabiliser les
intermédiaires réactionnels de la cascade réactionnelle, notamment grace a des complexes
metalliques, comme on peut en retrouver au sein de métalloprotéines, sans quoi la réactivité

se trouve annihilée.
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CHAPITRE 1 : SYNTHESES TOTALES BIOMIMETIQUES D’ACIDES
PULVINIQUES ET ETUDE PHYSIQUE DE LEURS INTERMEDIAIRES
BISTETRONIQUES

1 SYNTHESES TOTALES BIOMIMETIQUES DES ACIDES
ATROMENTIQUE, XEROCOMIQUE ET VARIEGATIQUE

1.1 Présentation du projet

Cette partie du projet de thése a pour objectif de réaliser la synthése totale
biomimétique de 1’acide xérocomique (utilisé plus tard comme intermédiaire pour la synthése
totale de la sclérocitrine et de la chalcitrine) et d’autres acides pulviniques de cette série

chimique, comme I’acide atromentique et I’acide variégatique.

L’acide xérocomique a eté synthétisé en laboratoire pour la premiére fois en 1973 par
R. Edwards®, selon la méthode dite de J. Volhard. A I’heure actuelle, on recense trois
stratégies decrites dans la littérature pour réaliser la synthése d’acides pulviniques : a partir
d’un cceur tétronique pré-formé, a partir de phénylacétonitriles, ou bien par cyclisation

intramoléculaire d’un diacide (appelée stratégie bio-inspirée).

1.1.1 Synthese a partir d’un ceeur tétronique pré-formé

Une premiere stratégie de synthéses totales d’acides pulviniques consiste a utiliser,
comme substrat de départ, un cceur tétronique déja forme, sur lequel les deux groupements
aryliques sont greffés. On recense deux exemples suivant cette stratégie (Schéma 63) : le
premier, développé par G. Pattenden en 1991, part d’un anhydride maléique (250). Cet
anhydride peut réagir avec un diméthylphosphonate par réaction de Wittig pour former un
phosphonate de buténolide (251). Ce phosphonate peut ensuite former le squelette pulvinique
grace & une réaction d’Horner-Wadsworth-Emmons avec un ester pyruvique (1).?* Le
deuxiéme exemple de cette stratégie de synthése démarre de I’acide tétronique (252)
proprement dit : par le biais d’une addition d’un ester pyruvique suivie d’une iodation, on
obtient I’intermédiaire (253). Cet intermédiaire peut ensuite étre fonctionnalisé par couplage

de Suzuki-Miyaura pour obtenir le squelette pulvinique.”” Grace a cette deuxiéme stratégie,




les auteurs ont pu synthétiser I’acide xérocomique avec un rendement global de 8,4% pour 6

, b
etapes.
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Schéma 63 — Synthese du squelette pulvinique par fonctionnalisation d'un ceeur tétronique pré-formé, selon la
méthode de G. Pattenden®” ou de T. Le Gall et C. Miokowski.”’

1.1.2 Cyclisation intramoléculaire d’un diacide linéaire

La deuxiéme voie de synthese possible des acides pulviniques revient a additionner
des phénylacétonitriles mono- ou di-méthoxyleés sur un oxalate de diéthyle (255) en milieu
basique. Historiqguement, cette méthode a été la premiére a étre développée en 1894 par J.
Volhard.?®® Depuis, elle a été reprise par P. Bischoff en 2011 pour la synthése d’acides

bistétroniques exclusivement symétriques'®*

(Schéma 64). Au cours de ce doctorat, nous
avons tenté d’associer cette méthode a la chimie combinatoire pour obtenir, en une seule
étape, les dérivés de I’acide atromentique, xérocomique et variégatique en ajoutant dans le

milieu réactionnel simultanément, en proportion 1:1, des phénylacétonitriles mono- ou di-

® Notons qu’en 2016, S. V. Pansare et al. ont développé une voie de synthése de dérivés proches de ’acide
xérocomique (7), comme I’ester méthylisoxérocomate, 1’acide pulvinique (323), ’acide pinastrique (291) et
1’acide 4-hydroxypulvinique.
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méthoxylés (les résultats de cette stratégie sont présentés dans la partie 1.2.1 de ce chapitre —
page 103).

/©/\CN OMe
MeO (254) EtONa, EtOH CN O OMe
" Reflux

(256b)

AeO H,S04 H,0

C2
Reflux
10 %

(3 étapes)

"Acide bistétronique" "Acide pulvinigue"

Schéma 64 — Synthése d'acides pulviniques par la méthode de J. Volhard.'*
1.1.3 Stratégie bio-inspirée

La troisi¢éme voie de synthése possible de 1’acide xérocomique (7) est une voie bio-
inspirée. Il s’agit de la premiére synthese qualifiée de biomimétique de I’acide xérocomique
(7) et elle a été réalisée par R. Ramage® en 1984, soit seulement seize ans aprés I’isolement
de ce métabolite. La voie de synthese choisie débute par une réaction de Wittig entre une
dioxolanone complexe (260) et un phénylglyoxylate de méthyle (259) (cf Schéma 65). Par
addition nucléophile, le deuxiéme groupement aromatique est ajouté, sous la forme d’un
phénylglyoxylate de tert-butyle (262). Les auteurs ont choisi d’utiliser deux esters ne
présentant pas la méme chaine alkyle, afin de pouvoir contrbler la régiosélectivité de la
lactonisation : en effet, par ce biais, la lactonisation se produit préférentiellement sur I’ester de
méthyle (264). Enfin, une étape de déprotection permet de retirer les groupements
benzyliques et ainsi d’obtenir 1’acide xérocomique (7) avec un rendement global de 60% sur

3 étapes.
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Schéma 65 — Premiére stratégie bio-inspirée par R. Ramage en 1984.%%

Au moment de sa publication, cette strategie a été qualifiee de biomimeétique, car elle
reprend 1’idée d’une cyclisation intramoléculaire d’un diacide linéaire (263), comme cela a été
présenté sur le Schéma 9 dans I’introduction générale a la section 2.1.2 (page 50). Néanmoins,
gréce au travail réalisé par H. W. Moore et R. J. Wickholm sur les contractions de cycle de
benzoquinone (présenté sur le Schéma 53, page 83), il est possible d’étre encore plus
ambitieux et de chercher a réaliser 1’étape clé de la biosynthése des acides pulviniques, a
savoir la contraction de cycle d’une dihydroxy-p-benzoquinone fonctionnalisée par deux
groupements phénoliques différents. C’est ce que nous avons cherché a faire dans cette
premiére partie du projet de these. Par ailleurs, au terme de cette présentation des trois
stratégies développées dans la littérature pour la synthése du squelette pulvinique, nous
pouvons noter que seules deux d’entre elles ont permis d’aboutir réellement a la synthése de
I’acide xérocomique : la méthode de T. Le Gall/C. Mioskowski (partie 1.1.1 de ce chapitre —
page 99) et la méthode de R. Ramage (partie 1.1.3 de ce chapitre — page 101). Dans ce
contexte, il est pertinent de chercher a développer une nouvelle stratégie de synthese de ce

métabolite, notamment biomimétique.




1.2 Reésultats et discussion

1.2.1 Premiere tentative de synthese totale de I’acide xérocomique (7) par la
méthode de J. Volhard/P. Bischoff

1.2.1.1 Présentation générale de la stratégie de synthése

Comme cela a été présenté dans la partie 1.1.2 de ce chapitre (page 100), la premiére
synthése historique des acides pulviniques a été réalisée en 1894 par J. Volhard.?® Cette
meéthode est particuliérement attrayante, car elle permet d’accéder au squelette pulvinique en
seulement 3 étapes a partir de substrats simples (i. e. ’oxalate de diéthyle (255) et des dérivés
de phénylacétonitriles) et des réactifs usuels (i. e. EtONa, H,SO, et Ac,0), c’est pourquoi elle
a été reprise, adaptée et optimisée par P. Bischoff en 2011. A cette époque, cette méthode a
été principalement appliquée a la synthése d’acides bistétroniques exclusivement symétriques,
ce qui a permis a P. Bischoff d’obtenir le précurseur de I’acide atromentique (258) (cf Schéma
64 — page 101).164 On ne dénombre qu’un seul exemple de synthése d’un acide pulvinique
dissymétrique rapporté dans la littérature : il s’agit de la synthése de I’acide isopinastrique en
1958 par P. K. Grover, sans qu’aucun détail expérimental ne soit fourni.™® Or, I’acide
xérocomique est un acide pulvinique dissymétrique. Nous avons donc tenté, au cours de ce
doctorat, de reprendre cette méthodologie et de nous I’approprier en I’associant a la chimie
combinatoire pour obtenir le précurseur de 1’acide xérocomique en une seule étape, ce qui
revient a ajouter dans le milieu réactionnel des phénylacétonitriles mono- ou di-méthoxylés
simultanément. Par ce biais, nous cherchions également a former d’autres précurseurs
d’acides pulviniques (comme les dérivés de 1’acide atromentique et variégatique) au cours de
la méme réaction. Notre objectif était d’utiliser cette méthodologie déja publiée pour
synthétiser 1’acide xérocomique rapidement et en grande quantité, afin de pouvoir mener en
paralléle les essais de dimérisation en condition oxydante ET le développement d’une voie de

synthése biomimétique de I’acide xérocomique.

Ainsi, la méthodologie de synthése de J. Volhard/P. Bischoff que nous avons suivie

comporte trois étapes, que nous allons décrire ci-dessous :

O La 1% étape consiste en la condensation de deux phénylacétonitriles sur I’oxalate
de diéthyle (255). Dans le cadre de notre stratégie de chimie combinatoire, deux
phénylacétonitriles seront introduits simultanément dans le milieu réactionnel : le p-

méthoxyphénylacétonitrile (254) et le 3,4-diméthoxyphénylacétonitrile (265). On doit ainsi




obtenir trois composés correspondant a I’accrochage statistique des deux phénylacétonitriles
(254) et (265) sur I’oxalate de diéthyle (255). Il est a noter que pour chaque intermédiaire
formé, il existe un équilibre dynamique entre la forme linéaire et deux formes cycliques
(Schéma 66).
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Schéma 66 — Condensation des phénylacétonitriles (254) et (265) sur I'oxalate de diéthyle (255) (selon les

164, 289

conditions développées par J. Volhard et P. Bischoff) par chimie combinatoire.

@ La deuxieme étape consiste en une hydrolyse sulfurique des groupements nitriles
des intermédiaires (256a), (266a) et (267a), pour obtenir des groupements carboxyliques
(Schéma 67). Notons que I’intermédiaire formé () posséde deux carbonyles qui sont en
équilibre avec leurs formes énol correspondantes (I1). Théoriquement, une cyclisation
intramoléculaire peut donc intervenir spontanément entre les énols et les groupements
carboxyles, permettant ainsi la formation du cceur tétronique commun a quatre acides

pulviniques (Schéma 67).
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Schéma 67 — Hydrolyse acide des intermédiaires (256a), (266a) et (267a) induisant une cyclisation

intramoléculaire spontanée aboutissant aux quatre précurseurs d’acides pulviniques (257), (268), (269) et (270).

@ Cependant, I’étape d’hydrolyse sulfurique n’arrive pas toujours a son terme, le brut
réactionnel résultant comporte un mélange d’acides et d’amides, il est donc particulierement
complexe et difficile a purifier. Une 3° étape est donc requise pour éclaircir le brut
réactionnel. Elle consiste en une déshydratation en chauffant au reflux dans 1’anhydride
acetique. L’objectif de cette derniére étape est d’achever 1’hydrolyse des fonctions azotées et
la cyclisation intramoléculaire des différents intermédiaires, ce qui permet d’aboutir a la

formation de trois acides bistétroniques (258), (271) et (272) (Schéma 68).
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Schéma 68 — Synthese des acides bistétroniques atromentique (258), xérocomique (271) et variégatique (272)

par chauffage a reflux dans I'anhydride acétique de dérivés pulviniques.




Ainsi, la déshydratation par I’anhydride acétique clot la séquence réactionnelle
proposée par J. Volhard et P. Bischoff. Aprés purification et séparation des différents acides
bistétroniques du brut réactionnel, il suffit in fine de réaliser I’hydrolyse de I’'un des deux
acides tétroniques pour obtenir I’acide xérocomique (7) en tant que tel. Les résultats
expérimentaux de cette séquence réactionnelle sont présentés dans les parties 1.2.1.2 et
1.2.1.3 de ce chapitre. 1l est a noter que nous avons choisi de réaliser les trois étapes de cette
séquence réactionnelle sans purification intermédiaire, afin de déterminer a quelle étape la
séparation des produits de synthése di-méthoxylé, tri-méthoxylés et tétra-méthoxylé pouvait

étre réalisée le plus facilement.

1.2.1.2 Condensation des phénylacétonitriles sur [’oxalate de diéthyle

Pour rappel, la premiére étape de notre séquence réactionnelle consiste en la
condensation de deux phénylacétonitriles (254) et (265) sur 1’oxalate de diéthyle (255), selon
un protocole monotope nécessitant I’introduction simultanée des réactifs, permettant ainsi
d’obtenir les trois composeés (256a), (266a) et (267a) (Schéma 69).
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2
o (255) (254) (265) EtOH abs. N O
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Schéma 69 — Premiére étape de la séquence réactionnelle, i. e. la condensation des phénylacétonitriles sur

I'oxalate de diéthyle.

Le meilleur rendement que nous ayons obtenu lors de cette étape a été de 53% en
produits totaux. Une analyse par HPLC-MS a confirmé la répartition statistique des trois
composes (256a), (266a) et (267a), i. e. 25% du composé (256a), 50% du composé (266a) et
25% du compose (267a). Cependant, a ce stade de la séquence réactionnelle, il n’était pas
possible de résoudre le mélange de produits par chromatographie. Donc, nous pouvons
seulement calculer les rendements de la réaction a partir de la masse du brut réactionnel sec et

de ’analyse HPLC-MS, a savoir : 13% pour le composé (256a), 26 % pour le composé (266a)




et 13% pour le composé (267a). Nous avons egalement pu confirmer par RMN 1’équilibre

entre les formes ouvertes et fermées de ces trois composés.

L’inconvénient majeur de cette réaction est sa faible reproductibilité, notamment en
raison de la sensibilité de I’éthanolate de sodium (EtONa) a I’humidité.® Nous avons tenté d’y
remédier en préparant EtONa extemporanément, mais sans succes. Nous avons donc décidé
de le remplacer par le tert-butylate de potassium (t-BuOK) dans le THF (ces conditions ont
éte développées par P. Bischoff pour le méme type de condensation mais sur des substrats de

structures légérement différentes).'®

L’utilisation de cette base a permis d’obtenir des
rendements similaires, a savoir 24% en composé (266a) dissymétrique contre 26% lors de
I'utilisation d’EtONa, tout en améliorant considérablement la reproductibilité de cette

réaction. Ces conditions de condensation ont donc été conservées.

Ajout séguentiel des phénylacétonitriles :

En paralléle de ces travaux d’optimisation, nous avons voulu étudier la différence
entre un ajout simultané des phénylacétonitriles par rapport a un ajout séquentiel sur le
rendement global de la réaction. Notre objectif était de mieux comprendre le mécanisme
réactionnel, afin de pouvoir, a terme, dépasser les 53% de rendement global décrits

précédemment (Schéma 70).
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Schéma 70 — Comparaison d'un ajout simultané des phénylacétonitriles par rapport & un ajout séquentiel.

¢ Cette assertion est justifiée par le fait que 1’éthanolate de sodium commercial est inefficace.




Concrétement, I’ajout séquentiel des deux phénylacétonitriles a permis d’améliorer de
15 & 20% la répartition statistique en faveur du produit dissymétrique (266a), précurseur de
I’acide xérocomique. Cependant, nous avons remarqué qu’un phénomene de transalkylation
se produisait. En effet, au cours d’un essai, nous avons purifié le composé (273), puis nous
I’avons mis en réaction avec le diméthoxyphénylacétonitrile (265). Apres purification du brut
réactionnel, les deux composés (266a) et (267a) ont été identifiés (Schéma 71). Cet effet
justifie le fait que cette méthodologie de synthése n’a été employée, jusqu’a présent, que pour
des composés symeétriques.
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Schéma 71 — Transalkylation du composé (273) au cours du 2° ajout de phénylacétonitrile.

Cependant, nous avons remarqué que le phénomene de transalkylation est trés
largement amoindri lorsqu’on remplace t-BuOK/THF par NaH/1,4-dioxane lors du 2° ajout.
La question de remplacer le systeme t-BuOK/THF dés le premier ajout s’est alors posée, avec
I’objectif affich¢ de pouvoir revenir a un protocole monotope. Mais cela ne s’est pas avéré
judicieux, car NaH/1,4-dioxane favorise la double fonctionnalisation de 1’oxalate de diéthyle
(i. e. la formation du composé (256a)), alors que notre produit d’intérét est le composé

dissymétrique (266a).

Ainsi, nous pouvons conclure de ces observations que le phénomene de transalkylation
est sans doute responsable du faible rendement global observé (53%), car il consomme
inutilement une partie non négligeable des réactifs, au lieu de favoriser le double ancrage des
phénylacétonitriles sur 1’oxalate de diéthyle. Malgré tout, les rendements en composés (256a),
(266a) et (267a) étant décents, nous avons pu poursuivre la séquence réactionnelle, en

réalisant I’hydrolyse des fonctions nitriles.




1.2.1.3 Hydrolyse sulfurique des fonctions nitriles

La deuxieme etape de la séquence réactionnelle consiste a hydrolyser les fonctions
nitriles des produits de fonctionnalisation de 1’oxalate de diéthyle obtenues précédemment en
acides carboxyliques. Pour cela, un chauffage au reflux dans I’acide sulfurique est nécessaire
(Schéma 72).
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Précurseur des acides pulviniques

Schéma 72 — Hydrolyse sulfurique des groupements nitriles des composés (256a), (266a) et (267a) en acides

carboxyliques, suivie d’une cyclisation spontanée aboutissant a la formation des composés (257), (268), (269) et

(270).

Comme cela a été présenté précédemment, les groupements carboxyliques ainsi
formés peuvent, par la suite, réagir avec les fonctions énol en position y (en vert sur le
Schéma 72) au cours d’une cyclisation spontanée. Ainsi, on forme le cceur tétronique des
acides pulviniques visés. L’analyse systématique du brut réactionnel par HPLC-MS a permis
de mettre en évidence la consommation totale des substrats initiaux, ainsi que la présence
d’analogues mono- et di-azotés des produits désirés. La présence de ces composés azotés

s’explique par I’hydrolyse incompléte des nitriles en amides intermédiaires (Schéma 73).
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Schéma 73 — Hydrolyse partielle des fonctions nitriles en amides.




L’application de temps de réactions plus longs et laugmentation du nombre
d’équivalent d’acide n’ont, malheureusement, pas permis d’amener 1’hydrolyse a son terme,
mais ont plutdét entrainé la dégradation du brut réactionnel. Ne pouvant pas amener
I’hydrolyse a son terme, nous nous retrouvions donc en présence d’un brut réactionnel riche,
complexe et difficile & purifier. Par conséquent, nous avons décidé de réaliser une étape
supplémentaire de chauffage au reflux dans I’anhydride acétique, comme proposé par P.
Bischoff et al.,'® afin d’achever I’hydrolyse des fonctions azotées et de favoriser la
cyclisation en acide bistétronique (Schéma 74). Ainsi, cette étape supplémentaire présente
I’avantage de résoudre le mélange et donc de faciliter la séparation des trois produits de

synthése issus de notre démarche combinatoire.

1) H,S04 H,0
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Schéma 74 — Synthese des acides bistétroniques (258), (271) et (272) a partir des produits d'alkylation de
I'oxalate de diéthyle (256a), (266a) et (267a).

Bien que cette étape soit tres élégante et ait présenté, lors de certains essais, un
rendement global de 98%, nous nous sommes rapidement heurtés a sa faible reproductibilité.
Ne parvenant pas a trouver d’alternatives pour éviter la dégradation du brut réactionnel lors de
cette étape finale, nous avons decidé de laisser de cOté cette stratégie de synthése et de nous
concentrer sur le développement d’une voie de synthése biomimétique de 1’acide

xérocomique (qui sera présentée dans la partie 1.2.2 de ce chapitre — page 110).

1.2.2 Présentation de la voie de synthése biomimétique de I’acide xérocomique
développée au cours du projet de thése

Dans un premier temps, la synthése totale de 1’acide xérocomique a laquelle nous
avons abouti est présentée dans son ensemble sur le Schéma 75. Les essais d’optimisation et

les subtilités de chaque étape de cette synthese seront détaillés dans la partie suivante.
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Schéma 75 — Voie de synthese de I'acide xérocomique (7) développée au laboratoire.

La synthése debute avec une dihydroxyquinone (275), qui est méthylée en milieu
acide, puis bromée grace au NBS. L’intermédiaire obtenu (276) est ensuite engage dans deux
couplages de Suzuki-Miyaura séquentiels.”® On obtient ainsi une terphénylquinone (278),
correspondant aux dérivés des acides polyporiques dans la biosynthese des acides
pulviniques. L’étape suivante est 1’étape clé de la synthése biomimétique, puisqu’il s’agit de
réaliser la contraction de cycle de la terphénylquinone (278). Pour cela, une hydrolyse a la
soude®” permet de libérer les fonctions hydroxyles portées par la quinone (en bleu foncé sur le
Schéma 75). Les conditions de H. W. Moore et R. J. Wikholm (Ac,O, DMS0)?® peuvent
alors étre appliquées et on obtient un acide bistétronique (271) (le mécanisme de cette
réaction est présenté sur le Schéma 53 — page 83). En chauffant au reflux dans le méthanol, on
réalise la mono-ouverture du cycle A et du cycle B : ces deux composés (279a) et (279b) sont

séparables par chromatographie. Le précurseur de 1’acide xérocomique (279b) correspond a




I’ouverture du cycle B et a pu étre caractérisé par diffraction des RX. Une derniere étape de
déprotection par chauffage micro-onde dans un liquide ionique®”® permet d’obtenir I’acide

xérocomique (7) avec un rendement de 5,3% pour 8 étapes.

Chaque étape de synthese et les optimisations qui ont été réalisées au cours de ce
travail de thése sont développées dans les parties suivantes.

1.2.3 Optimisation de la synthése de la terphénylquinone
1.2.3.1 Meéthylation et bromation de la dihydroxyquinone

La méthylation et la bromation de la dihydroxyquinone (275) sont des étapes simples
qui ne nécessitent pas de purification élaborée (les produits sont obtenus par précipitation et
filtration) et qui supportent une montée en échelle sur plusieurs dizaines de grammes, ce qui
est non négligeable au début d’une synthése multi-étapes. Il est important de noter qu’il n’est
pas nécessaire de recristalliser le NBS avant utilisation, au risque d’annihiler la réactivité : les
traces de Br, présentes dans le solide semblent requises pour enclencher la bromation. Tant
est si bien que I’ajout de quelques gouttes de Br, permet d’augmenter le rendement de la
bromation lorsqu’on utilise une bouteille neuve de réactif. Néanmoins, nous avons décidé de
continuer a travailler avec le NBS, car les rendements sont similaires, c’est un réactif plus
facile a manipuler, moins dangereux et il permet un traitement plus simple en fin de réaction.
De plus, nous avons remarqué que la dibromodiméthoxyquinone (276) précipite plus

facilement lorsque la bromation a été realisée par NBS, plutdt que par Bro.

1.2.3.2 Couplages séquentiels de Suzuki-Miyaura

Optimisation des conditions expérimentales :

Les couplages pallado-catalysés constituent une approche stratégique en synthese
totale, car ils permettent un bon controle de I’ajout de groupements aromatiques. Dans notre
cas, les deux acides boroniques impliqués préfigurent les substituants des acides pulviniques
que nous cherchons a synthétiser. Dans ce but, nous nous sommes appuyés sur la
méthodologie développée par X. Gan en 2009 pour la synthése de la leucomelone (280).%
Ainsi, nous avons utilisé PdCl,(dppf) comme catalyseur et K,CO3; et CsF comme bases

(respectivement, pour le premier et le deuxieme couplage).




En premiére intention, nous avons réaliseé les couplages avec un montage expérimental
classique (chauffage au reflux sous argon), mais les rendements obtenus pour les deux
couplages n’étaient pas satisfaisants, car loin des rendements décrits dans la publication de
référence. En effet, le premier couplage réalisé dans le THF a 80°C pendant 24h fournissait
le produit (277) avec un rendement de 32% et le second couplage réalisé dans le toluéne a
145°C pendant 24h en tube scellé plafonnait & 50% de rendement. Ces faibles rendements
peuvent s’expliquer par la difficulté & maintenir le montage expérimental sous atmosphére
inerte en I’absence de rampe & argon. Suivant les observations de A. Ghods,'%? nous avons
cherché a améliorer la séquence de couplage en la réalisant sous irradiation aux micro-ondes
(MW). L’influence du solvant, de la température et de la durée de réaction ont ainsi éte
évaluées (Tableau 4 et Tableau 5).

9 B(OH), K,COs (2 éq.) 0 O

MeO Br PdCl,(dppf) (0,05 éq.)  MeO
Br OMe ’ Br ‘ OMe
O (276) O (217)
Entrée Solvant Température Durée Rendement

1 Dioxane 120 °C 20 min 12%
2 Dioxane 120 °C 12h 55%
3 THF 120 °C 12h < 5%
4 1,3-dichlorobenzéne 120 °C 12h 8,5%
5 Toluéne 120 °C 12 h 75%
6 Toluene 150 °C 2h 29%

Tableau 4 — Méthodologie pour le premier couplage de Suzuki-Miyaura sous irradiation micro-ondes (MW).

Dans le cas du premier couplage (Tableau 4), nous avons testé les trois solvants
proposés dans I’article de X. Gan™ : le dioxane (solvant optimum de I’article), le THF et le
toluéne. Nous avons également souhaité évaluer 1’influence du 1,3-dichlorobenzene sur le
rendement de la réaction, car il s’agit d’un solvant plus adapté aux réactions aux micro-ondes.
En effet, sa trés haute température d’ébullition (172°C) et son moment dipolaire élevé sont
adaptés a un chauffage aux micro-ondes. Les meilleurs rendements ont été obtenus pour les
essais dans le toluene avec un rendement optimisé de 75%. Ce couplage réalisé dans le

toluéne est avantageux, car il laisse entrevoir la possibilité de réaliser le deuxieme couplage,

lui aussi dans le toluéne, par un procédé monotope séquentiel.




Pour le deuxieme couplage (Tableau 5), les différentes bases proposées dans Iarticle
de X. Gan ont été testées : CsF et K,CO3,*®® avec I'idée de pouvoir utiliser le méme couple

base/solvant pour les deux couplages.

o OMe Base (2 éq.)
MeO O OMe " pdciy(dppf) (0.02 éq.
l‘] +
Br OMe
S ) B(OH),
Entrée Solvant Base Température Durée Rendement
1 Toluene CsF 120 °C 12 h 32%
2 Toluéne K,CO3 120 °C 12h 28%
3 Toluéne CsF 200 °C 4 h 17%
4 Toluéne K,CO3 200 °C 4h 11%

Tableau 5 — Méthodologie pour le deuxiéme couplage de Suzuki-Miyaura sous irradiation micro-ondes (MW).

Cette étude méthodologique montre qu’avec des conditions de températures et de
durée de réaction similaires, la base CsF permet systématiquement d’obtenir de meilleurs
rendements en terphénylquinone dissymétrique (278) (32% vs 28% et 17% vs 11%). Ces
résultats peuvent s’expliquer par le fait que CsF est une base plus forte que K,COg3 (F est un
meilleur nucléophile que COs®, car moins encombré). Or, DPacide 3.4-
diméthoxyphénylboronique est un acide boronique plus enrichi (donc moins réactif) que
I’acide 4-méthoxyphénylboronique utilisé lors du premier couplage. L’utilisation d’une base
plus forte comme CsF est donc nécessaire pour former un boronate suffisamment réactif pour
réaliser le couplage avec la quinone mono-arylée (277).% Par ailleurs, le Tableau 5 montre que
le meilleur rendement pour le deuxiéme couplage de Suzuki-Miyaura par irradiation aux
micro-ondes est de 32%, ce qui n’apporte pas d’amélioration par rapport au chauffage au
reflux conventionnel (dont le rendement est de 51%). Le chauffage par voie thermique sera

donc conserve pour la réalisation du second couplage.

Ainsi, d’apres ces différents essais d’optimisation, nous concluons que le premier
couplage doit étre réalisé dans le toluene sous irradiation aux micro-ondes. Puis, le second

acide boronique, la base CsF et le catalyseur PdCl,(dppf) sont ajoutés au milieu réactionnel et

¢ Cette assertion est justifiée par le fait que I"utilisation de CsF comme base lors du premier couplage favorise la
double arylation de la quinone au lieu du mono-couplage.




on chauffe par voie thermique sans réaliser de purification intermédiaire entre les deux

couplages. Le rendement global obtenu pour cette séquence est de 38%.°

Cette stratégie s’est malheureusement révélée limitée dans le cadre des remontées de
matiere régulierement effectuées : en effet, il n’était pas possible de lancer plusieurs réactions
sous micro-ondes simultanément et les flacons a disposition ne permettaient pas de travailler
sur grande échelle. Nous avons donc choisi d’investir dans des ballons scellés de 250 mL et
de revenir a un chauffage thermique classique. Les essais préliminaires ont montré que ce
montage expérimental permettait de travailler a 1’échelle du gramme sans affecter les
rendements. De plus, il permet de faciliter I’ajout des réactifs pour le deuxieme couplage.
C’est donc la stratégie que nous avons conservée a ce jour. Au final, les conditions

expérimentales optimisées sont les suivantes (Schéma 76) :

- Procéde monotope séquentiel

- Chauffage en ballon scellé a 120°C pendant 12h pour les deux couplages

- Utilisation de K,CO; comme base pour le premier couplage, afin de limiter la
double arylation de la quinone

- Utilisation de CsF comme base pour le deuxieme couplage

Q K2CO; (2 éq.) o
MeO Br PdCl,(dppf) (0,05 éq.) MeO.
+ (]
Br OMe Toluéne sec ; 120 'C ; 12h Br OMe
Ballon scellé

(o] B(OH),

S 0 (277)
(276) 75 % (si isolé) oue
OMe
CsF (2 éq.)
PdCl,(dppf) (0,02 éq.)
B(OH),

Toluéne sec; 120°C ; 12h
O (278 Ballon scellé
(278) 51%
38 % (déduit d'apres rdt final)
(sur 2 étapes)

Schéma 76 — Ségquence monotope des deux couplages de Suzuki-Miyaura optimisés pour la synthése de la

terphénylquinone dissymétrique (278), précurseur de I'acide xérocomique.

Pour finir, nous avons noté que la présence des deux bromes sur la quinone initiale

(276) provoque également la formation du produit de double arylation (281) comme produit

¢ 1l est & noter que lorsqu’une purification intermédiaire est réalisée entre les deux couplages de Suzuki-Miyaura,
le rendement en terphénylquinone dissymétrique (278) sur les deux étapes de synthése chute a 7 %.




secondaire des que le premier couplage de Suzuki-Miyaura est réalisé. Ce produit de double
arylation (281) est une terphénylquinone symétrique, précurseur de I’acide atromentique (qui
est un autre acide pulvinique, analogue a I’acide xérocomique). Or, sa formation, non désirée,
au cours de la réaction implique qu’il reste une quantité non négligeable de la
dibromodiméthoxyquinone (276) de départ dans le milieu réactionnel ; la séquence
réactionnelle choisie (cf Schéma 76) étant monotope (i. e. sans purification intermédiaire), les
sous-produits du premier couplage interférent donc lors du deuxiéme couplage. In fine, le

milieu réactionnel est majoritairement constitué de trois produits (Schéma 77) :

- Une quinone symétrique (281), précurseur de I’acide atromentique (20%0)
- Une quinone dissymétrique (278), précurseur de ’acide xérocomique (38%0)

- Une quinone symétrique (282), précurseur de I’acide variégatique (22%b)

(o} (o} [0}
MeO Br MeO Br MeO
— 1°" couplage + ‘ +
Br OMe Br OMe Br OMe

o] 0 (276) 0 (277)
(276) |

I
2° couplage
|

Y
o
MeO.
+
MeO ‘
O OMe
o
MeO

(278) (281)
Précurseur acide variégatique Précurseur acide xérocomique Précurseur acide atromentique
22 % 38 % 20 %

Conditions expérimentales :

1¢" couplage : (HO)zB—©— , K2CO3 (2 éq.), PdCly(dppf) (0,05 éq.), Toluéne sec | 120°C, 12h

OMe

2° couplage : (HO)ZB@—OMe , CsF (2 éq.), PdCly(dppf) (0,02 éq.), Toluene sec | 120°C, 12h

Schéma 77 — Sous-produits des couplages de Suzuki-Miyaura. Les rendements affichés correspondent aux

rendements totaux apreés les deux étapes de couplages.




Mono-iodation de la quinone :

Les conditions développées dans la partie précédente permettent d’obtenir le produit
de mono-couplage de la dibromodiméthoxybenzoquinone avec un rendement de 75%."
Cependant, nous avons pu observer que la présence de deux bromes sur la p-benzoquinone
initiale implique également une double fonctionnalisation (& hauteur de 20%), ce qui a pour
effet de limiter la formation de la quinone dissymétrique (278), précurseur de I’acide
xérocomique (cf Schéma 77). L’objectif de cette séquence réactionnelle étant de favoriser la
formation du produit de couplage dissymétrique, nous avons cherché a limiter la formation
des produits secondaires. Dans ce but, nous avons pensé remplacer un brome de la p-
benzoquinone par un iode : la différence de réactivité entre le brome et 1’iode devait permettre

de favoriser la mono-arylation lors du premier couplage.

Le peu d’exemples d’iodation de quinone que I’on trouve dans la littérature fait état de
deux voies rétrosynthétiqgues (Schéma 78): une iodation directe sur un dérivé
d’hydroquinone, suivie d’une oxydation en p-benzoquinone d’une part, ou alors un échange

d’halogéne sur une p-benzoquinone pré-halogénée d’autre part.'®

o] OH OH ! lodation :
i pyol* BF,, TfOH
— — ' 1y, KIO3, AcOH, H,S0,
E Oxydation :
) OH OH ! CAN, MeOH
m (I (1) ! BBrs, DCM
Br Br lodation :

1 Cul, Nal, pentan-3-one
Br Br Kl, EtOH, puis Nal, EtOH

o] o 2
v %) :

Schéma 78 — Voies rétrosynthétiques possibles pour une iodobenzoquinone. Quelques conditions

expérimentales ont été reportées a titre d’exemple.*® %

Le Tableau 6 résume les différentes conditions expérimentales qui ont été testées pour

réaliser la mono-iodation de la quinone. Aucune des conditions testées n’a permis d’obtenir la

" Pour rappel, ce rendement correspond au produit de mono-couplage (277) lorsque les couplages de Suzuki-
Miyaura sont réalisés séquentiellement. Nous pouvons extrapoler que lors du procédé monotope, le rendement
de ce premier couplage est sensiblement identique.




quinone iodée, ne serait-ce qu’a I’état de traces. Cela peut s’expliquer par la faible stabilité
des produits ou par la présence des groupements méthoxylés qui enrichissent

considérablement la quinone et défavorisent les réactions de substitution.

Entrée  Substrat de départ Réactifs Température Durée Résultat Réf.
o
MeO Br Cul (0,3 éq.) o
1 Nal (6,0 éq.) q 41 z?oxc;ne 5h Dégradation 16
Br OMe DMEDA (0,6 éq.) '
O (276)
(0]
MeO Br 125 °C
2 Nal anhydre (5,0 éq.)  (tube scellé) 5h Dégradation 16
Br OMe 1,4-dioxane
O (276)
o
MeO Br 78°C
3 n-BuLi, I, (1,1 éq.) THF 12 h Dégradation 137
Br OMe
0 (276)
o)
MeO Br |2 (0,4 éCI) 90 oC
4 KIO; (0,3 éq.) AcOH 12h Dégradation 1
OMe Hzo, HZSO4
(283) o
o}
. Meo Br NIS (1,1 éq.) ta . Pas de ;
T TFA (3 éqg.) ACN réaction
(283) o

Tableau 6 — Tableau récapitulatif des essais d'iodation réalisés sur la bromodiméthoxybenzoquinone.

Pour se rapprocher au plus des conditions que 1’on retrouve dans la littérature, il
faudrait utiliser le 1,4-diméthoxybenzene comme substrat de départ. Cela nécessiterait de
revoir entierement le début de la voie de synthése de I’acide xérocomique. Or, au vu des bons
rendements de couplages de Suzuki-Miyaura obtenus avec la
dibromodiméthoxybenzoquinone, cela ne nous a pas semblé pertinent. Cette stratégie de

mono-iodation de la p-benzoquinone a donc été abandonnée.

Optimisation du nombre d’étapes :

Face aux difficultés rencontrées pour optimiser les conditions de couplages de Suzuki-
Miyaura détaillées ci-avant, nous avons choisi de tester en paralléle les méthodes de C-H

fonctionnalisation sur les p-quinones développées par P. Baran® et A.-L. Lee?*® au début des




années 2010 et presentées sur le Schéma 79 pour notre acide boronique d’intérét : I’acide p-
méthoxyphénylboronique. La méthode de P. Baran implique ’utilisation de nitrate d’argent,
associé a un fort co-oxydant (K;S;0s) (des réactifs communs et faciles d’utilisation) : de ce
fait, le mécanisme impliqué est désormais radicalaire. De son c6té, le protocole de A.-L. Lee
fait toujours appel a un catalyseur au palladium (Pd(TFA),), mais moins spécifique que
PdCl,(dppf) et pouvant étre préparé extemporanément. Ces deux méthodologies supportent la
présence de traces d’eau et d’oxygéne dans le milieu réactionnel et elles ne nécessitent ni
chauffage, ni dégazage spécifique. Les temps de réaction sont également réduits, rendant ainsi
ces protocoles particulierement attractifs.

o B(OH),

AgNO; (0,4 éq.) o
@ © K2S,04 (6 €q.)
+

DCM / H,0 (1:1 viv) ‘

TA ; 6h ; Ballon ouvert 28
O (285)
(284) 41 %

B(OH),

o o
Pd(OCOCF3), (0,075 éq.) O
+
Acétone ou H,0 ‘

o TA ; 18h ; Ballon ouvert
. , 0 (285)
(284) 80 % ou 88 %

Schéma 79 — Exemple des méthodologies de C-H activation sur p-benzoquinones (284) développées par les

équipes de P. Baran® et de A.-L. Lee.?®

Ainsi, outre une potentielle amélioration des rendements, cette stratégie permettrait de
réduire le nombre d’étape dans la séquence réactionnelle de I’acide xérocomique et de ses
analogues pulviniques en supprimant I’étape de bromation de la p-benzoquinone. Nous avons
donc décidé d’appliquer cette stratégie de C-H activation a la diméthoxyquinone (286). Le
Schéma 80 illustre la démarche que nous avons suivie, les conditions du premier couplage
étant reprises de P. Baran (i. e. AgNO3/K;S,0g), tandis que celles du deuxiéme couplage de
A.-L. Lee (i. e. Pd(TFA),/2,6-DCBQ).




o AgNO; (0,2 éq. ) OMe
MeO. K»S,03 (3 éq.) MeO OMe
e I |
OMe DCM / Hy0 (1:1 viv) OMe
o] B(OH), B(OH),

O (287)

1 Pd(TFA), (0,1 éq.)
2,6-DCBQ (1,25 éq.)
. Acétone

Schéma 80 — Stratégie envisagée d’application des protocoles de C-H fonctionnalisation a notre séquence

réactionnelle.

Malheureusement, expérimentalement, nous avons observé que 1’ajout de I’acide
boronique sur la diméthoxyquinone (286) était concomitant avec I’élimination des
groupements methoxylés. Cette méthodologie de synthése ne semble pertinente que sur les p-

benzoquinones nues (284), comme nos essais 1’ont montré (Schéma 81).

o AgNO; (0,2 éq.)
MeO K2S20g (3 eq.)

* o
OMe DCM / H,0 (1:1 viv)

o (286) B(OH), 12 % o) O

(285)
o AgNO; (0,2 éq.)
HO K2S203g (3 €q.)
+ —_— Pas de réaction
OH DCM / H,0 (1:1 viv)
0 (275) B(OH),

AgNO3 (0,2 éq.)

(o]
K2S5,0g (3 €q.)
+

DCM / H,0 (1:1 vAv) O
o B(OH), 87 % o
(284) (285)

Schéma 81 — Résultats de l'application du protocole de P. Baran® sur des p-benzoquinones. Toutes les

expériences sont réalisées a 1’obscurité.

Néanmoins, étant donné ’excellent rendement obtenu avec les conditions de P. Baran
pour la p-benzoquinone simple (87%), nous avons cherché a aller plus loin en essayant de
fonctionnaliser la quinone obtenue (285) avec I’acide 3,4-diméthoxyphénylboronique. Dans
ce but, nous avons repris les conditions de P. Baran (AgNO3/K,S,0s) et nous avons complété

notre étude avec les conditions proposées par A.-L. Lee (i. e. des couplages pallado-




catalysés). Les résultats obtenus sont décevants (Schéma 82) : aucune conversion n’est
observée pour le couplage au nitrate d’argent et les rendements obtenus pour les couplages
pallado-catalysés sont trés faibles (inférieurs & 5%). Par ailleurs, dans le cas des couplages
pallado-catalysés, nous avons observé la méme régiosélectivité que A.-L. Lee, a savoir que
I’ajout d’un deuxieme groupement aromatique intervient préférentiellement en position meta
(288) ou ortho (290) du premier groupement aromatique et non en position para (289) comme
nous le souhaitons.?® Cette stratégie se révélant inadaptée a nos objectifs synthétiques, nous
I’avons abandonnée et nous sommes restés focalisés sur les conditions de couplages de
Suzuki-Miyaura présentées dans la partie précédente (i. e. deux couplages monotopes entre
une dibromodiméthoxybenzoquinone et deux acides boroniques avec un chauffage thermique

en ballon scellé).

AgNO; (0,2 éq.)
K2S20s (3 €q.)
X Pas de réaction
DCM / H,0 (1:1 viv)

AgNO; (0,2 éq.)
K2S,03 (3 €q.)
- Pas de réaction
Trifluorotoluene / H,O
(1:1 viv)

o OMe o
MeO 2,6-DCBQ (1,25 éq.)
‘ _| Pd(TFA), (0,1 éq.)
. 13
Acétone
0 B(OH), MeO °

289
(285) OMe <59% (288) t(race)s
OMe
HBF, (1,0 éq.) o OMe
PA(TFA), (0,05 &q.)

Xantphos (0,055 éq.) ‘
THF / Hy0 (4:1 viv) O
o]

(290) traces

Schéma 82 — Résultats de I'application des protocoles de P. Baran® et A.-L. Lee?® pour le deuxiéme couplage.

Les réactions au nitrate d’argent sont réalisées a 1’obscurité.

Extension a d’autres substituants aromatiques :

Une fois la séquence réactionnelle optimisée, il était intéressant d’étudier sa robustesse
en ’extrapolant & d’autres substituants aromatiques et notamment des hétérocycles que I’on
peut retrouver chez certains métabolites secondaires naturels (Figure 2). Par exemple, la

cristatomentine (pigment vert extrait du champignon Albatrellus cristatus)*®?, 1’échinofurane




321

C (pigment jaune de la plante Arnebia euchroma)®”, les acides pinastrique (291) et

léprapinique (acides pulviniques extraits des lichens Lepraria sp.)?, la cochliodinone

(pigment fluorescent extrait de plusieurs champignons de ’espéce Chaetomium sp.)** 3,

168

I’asterriquinone B1 (extrait d’Aspergillus terreus)™ ou encore I’atromentine (2), la

leucomelone (280) et I’acide théléphorique (292) (des terphénylquinones trés répandues parmi

les Basidiomycétes), 5% 121 127,209, 245

N\ Echinofurane C

Cristatomentine HO

.

Meo\(
o}

Acide pinastrique (291)

_0

Atromentine (2) Leucomelone (280) Acide théléphorique (292)

Figure 2 — Quelques exemples de composés naturels comportant un motif p-benzoquinone, buténolide ou

bistétronique substitué par des groupements aromatiques ou des hétérocycles.

A la lumiére de ces quelques exemples de composés naturels comportant un motif de
type p-benzoquinone, buténolide ou bistétronique substitué par des groupements aromatiques
ou des hétérocycles, nous avons appliqué nos conditions optimisées de couplage de Suzuki-
Miyaura aux acides boroniques du Schéma 83 en premiére intention. 1l est a noter que lorsque
nous cherchions expressément a réaliser un homocouplage de la terphénylbenzoquinone, nous
utilisions uniquement CsF comme base, puisque nous avons montré qu’elle favorise la double

arylation.’




Protocoles suivis pour les couplages croisés

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

-B(OH), (2,2 éq.) Ar,-B(OH); (2,2 éq.)

7 KoCOs (2 €q.) a CSF (3 6q) 0
Me0 Br  PdClydppf) (0,05¢q)  MeO PdCI,(dppf) (0.026q)  MeO
Br OMe  Toluéne sec; 120°C ; 12h Br OMe Toluéne sec; 120°C; 12h Ar; OMe
O (276) Ballon scellé o Ballon scellé o

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

-B(OH), (2,2 éq.)

CsF (2 éq.) Q
MeO Br PdCl,(dppf) (0,02 éq.) MeO
Br OMe Toluéne sec; 120°C ; 12h OMe
0 (276) Ballon scellé o

-
S.__B(OH) O___B(OH) (/j@\
@/ i @/ i H B(OH),

Schéma 83 — Acides boroniques impliqués dans I'extension de la méthode de couplage des p-benzoquinones.

Les resultats de ces essais préliminaires de couplages de Suzuki-Miyaura étendus sont
résumés sur la Figure 3. Pour rappel, grace a ces conditions de couplage, nous avions
synthétisés les terphénylquinones (281), (278) et (282), comportant respectivement 2, 3 et 4
groupements methoxyles. Afin de compléter cette serie et en vue de la synthése des acides
pinastrique (291) (Figure 2) et isopinastrique (408), un couplage croisé a été réalisé entre
I’acide phénylboronique et I’acide 4-méthoxyphénylboronique, donnant le produit symétrique
de double arylation (293) avec un rendement de 9% (sous-produit de la réaction de couplage)
et le produit de couplage croisé (294) avec un rendement de 30% sur les deux étapes: en
comparaison, le précurseur de 1’acide xérocomique a été obtenu avec un rendement de 51% a
I’issu des deux couplages (cf Schéma 77). Ce rendement est donc plut6t satisfaisant, car du
méme ordre de grandeur. De maniére similaire, 1’acide 4-bromophénylboronique nous a
permis d’obtenir la terphénylquinone di-arylée (296) correspondante avec un rendement de
36%.
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* : ajout de Ag,0 dans le milieu réactionnel pour limiter le nombre de sous-produits comme suggéré par X. Gan.

Figure 3 — Récapitulatif des résultats d’extension des couplages de Suzuki-Miyaura de la

dibromodiméthoxyquinone (276) a d'autres cycles aromatiques.

Par ailleurs, nous avons tenté d’appliquer ces couplages de Suzuki-Miyaura a I’acide
4-hydroxyphénylboronique, car en cas de succeés, nous aurions ainsi pu obtenir la
terphénylquinone correspondante directement avec les fonctions phénols libres. Cette

perspective était plutét attrayante, car elle nous aurait permis de nous libérer de 1’étape finale




de déprotection de ces fonctions phénols au cours de la synthése totale des acides pulviniques,
étape qui se révele souvent laborieuse (cf Schéma 75 — page 111). Malheureusement, outre le
trés faible rendement obtenu (2% pour le produit de double arylation), il s’avere que la
fonction hydroxyle perturbe le déroulement du couplage en interagissant avec la base choisie.
Ainsi, la présence de K;COs; dans le milieu réactionnel induit une carbonatation du
groupement hydroxyphényle. Par la suite, ce groupement carbonate est alkylé par I’éthanol
stabilisant le DCM utilisé lors de la purification du brut réactionnel, aboutissant ainsi au
composé (295). Au vu de ce phénomene et du faible rendement obtenu, nous avons décidé de

ne pas poursuivre la séquence réactionnelle pour ce composé.

L’application des couplages de Suzuki-Miyaura aux trois autres composés
hétérocycliques (Schéma 83) a été beaucoup plus laborieuse : les rendements sont tres faibles,
les sous-produits sont trés nombreux et de structure indéterminée. Plus précisément, I’acide
thionylboronique a été engagé dans un processus de couplage croisé. Le produit (301)
comportant un substituant thiophéne et phenyle a ainsi pu étre isolé avec un rendement
médiocre de 3%. Concernant I’acide furylboronique, une réaction de couplage croisé a été
réalisée avec 1’acide phénylboronique, mais seul le produit de double arylation (297)

symétrique a été isolé avec un rendement médiocre de 2%.

Enfin, dans le cas de 1’acide indole-6-boronique, deux produits de double arylation ont
été formés : un produit de couplage en para (299) et un produit de couplage en méta (298).
Ces deux produits ont pu étre isolés a 1’état de traces et n’ont pas pu étre parfaitement séparés
I’un de Iautre. La suite de la séquence réactionnelle n’a donc pas été poursuivie pour 1’acide

indole-6-boronique.

Par la suite, bien que les rendements de synthese des produits (297) et (301) (Figure 3)
soient faibles, nous disposions de quantités décentes pour continuer la séquence réactionnelle

et réaliser les contractions des quinones en acides bistétroniques (Schéma 84).

o

_NaOH (2M), EtOH _ _Ac,0,DMSO | o
o |

o

Schéma 84 — Rappel de la réaction de contraction de cycle suivant les conditions de H. W. Moore et R. J.
Wikholm.*®




La premiére étape consiste en une hydrolyse basique des groupements méthoxylés
portés par la quinone. Pour le composé (297) comportant deux furanes, cette étape a conduit a
I’élimination des furanes. En revanche, cette étape est supportée par la quinone
fonctionnalisée par deux groupements thiophene (300) et a abouti a la
dihydroxydithiophénylquinone correspondante (300°). Enfin, les conditions de H. W. Moore
et R. J. Wikholm (Ac;0, DMS0)?® ont été appliquées aux différentes quinones obtenues a ce
stade. Premiérement, la contraction de cycle de la dihydroxydithiophénylquinone (300’) n’a
donné d’autre résultat que la dégradation des produits de départ.° Concernant les produits
(293) et (294), comportant des substituants phényle et 4-méthoxyphényle, les résultats seront
détaillés dans la section 1.2.4 de ce chapitre (page 129), avec les composés apparentés.

Ces résultats sont assez décevants et indiquent que la séquence réactionnelle mise au
point dans le cadre de la synthése totale biomimétique de 1’acide xérocomique est tres
spécifique aux acides pulviniques. Elle tolére des substituants aromatiques proches, plus ou
moins méthoxylés, mais ne peut étre étendue de maniere globale aux hétérocycles classiques.
Au vu de ces résultats et de notre volonté de rester focalisés sur 1’objectif général d’étude du
comportement de I’acide xérocomique en condition oxydante, nous n’avons pas plus

approfondi cet aspect du projet.

Choix du groupement protecteur des phénols :

Comme cela sera présenté dans la partie 1.2.5 de ce chapitre (page 134), des difficultés
ont été rencontrées lors de 1’étape finale de déprotection des phénols, protégés sous la forme
de groupements méthoxylés. En paralléle de la recherche d’une méthode de déprotection
adaptée (détaillée dans la partie 1.2.5 — page 134), nous avons également cherché a utiliser
des groupements protecteurs plus faciles a retirer et supportant les conditions de couplages et
de contraction de cycle. Selon ces critéres, les groupements MOM ou silylés n’ont pas été
retenus. Notre choix s’est donc porté sur le benzyloxy et le méthylenedioxy (Figure 4), 1’idéal
étant que différents groupements protecteurs supportent la voie de synthése mise au point
(Schéma 75), afin de pouvoir réaliser une déprotection sélective de la fonction catéchol.
L’acide 4-(benzyloxy)phénylboronique et ’acide 3,4-(méthylénedioxy)phénylboronique sont

commerciaux, contrairement a I’acide 3,4-bis(benzyloxy)phénylboronique.

911 est a noter, cependant, qu’a cette période, nous ne réalisions pas la contraction de cycle sous faible pression,
comme cela sera expliqué dans la partie 1.2.4.2 de ce chapitre (page 103), ce qui a pu jouer sur les résultats.




oo o LD
(HO),B (HO),B (HO),B o
(301)

Figure 4 — Acides boroniques impliqués dans le choix d’un groupement protecteur des fonctions phénols adapté.

Nous avons réalisé la synthese de I’acide 3,4-bis(benzyloxy)boronique (301) & partir
du pyrocatéchol (302) (Schéma 85).

BnBr (3 éq.) n-BuLi (1,5 éq.)
@[OH NBS (1,6 €q.) /C[ K03 (3¢a.) B(OMe)s (3,5 6q.) /@i
A fI it - _7Q0
ACN 30 (o} cetone reflux Br THF d|1s;h, 78°C (HO),B

(302) (303) (304) (301)

46 % 35%

Schéma 85 - Voie de synthese de I'acide 3,4-bis(benzyloxy)boronique (301).

Une premiére étape de bromation par le NBS permet d’obtenir le 4-bromocatéchol
(303).> Pour que la conversion du pyrocatéchol (302) soit totale, il est nécessaire de réaliser
I’ajout de NBS en deux fois : 1,1 équivalent de NBS sont ajoutés en premier lieu, puis 0,5
équivalent sont rajoutés 12 heures apres. Au bout de 30 minutes, il ne reste plus de produit de
départ. Le composé majoritaire obtenu est le produit de mono-bromation en position 4,
accompagné du produit de mono-bromation en position 3 (selon un rapport 6:1).
L’inconvénient de cette approche de double ajout de NBS est qu’elle provoque également la
formation de produits dibromés, qui sont inséparables du produit de monobromation, méme
en phase inverse, en raison du n-stacking et des multiples liaisons hydrogéne pouvant s’établir
entre les produits. Cet inconvénient est levé lors de 1’étape suivante de benzylation des
fonctions phénols. Ainsi, cette étape de benzylation des fonctions phénols est réalisée sur le

brut réactionnel de la réaction de bromation.

I1 est a noter que d’autres protocoles de bromation ont été testés : le protocole de Y.
Xu (BTC + TBAB + KBr dans AcOEt + H,O pendant 19h & température ambiante)**’ et le
protocole de X. Ma (TMSBr dans DMSO + ACN pendant 12h & température ambiante)*’®
sans apporter de réelles améliorations en termes de rendement, de sélectivité, d’ergonomie

expérimentale et de montée en échelle.

Une fois la bromation du pyrocatéchole réalisée, il est possible de réaliser la

benzylation des fonctions phénols par le bromure de benzyle au reflux de I’acétone pendant




3h, sur le brut réactionnel.””® De méme que ’étape précédente, cette réaction présente
I’avantage de pouvoir étre facilement réalisée sur plus de 20 grammes de produit de départ.
Elle permet également de résoudre le brut réactionnel et de faciliter la séparation des produits
de la réaction. En revanche, la purification du produit d’intérét n’est possible que par
chromatographie en phase inverse. On obtient ainsi le 4-bromo-1,2-bis(benzyloxy)benzeéne

(304) sous la forme d’un solide blanc avec un rendement sur deux étapes de 46%o.

Enfin, la derniére étape de cette synthese consiste en la formation de I’acide boronique
(301) a proprement parler a partir du 4-bromo-1,2-bis(benzyloxy)benzéne (304). Dans ce but,
on réalise une lithiation par le n-BuLi a -78°C, puis on ajoute le triméthylborate et on laisse
revenir & température ambiante pendant 12h.*" Le brut réactionnel est ensuite traité par une
solution d’HCI (2M) pour hydrolyser les groupements MeO et ainsi aboutir a I’acide 3,4-
bis(benzyloxy)phénylboronique (301) avec un rendement de 35%. La purification de ce
compose consiste en une simple recristallisation dans un melange DCM/PE. Il est a noter que
le triisopropylborate est également proposé dans la littérature avec des conditions similaires
sans que cela ait fonctionné sur notre substrat, sans doute en raison de I’encombrement des
chaines isopropyles qui masquent stériquement le bore.** Bien que la purification de ce
compose soit aisée et facilement transposable a grande échelle, cette réaction ne peut pas étre
lancée sur plus de 2 grammes de produit de départ, au risque de voir chuter drastiquement le
rendement en raison de la difficulté a dégazer le volume de solvant requis et le solide de

départ.

Une fois cette synthése réalisée, nous avons pu débuter 1’étude des couplages de
Suzuki-Miyaura avec nos conditions optimisées sur ces nouveaux groupements protecteurs.
Comme cela a été dit précédemment, nous avons réalisé des couplages croisés entre les
différents acides boroniques pour varier les conditions de déprotection des fonctions phénols
et ainsi, en fin de synthése, pouvoir réaliser des déprotections sélectives. Les produits obtenus

sont décrits sur le Schéma 86.




a : produits secondaires des couplages de Suzuki-Miyaura
b : produits cibles des couplages de Suzuki-Miyaura

Schéma 86 — Produits de couplages a partir des acides boroniques benzylés et méthylénedioxylés.

Les résultats sont encourageants, car les rendements obtenus sont similaires a ceux de
la terphénylquinone (278), précurseur de ’acide xérocomique (i. e. 29% et 42% vs 38%).
Notons cependant que la présence des benzyles rend la purification des produits de couplage
plus difficile, a cause du possible n-stacking et de la faible polarité des composeés, ce qui

explique en partie les valeurs de rendement plus faibles.

1.2.4 Contraction de cycle de la terphénylquinone en acide bistétronique
1.2.4.1 Formation de la dihydroxyterphénylquinone

Une fois que les différentes terphénylquinones d’intérét sont obtenues grace aux
couplages sequentiels de Suzuki-Miyaura, on peut alors réaliser 1’étape biomimétique de la
voie de synthese, qui est la contraction de cycle de la terphénylquinone en acide bistétronigue,
précurseur des acides pulviniques. D’aprés les conditions développées par H. W. Moore et R.
J. Wikholm en 1968,%° le substrat de départ doit étre une dihydroxyterphénylquinone, il
convient donc d’hydrolyser au préalable les groupements méthoxylés portés par la quinone
(Schéma 87).
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Schéma 87 — Hydrolyse basique de terphénylquinones.

Cette hydrolyse est réalisé par la soude dans de I’éthanol au reflux pendant 2h, selon le
protocole développé au sein du laboratoire pour la diversification chimique de
I’illimaquinone.®” Cette réaction est quantitative pour tous les substrats testés. Aprés Iarrét de
la réaction par ajout d’HCI (2M), une extraction liquide-liquide Eau/AcOEt permet de
collecter, dans la phase organique, le produit de réaction qui, une fois mis a sec, peut étre

engagé directement dans 1’étape de contraction de cycle.

1.2.4.2 Optimisation des conditions de contraction de cycle

Les conditions de contraction de cycle ont été développées par H. W. Moore et R. J.
Wikholm?® pour la 2,5-dihydroxy-3,6-diphénylquinone et requiérent de dissoudre le composé
dans un mélange Ac,O/DMSO (1:2), puis de chauffer a 60°C pendant 15 minutes. Le

mécanisme de cette réaction est rappele sur le Schéma 88.

Acide bistétronique
V)

Schéma 88 — Rappel du mécanisme de contraction de cycle d'une 2,5-dihydroxy-3,6-diphénylquinones (I) selon
les conditions de H. W. Moore et R. J. Wikholm.?®




La premiere étape de ce mécanisme consiste en 1’activation du DMSO par I’anhydride
acétique, sur le modéle d’une oxydation de Swern. Par équilibre céto-énolique, le doublet
libre de I’oxygéne marqué en orange se rabat sur la quinone, provoquant ainsi la
délocalisation de la liaison 7 et I’attaque nucléophile sur I’acétylsulfonium. L’acétate libéré
peut ensuite attaquer le carbone en a du groupement carbonyle formé. La délocalisation
engendrée permet la libération de diméthylsulfure et la formation d’un céténe. Une cyclisation
conduit ensuite & la fermeture du buténolide et permet de former le cycle & 5 chainons
souhaité. Enfin, ’acide bistétronique final (V) est obtenu par une lactonisation, provoquant

I’¢limination d’un équivalent d’acide acétique.

Des essais préliminaires de ce protocole ont été menés sur la quinone précurseur de
I’acide xérocomique et ont révélé que ce protocole était peu reproductible. Dans certains cas,
I’acide bistétronique correspondant précipite et est récupéré par une simple filtration, alors
que dans d’autres cas, le produit ne semble pas s’€tre formé, et aucune précipitation n’est
observée. Le milieu réactionnel est alors tres complexe et aucune des tentatives de
purification qui ont été realisées dessus n’a permis d’aboutir a I’identification des composés
présents. Au fur et a mesure des tentatives, il nous est apparu que le DMS relargué au cours
du mécanisme (Schéma 88) pouvait « empoisonner » la réaction, nous avons donc pensé
réaliser 1’expérience sous légere dépression (0,05 bar) pour éliminer le DMS généré du milieu
réactionnel. Cela nous a permis de rendre cette étape plus fiable. Ainsi, ce nouveau protocole
permet d’obtenir systematiquement 1’acide bistétronique attendu par précipitation, bien que le
rendement pour un méme substrat de départ reste tres fluctuant d’une expérience a 1’autre.
Dans tous les cas, nous n’avons jamais réussi a atteindre les 90% de rendement présentés dans

la publication de reférence.

Au vu des difficultés rencontrées pour optimiser cette étape avec les conditions de H.
W. Moore et R. J. Wikholm, nous avons voulu tester d’autres réactifs (Tableau 7). Nous
étions préts a faire des compromis sur les rendements s’ils étaient reproductibles, mais aucune

des conditions ne se sont concrétisées.




Entrée Substrat de départ Réactifs Température Durée Résultat

PIDA (2,0 éq.) . Pas de
1 ACN e 12h réaction
4 94
5 Pb(OAC), (?,O éq.) 110 °C 6h E’as ple
Toluene réaction
4 \94
3 Pb(OAc). (2,0 éq.) 110 °C 6h < 10%

Toluene

Tableau 7 — Récapitulatif des essais de contraction de cycle.

1.2.4.3 Application des conditions optimisées de contraction de cycle

En nous basant sur les conditions de H. W. Moore et R. J. Wikholm optimisees (Ac,O
+ DMSO a 60°C sous 0,05 bar), le protocole de contraction de cycle a pu étre appliqueé sur les
différents produits de couplage obtenus au cours des travaux de ce projet de these. Les

différents acides tétroniques obtenus sont rassemblés sur le Schema 89.

Les rendements obtenus sont trés variables suivant les substrats étudiés, illustrant ainsi
la reproductibilité limitée de 1’expérience. On remarque néanmoins que ces conditions de H.
W. Moore et R. J. Wikholm sont compatibles avec les différents groupements protecteurs
choisis, nous permettant ainsi de poursuivre la séquence réactionnelle et de sélectionner le
groupement protecteur le plus adapté a nos contraintes (dans le cas d’essais de déprotections

sélectives par exemple).




Dérivés pulviniques et atromentiques !

Schéma 89 — Acides bistétroniques obtenus par la méthode de H. W. Moore et R. J. Wikholm optimisée. Les rendements affichés sont les meilleurs obtenus lors des différents

essais et remontées de matiére. La photographie représente le comportement des composés (258) et (271) en tube RMN sous lampe UV.




1.2.5 Stratégie a suivre pour la fin de la synthese des acides pulviniques

1.2.5.1 Déprotection des fonctions phénols, suivie de [’ouverture d’un
motif buténolide
Au début de ce travail de doctorat, la stratégie de synthese que nous suivions a partir
de l’obtention de 1’acide bistétronique consistait a réaliser 1’étape de déprotection des
fonctions phénols, puis I'ouverture sélective d’un motif buténolide pour obtenir ’acide

pulvinique correspondant (Schéma 90).

— Ouverture -

(322)

Schéma 90 — Stratégie de synthése suivie en début de doctorat.

Plusieurs méthodes sont déja decrites dans la littérature pour libérer des fonctions
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phénols™" et ont donc éteé testés sur les différents acides bistétroniques obtenus (Tableau 8).

Groupement Réactifs Conditions expérimentales Résultats
protecteurs —_— —_—
BBr, DCM, 0°C Bore |rrgmed|ablerrl1ent
complexé par le catéchol
CDCl;, 55°C Efficace uniquement a
ome TMSI DCE, 130°C (MW) Péchello du tobe RMN
/@ m-DCB, 130°C (MW)
R 0Me>
AcOH, reflux ) . , .
HBr ACOH, reflux (tube scellé) Dégradation/Décarboxylation
HI AcOH, reflux Dégradation
o}
o> Pb(OAC), Benzéne, 60°C Pas de réaction
R
oBn AcOEt, reflux
R/@03n> Hz, PA/C AcOEt, t. a., bonde & hydrogéne Pas de réaction

Tableau 8 — Récapitulatif des conditions de déprotections testées sur les acides bistétroniques.




Pour hydrolyser les fonctions éther de phénol portées par les acides bistétroniques,
plusieurs méthodes peuvent étre utilisées. Cette étape a €té difficile a mettre au point. De
maniére assez classique, BBr; a été utilisé en premiére intention, d’aprés le travail de Z.
Ahmed.? La réaction s’est montrée rapide & température ambiante. En revanche,
contrairement aux exemples de la littérature, le milieu réactionnel est particulierement
complexe et on observe la formation irrémédiable de complexes de bore avec la fonction
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catéchol générée.”"™ Malgré plusieurs essais de décomplexation en modifiant le pH par ajout

d’acide acétique, le produit est resté inaccessible.

Comme alternative, nous nous sommes tournés vers I’acide iodhydrique, qui a été
utilisé dans les années 1970 par R. Edwards® et F. Foden®™ sur ces substrats, et vers I’acide
bromhydrique, comme cela est suggéré par W. Greene dans le livre Protective groups in
organic synthesis.'®” Malheureusement, sans résultat, car ’acide bistétronique de départ se
retrouvait dégradé. De plus, la présence d’eau dans le milieu réactionnel engendrait
Iouverture d’un des deux motifs « buténolide » et la fonction acide carboxylique ainsi

générée pouvait aisément s’éliminer par décarboxylation.

Enfin, inspirés par le travail de Y. Bourdreux sur la synthése totale de la norbadione A
(5) en 2008, la méthode de déprotection alternative par TMSI* *** a également été testée, car
les excés de réactif et les sous-produits de déprotection (silanols), volatils, peuvent étre
facilement éliminés. De plus, I’absence d’ion métallique (ou métalloide) permet d’éviter la
formation de complexes avec la fonction catéchol. Nous avons réalisé I’expérience sur
quelques milligrammes en comparant un chauffage thermique classique (CDCl3, 55°C) avec
un chauffage aux micro-ondes (DCE et m-DCB, 130°C). Seul le chauffage thermique a
permis d’obtenir la déprotection des fonctions phénols sans dégrader le produit de départ.
Malheureusement, il n’a pas été possible d’augmenter en échelle, ce qui n’était pas

envisageable dans le cadre de remontée de matiére pour la synthése de 1’acide xérocomique.

Dans le cas des autres groupements protecteurs (groupements benzyle et
méthylénique), les conditions classiques de déprotection ont été appliquées (a savoir,
Pb(OACc), pour le pont méthyléne et H,, Pd/C pour les benzyles), sans résultat. Aucune

conversion n’a été observée.

Face a I’absence de résultat de cette stratégie, nous avons décidé de changer de

paradigme. En effet, deux paramétres peuvent expliquer I’absence de réactivité des acides




bistétronique : leur structure particulierement rigide et le systéme conjugué, qui est réparti sur
I’entiéreté de la molécule. Nous avons donc décidé de réaliser I’ouverture d’un motif

buténolide avant la déprotection des fonctions phénols (Schéma 91).

OMe
MeO

|A 0O
o8\

o
(271)

R = H ou alkyle

Schéma 91 — Récapitulatif des deux stratégies de synthése étudiées pour la synthése totale de l'acide

Xérocomique.

L’ouverture du motif buténolide a d’abord été classiqguement réalisée par hydrolyse (i.
e. en chauffant au reflux dans un mélange H,O/acétone : 1:4 (v/v)), puis par méthanolyse (i. e.
en chauffant au reflux dans le méthanol). Dans les deux cas, cette reaction est quantitative,
quel que soit le derive pulvinique considéré et le groupement protecteur choisi. En revanche,
elle n’est pas intrinséquement régiosélective et elle induit la formation de deux isoméres :
I’ouverture du cycle A donne le composé (269), précurseur de I’acide isoxérocomique et

I’ouverture du cycle B conduit au composé (268) (Schéma 92).

OMe OMe

MeO
MeO
QW S

NS H,0 / Acétone (1:4 v/v) A0
Jd Bl Reflux ; 1h el O
HO
0o (o}
(271) (268) (269)
Précurseur acide xérocomique Précurseur acide isoxérocomique
~40% ~60%

Schéma 92 — Hydrolyse de I'acide bistétronique précurseur de l'acide xérocomique.




Il est & noter que les deux isomeres (268) et (269) formés par la simple hydrolyse du
motif buténolide sont quasiment inséparables en chromatographie en phase normale (sur silice
vierge), car leur différence de polarité est trop tenue. Une purification par HPLC préparative
(en phase inverse) est requise, ce qui n’est pas compatible avec nos exigences de remontée de
matiere pour la synthése de ’acide xérocomique. De plus, nous avons remarqué que ces deux
isomeres sont en équilibre dynamique. Ainsi, méme aprés les avoir isolés 1'un de I’autre,
chaque fraction pure finit par étre de nouveau constituée du mélange des deux isomeres
(Schéma 92). Au vu des différentes limites que nous venons d’exposer (i. e. purification et
équilibre thermodynamique), il apparait que cette voie de synthése n’est pas adaptée aux
composés dissymétriques, comme le précurseur des acides xérocomique et isoxérocomique.
Néanmoins, elle garde toute sa pertinence pour les dérivés bistétroniques symétriques : c’est
ainsi qu’en appliquant cette simple hydrolyse a I’acide bistétronique pulvinique (315), nous

avons pu synthétiser ’acide pulvinique (323) en tant que tel (Schéma 93).

R

(¢}
HO
4 étapes
OH 24 %
O (]
(275)
-
s N

H,O / Acétone
(1:4 viv)
-
Reflux ; 1h
>99 %

Acide pulvinigue (323)

Schéma 93 — Synthese totale de I'acide pulvinique (323), réalisée au laboratoire.

Concernant la synthese de composés dissymétriques et notamment du précurseur de
I’acide xérocomique, les deux limites de I’hydrolyse des acides bistétroniques évoquées
précédemment (i. e. purification et équilibre thermodynamique) ne sont pas rencontrées lors
de la méthanolyse du motif buténolide, nous avons donc choisi de nous tourner

préférentiellement vers cette voie (Schéma 94). D’autant plus que la liaison C-O de I’ester




formé pourra étre aisément rompue, soit par saponification, soit simultanément lors de la

déprotection des fonctions phénols, suivant le réactif choisi.

12h

(279b) (279a)
Précurseur acide xérocomique Précurseur acide isoxérocomique
43% 57%

Schéma 94 — Méthanolyse de I'acide bistétronique (271), précurseur de I'acide xérocomique.

L’identification par RMN des deux isomeéres (279a) et (279b) obtenus par
méthanolyse n’a pas été aisée, du fait de la présence de nombreux carbones quaternaires et
d’hétéroatomes. L’analyse HMBC a été déterminante, car elle indique que les protons portés
par les cycles aromatiques correlent avec les carbones 2 et 5 (en a des carboxyles) (corrélation
en J*; Schéma 95). En présumant que le signal du carbone 5 sera plus blindé que celui du

carbone 2, il a été possible d’attribuer définitivement les deux structures (279a) et (279b)."

Schéma 95 — Corrélations J° entre les protons aromatiques et les carbones 2 et 5 ayant permis d'attribuer
définitivement les structures des composés (279a) et (279b).

Dans le cas des phénols protégés par des groupements méthyles, I’attribution finale a
pu étre validée grace a I’obtention d’un cliché de diffraction aux RX, obtenu pour la molécule

(279b) (co-cristallisée avec une molécule d’acétonitrile) (Figure 5).

"1 est a noter que lors de 'utilisation de groupement protecteur de type benzyle, la polarité des deux isomeres
est inversée sur CCM : I’analyse HMBC et par conséquent, 1’attribution des deux structures possibles a chaque
isomere, doit étre effectuée systématiquement.




Figure 5 — Cliché de DRX du composé (279b), précurseur de I'acide xérocomique.

Concernant la réaction de méthanolyse, on note un ratio d’ouverture des cycles A:B de
3:2 (Schéma 94), ce qui peut s’expliquer par un effet push-pull des groupements méthoxyles.
En effet, par effet mésomere longue distance, les groupements méthoxyles des cycles
aromatiques enrichissent le carboxyle le plus éloigné, diminuant ainsi son électrophilie
(Schéma 96).

Schéma 96 — Effet push-pull du groupement méthoxyle orange (en position para) sur le compose (271).

Or, sur le catéchol méthylé, la compétition entre les groupements méthoxyles limite
Iégerement la mésomérie sur le carbone 1, ainsi le carbone 6 se retrouve légérement plus
électrophile que le carbone 1, ce qui explique I’ouverture préférentielle du cycle A par rapport

au cycle B.

Concernant la purification du brut réactionnel de méthanolyse, les deux composés
(279a) et (279b) obtenus apres méthanolyse sont certes séparables par chromatographie en
phase normale, mais dans les mémes conditions, les produits de méthanolyse de I’acide
bistétronique (319) comportant des benzyles comme groupements protecteurs ne sont pas
séparables. 11 aurait été judicieux de tester d’autres nucléophiles que le méthanol (ex : une
chaine alkyle plus longue) pour conférer aux composes une différence de polarité plus grande

et ainsi faciliter la purification. Par manque de temps, cela n’a pas pu étre réalisé.




Enfin, il est a noter que I’application de cette étape de méthanolyse des acides
bistétroniques étudiés nous a permis de réaliser, en annexe du présent travail de thése, la

synthése totale de 1’acide pinastrique (291) (Schéma 97), un acide pulvinique extrait des

215

lichens Lepraria sp.“~ et dont la structure a été présentée sur la Figure 2 (page 122).

R
(o}
HO
4 étapes
OH 44 %
o 0
(275)
~—
s N
MeOH ; reflux
-
12h
36 %*
Acide pinastrigue (291)
(G J
*La méthanolyse étant non régiosélective, on obtient également I'acide isopinastrique (408) avec
un rendement de 63 %.

Schéma 97 — Synthese totale de I'acide pinastrique (291) et isopinastrique (408), réalisée au laboratoire.

1.2.5.2 Deéprotection des fonctions phenols apres [’ouverture d’un motif
buténolide

Une fois que la mono-ouverture de I’acide bistétronique a été réalisée et que le
précurseur des acides pulviniques a été isolé et purifié, la problématique de la déprotection
des fonctions phénols s’est présentée de nouveau. Au vu des résultats precédemment décrits
dans la partie 1.2.5.1 de ce chapitre (Tableau 8, page 134), nous avons recherché d’autres
méthodes de déméthoxylation a appliquer a nos substrats. Concernant les groupements
méthyles, notre attention s’est portée sur les différents protocoles développés en matiére de
dépolymérisation de la lignine issue de la biomasse, car la similarité structurale avec les
acides pulviniques est forte (i. e. ce sont des polyphénols), c’est une matiére peu réactive et
peu soluble dans les solvants organiques usuels (comme nos substrats), la rupture efficace des
liaisons C-O de cette matiére premiére tres abondante est, de ce fait, particulierement

complexe et constitue un enjeu majeur pour la chimie biosourcée. Dans ce domaine, la




technologie des liquides ioniques semblent tres prometteuse et de nombreux articles ont déja
montré leur efficacité en matiere de désalkylation des éthers aryles alkyles, tout en utilisant
des conditions plus douces que les réactifs classiques (BBrs, HBr, HI etc ...) et en facilitant le
traitement des bruts réactionnels.” ° ™* Plus spécifiquement, les paramétres clés influencant la
réactivité des liquides ioniques dans la rupture des liaisons éthers-oxydes sont I’acidité des
liquides ioniques (donnée par la constante de Hammett Ho) et la nucléophilie de leur contre-
ion. Ainsi, les liquides ioniques de type halogénure d’imidazole sont les meilleurs candidats,
car ils présentent la plus forte acidité (i. e. une constante de Hammett H, faible) et les
halogénures sont de bons nucléophiles peu encombrés.®* Beaucoup de travaux proposent de
combiner I’action des halogénures d’imidazole aux micro-ondes pour augmenter les
rendements et la cinétique des réactions concernées.®* 22° Nous nous sommes donc intéressés
aux travaux de 1’équipe Biopolymeres lignocellulosiques de I’Institut Jean-Pierre Bourgin
(INRAE, Versailles) et avons repris leurs conditions publiées en 2018 pour la déméthylation
de la wvanilline, a savoir: un chauffage par micro-ondes en présence de 1-
méthylimidazole/HBr (noté [HMIM] [Br]).?”® L’ensemble des résultats est détaillé sur le
Schéma 98. Il est a noter que sur le méme principe, nous avons également testé le chlorure de
pyridinium (noté py"HCI) en marge des essais sur les liquides ioniques, sans succeés : aucune

conversion n’a été observée.

MeO.
[HMIM] [Br]
MW, 110°C, 2h
Substrats initiaux : Produits :
Variégatique (324) |R;=OMe ;R,=OMe > R3=OH ; R4;=0H : 99% (100%)?
Xérocomique (279b) |[R,=OMe ;R,=H > R3=OH ; R,=H : 66% (67%)"
Isoxérocomique (279a) |R;=H iR, =OMe > Rs;=H ; Rg=OH : 99% (100%)?
Atromentique (325) |Ry=H iR,=H - Ry=H 7 Ry=H o 24% (52%)?
a : rendement pour une seule expérience
b : rendement moyen

Schéma 98 — Déprotection des fonctions phénols pour les dérivés pulviniques par chauffage par micro-ondes en

présence de [HMIM] [Br] (les taux de conversion sont exprimes entre parenthese).

L’utilisation du liquide ionique [HMIM] [Br] répond a nos attentes, car il est possible

d’obtenir I’acide xérocomique et ses analogues avec des rendements décents sans que la




dégradation des substrats de départ soit majoritaire et une simple extraction liquide-liquide
permet de traiter le brut réactionnel. En revanche, plusieurs limites persistent toujours a ce
jour : premiérement, les taux de conversion sont particuliérement bas, ce qui peut s’expliquer
par la faible solubilité des composeés initiaux dans le liquide ionique choisi ; de plus, comme
le montre les rendements affichés sur le Schéma 98, la réaction est plutot capricieuse et d’un
lot a lautre, les rendements peuvent trés fortement varier. Ces fortes variations peuvent
s’expliquer, d’une part, par la stabilité du liquide ionique dans le temps, et par la difficulté a
monter en échelle d’autre part. Les discussions avec I’équipe de I’Institut Jean-Pierre Bourgin
ont permis de mettre ’accent sur le séchage du liquide ionique comme paramétre important
influencant le rendement de la réaction, sans pour autant que ce paramétre puisse étre
efficacement contrélé sur des lots de plus de 100 mL. Enfin, pour augmenter les rendements,
nous avons essay¢ d’augmenter la durée de la réaction, mais cela ne faisait que favoriser la
proportion de matiere degradée. Au vu de tous ces élements, nous avons décidé de conserver
ces conditions réactionnelles pour pouvoir synthétiser 1’acide xérocomique en quantité
suffisante pour la partie du projet de these décrite au chapitre 3 (i. e. ’étude du comportement

de I’acide xérocomique en conditions oxydantes).

Notons que grace a cette méthode de déprotection et en nous basant sur la voie de
synthése mise au point jusqu’a présent, nous avons pu réaliser la synthése totale de
I’atromentine (2) et de la variégatine (326), deux terphénylquinones naturelles couramment
isolées parmi les Basidiomycétes.?® 121 299 245 pys précisément, Patromentine (2) est un
métabolite fongique jouant le role d’intermédiaire dans la biosynthése des acides pulviniques
(cf Schéma 8 — page 49), tandis que la variégatine (326) est supposée étre le précurseur d’une

autre terphénylquinone fongique : ’acide théléphorique (292) (Schéma 99).

Variégatine (326) : Acide théléphorique (292)

Schéma 99 — Structures de trois terphénylquinones fongiques : I'atromentine (2), la variégatine (326) et I'acide
théléphorique (292).




Ainsi, au cours de ce doctorat, les synthéses totales de I’atromentine (2) et de la

variégatine (326) ont pu étre réalisées en seulement 4 étapes, avec 18% de rendement global

pour ’atromentine (2) (Schéma 100) et 19% pour la variégatine (326) (Schéma 101).

.
o}
HO 1) HCl conc., MeOH MeO Br
OH | 2)NBS, DMF Br OMe
76 % o
(276)
(275)
-
[HMIM] [Br]

MW ; 110°C ; 2h
-
53 %

44 %

HO),B
(HO) O (2,2 éq.)

K,CO3 (2,5 éq.)
PdCly(dppf) (0,05 &q.)

Toluéne sec
120°C ; 24h

Schéma 100 - Synthése totale de I'atromentine (2) par couplage de Suzuki-Miyaura, réalisée au laboratoire.
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HO 1) HCl conc., MeOH MeO Br
OH 2) NBS, DMF Br OMe
76 % (o}
(276)
(275)
— @
s N
[HMIM] [Br]
MW ; 110°C ; 2h
-
>99 %
MeO
Variégatine (326)
J

25 %

OMe

HO),B
(HO)2 <:/< oM 5269

CsF (2,5 éq.)
PdCl,(dppf) (0,05 &q.)

Toluéne sec
120°C ; 24h

Schéma 101 — Synthése totale de la variégatine (326) par couplage de Suzuki-Miyaura, réalisée au laboratoire.

Notons que I’atromentine (2) a déja été synthétisé par différentes voies au cours du

XX?® siécle, la plus ancienne publiée remontant a 1928 par F. Kogl, par condensation d’esters

. o . 153 . ,
pyruviques sur un ester d’oxalate en milieu basique.”™ A I’inverse, on ne dénombre qu’une




seule synthese de la variégatine (326) reportée en 1975 par R. L. Edwards. Celle-ci fait appel
a une arylation de Meerwein entre une 2,5-dichloro-1,4-benzoquinone et un 3,4-
diméthoxyphényldiazonium, puis a une hydrolyse sulfurique pour libérer les fonctions
phénols et ainsi obtenir la variégatine (326) avec un rendement global de 0,6% sur 6 étapes.™®

En paralléle de ces travaux, nous avons repris les essais d’hydrogénation des
groupements benzyles sur les précurseurs des acides xérocomique et isoxérocomique. Les
premiers essais réalisés sur les dérivés tribenzylés sous la forme «acide carboxylique »

(327a) et (327b) n’ont pas permis d’obtenir les acides pulviniques (Tableau 9).

Substrats Réactifs Conditions expérimentales Résultats
OBn
BnO H,, Pd/C AcOEt, reflux Q
(10%) 1 semaine Qe

HO H,, Pd/C AcOEt, t. a., bonde a hydrogene
o (10%) 2 jours
+ isomére (327a)

(327b) Pas de réaction

Tableau 9 — Récapitulatif des conditions d'hydrogénation testées sur les composés (327a) et (327b).

Dans la perspective de I’étude du comportement de la fonction catéchol des acides
pulviniques en milieu oxydant (cf chapitre 3 de ce manuscrit), nous avons utilisé un dérivée
pulvinique possedant des groupements protecteurs orthogonaux (i. e. groupement benzyle
pour la fonction catéchol et groupement méthyle pour la fonction phénol), de facon a pouvoir
déprotéger sélectivement la fonction catéchol. Les conditions d’hydrogénation ont été
appliquées sur le mélange des précurseurs de l'acide xérocomique et isoxérocomique’
(Schéma 102). Ces conditions ont permis d’obtenir la conversion totale des substrats initiaux
et la déeprotection de la fonction catéchol : les composés (329) et (331). De maniere décevante,
le composé (329), précurseur de I’acide xérocomique, n’a pas pu étre entiérement caractérisé
en raison de sa faible stabilité. Par ailleurs, les produits de dégradation n’ont pas pu étre
identifiés. Le composé (331), précurseur de 1’acide isoxérocomique, présente, quant a lui, une

stabilité plus grande et a pu étre totalement caractérise.

En marge de ces constatations, on peut noter également que ces conditions

d’hydrogénation générent la présence des deux sous-produits (330) et (332) non-désirés,

' Comme cela a été dit plus haut (section 1.2.5.1 de ce chapitre — page 108), la présence des groupements
benzyles rend la séparation des deux isoméres (327a) et (327b) particuliérement complexe ...




correspondant & la réduction de I’insaturation entre le ceeur tétronique et le carboxyle. Bien
que cette insaturation soit la plus susceptible d’étre réduite, cette réactivité est surprenante, car
cette insaturation est impliquée dans le systéme = présent sur toute la molécule. A I’avenir,
cette réaction d’hydrogénation devra donc étre optimisée (en jouant sur la température et la
durée de la réaction notamment) pour ne former que les produits d’intérét (329) et (331) et

ainsi pouvoir achever leur caractérisation.

HO HO
ey g Qg
|a0 |A0 + |A0
. S yTIe O
MeO O MeO MeO
) )
OH
(328b) Ha, PdiC 25% (329) 25% (330)

AcOEt, reflux, 1h

(328a) 25% (331) 25% (332)

Schéma 102 — Produits d'hydrogénation des précurseurs de I'acide xérocomique et isoxérocomique.

1.3 Conclusion

Les travaux réalisés dans cette premiere partie du projet de these ont permis de
réaliser, aprés de nombreux essais d’optimisation, la synthése totale de I’acide xérocomique
(7), un acide pulvinique naturel, avec un rendement global de 5,3% sur 8 étapes. Grace a
I’étape finale de déprotection par [HMIM] [Br], malgré les faibles rendements, il est possible
de synthétiser I’acide xérocomique (7) en quantité raisonnable pour étudier son comportement
en conditions oxydantes (cf Chapitre 3), ainsi que de synthétiser les acides atromentique (48),
isoxerocomique (333) et variégatique (8). Ces conditions de déprotection nous ont également
permis de réaliser la synthése totale de I’atromentine (2) et de la variégatine (326), deux
terphénylquinones symétriques naturelles, qui sont des intermédiaires dans la biosynthéese des
acides pulviniques. Enfin, 1’étude réalisée sur I’hydrolyse et la méthanolyse des acides
bistétroniques nous ont permis de synthétiser trois autres acides pulviniques
naturels appartenant & la méme série chimique : I’acide pulvinique en tant que tel (323),
’acide pinastrique (291) et ’acide isopinastrique (408). L’ensemble de ces 9 produits naturels

synthétisés au cours de ce doctorat est resumé sur la Figure 6.




Atromentine (2)
[Tapinella atrotomentosa]
Paxille a pied noir

Acide pulvinique (323)

[Lethraria vulpina]

ACIDES POLYPORIQUES

Acide atromentique (48)
[Tapinella atrotomentosa]
Paxille a pied noir

Acide jsoxérocomique (333)
[Serpula lacrymans]
Mérule pleureuse

ACIDES PULVINIQUES

Acide pinastrique (291)
[Vulpidica juniperinus]

asfeEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

Acide variéqatique (8)
[Suillus variegatus]
Bolet moucheté

Figure 6 — Structures des 9 produits naturels synthétisés au cours de ce doctorat.

Au cours de ces différents travaux, les intermédiaires de types acides bistétroniques
ont révélé, de maniere inattendue, qu’ils pouvaient émettre un fort rayonnement sous

irradiation UV (Figure 7). Nous avons donc décidé d’étudier les propriétés de fluorescence de

ces différents composés.

Figure 7 — Acides bistétroniques xérocomique (271) et

atromentique (258) sous irradiation UV.




2 FLUORESCENCE DES ACIDES BISTETRONIQUES

Certains intermédiaires de la synthése de I’acide xérocomique, appelés acides
bistétroniques, ont révélé des propriétés de fluorescence inattendues. Il était donc judicieux de
caracteriser les propriétés spectrales de ces composés, en mesurant notamment le rendement
quantique de fluorescence. Les résultats obtenus sont présentés apres un rapide rappel
théorique.

2.1 Propriétés spectrales de molécules organiques

L’absorption d’un photon par une molécule organique entraine une modification de
son état électronique : elle atteint ainsi un état excité singulet (S,) et elle va chercher a
retourner a son état fondamental (Sp). L’outil de choix permettant de visualiser simplement
ces processus d’excitation et de désexcitation est le diagramme de Perrin-Jablonski (Figure 8).
A la lumiére de ce diagramme, les différents modes de désexcitation, radiatifs ou non, qui

permettent & une molécule excitée de retourner a son état fondamental, sont :

- La fluorescence : émission d’un photon (le retour a 1’état fondamental Sg
s’effectue a partir d’un état électronique singulet Sy) ;

- La conversion interne: retour direct a 1’état fondamental par relaxation
vibrationnelle de la molécule (donc sans emission de photon) ;

- Le croisement inter-systéme : conversion non-radiative du spin singulet S, d’un
état électronique en son état triplet correspondant T, (le retour a 1’état fondamental
So a partir de cet état triplet T, provoque I’émission d’un photon et est appelé
phosphorescence) ;

- Les interactions entre la molécule excitée et son environnement (ex : transfert
de charge intramoléculaire, d’électrons, de protons et d’énergie, formation
d’excimeres ou d’exciplexes [complexes entre une molécule a I’état excité et une

molécule a I’état fondamental], réaction photochimique etc ...).
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Figure 8 — Diagramme de Perrin-Jablonski simplifié.'®

Il est & noter que le diagramme de Perrin-Jablonski présenté en Figure 8 est simplifié :
il suppose que les transitions électroniques sont suffisamment rapides (de I"ordre de 10™ s)
pour pouvoir considérer que les noyaux atomiques des molécules concernées demeurent

immobiles par rapport a leurs électrons et ceci d’apres le principe de Franck-Condon.

Les propriétés spectrales qui nous intéressent dans le cadre de ce travail de these sont
I’absorption et I’émission par fluorescence. Nous allons développer plus particulierement ces

deux points dans les parties suivantes.

2.1.1 Absorbance et coefficient d’extinction molaire

L’étude des propriétés d’absorption d’une molécule passe par la mesure de son
absorbance A, i. e. de sa capacité a absorber un photon suivant sa longueur d’onde.

L’absorbance se mesure comme le rapport entre I’intensité incidente I irradiant un composé
. 9 . r . b 4 . I
en solution et I’intensité transmise I, pour une longueur d’onde donnée : A = loglO(To). Un

balayage de toutes les longueurs d’onde du visible et du proche UV permet de faire apparaitre
les transitions électroniques possibles au sein d’une molécule (So = S;) sous la forme de
maxima d’absorbance. Pour chacune de ces transitions électroniques, il est possible de définir
un coefficient d’extinction molaire £ (L.mol™.cm™), reflétant Iefficacité avec laquelle une
molécule peut absorber un photon de longueur d’onde donnée. Cette grandeur est propre a

une transition électronique d’une molécule donnée. C’est la loi de Beer-Lambert qui permet




\

d’accéder a cette grandeur. Si la solution étudiée est suffisamment diluée (i. e. pas de
formation d’agrégat) et en I’absence d’autres espéces absorbantes, la loi de Beer-Lambert
s’énonce comme suit : I’absorbance A d’une molécule a une longueur d’onde A donnée est
directement proportionnelle au produit de sa concentration ¢ (mol.L™) par la longueur du
chemin optique d’absorption 1 (cm), la proportionnalité étant assurée par le coefficient

d’extinction molaire & (L.mol™.cm™) :
A(L) = &xl+C

Ainsi, pour une transition électronique donnée, une molécule possédant un coefficient

d’extinction molaire € élevé absorbe efficacement la lumiére.

D’un point de vue expérimental, le coefficient d’extinction molaire € est obtenu en
reportant I’absorbance maximale pour une concentration donnée (la valeur de | étant égale a 1

cm) : la valeur d’¢ est alors lue comme coefficient directeur de la droite Amax = f(C).

2.1.2 Emission et rendement quantique de fluorescence

Comme cela a été vu sur le diagramme de Perrin-Jablonski (Figure 8), une molécule
excitée dans un état singulet peut retourner a son état fondamental par I’émission d’un
photon : c’est le phénoméne de fluorescence. Ce phénomene, tres utilisé en imagerie, peut étre
quantifié par le rendement quantique de fluorescence ¢r. Plus précisement, le rendement
quantique de fluorescence se définit comme la fraction de molécules excitées retournant a
leur état fondamental par émission de fluorescence, i. e. comme le rapport entre le nombre de
photons émis par la molécule et le nombre de photons absorbés. 1l est donc compris entre 0 et
1; il est mesuré pour une longueur d’onde d’excitation Aexc COrrespondant a celle ou
I’absorbance est maximale (Amax), de maniére a maximiser le nombre de photons absorbés et
donc émis. La longueur d’onde pour laquelle I’émission est maximale est notée Aem. L€
décalage observé entre la longueur d’onde maximale d’absorption Amax et la longueur d’onde
maximale d’émission Aem €St dU aux différents niveaux d’énergie vibrationnels propres a
chaque état d’énergie (cf Figure 8). Ce décalage est appelé déplacement de Stokes, il peut

étre exprimé en nombre d’onde (cm™) ou longueur d’onde (nm) (Figure 9).




Déplacement de Stokes
>

Emission

Absorbance / Emission

> ) (m)

“em

[

Figure 9 — Visualisation du déplacement de Stokes sur les spectres d'absorption et d'émission d'un composé
fictif.

Lorsque le déplacement de Stokes est faible, il est possible que le photon émis lors du
processus de désexcitation d’une molécule M* puisse étre ré-absorbé par une méme molécule
a I’état fondamental /1 (M* + /1 = M + [V17) : ce phénoméne est appelé transfert radiatif ou
effet de filtre interne et provoque une diminution de I’intensité de fluorescence. D’un point de
vue pratique, il est donc préferable de concevoir des molécules fluorescentes avec un large
déplacement de Stokes, de facon a éviter ce phénomene. A titre d’exemple, on peut citer le
sulfate de quinine, un standard historique de fluorescence, dont le déplacement de Stokes est

élevé et vaut environ 115 nm (Amax = 345 nm*" et Aem = 451 nm®).

Par la suite, le rendement quantique de fluorescence est mesuré en utilisant une
référence dont le rendement quantique de fluorescence est connu pour un solvant et une
longueur d’onde donnés. La référence est choisie de telle sorte que la gamme spectrale
couverte en absorption et émission soit proche du compose étudié, i. e. que la longueur d’onde
d’excitation de la référence soit proche de la longueur d’onde d’absorption maximale du
composé étudié et que leur longueur d’onde d’émission soit similaire. L.’équation utilisée pour

calculer le rendement quantique de fluorescence est la suivante :*

2

. f.. F; n; .
i réf i i réf

(I)F = _f k — %k ( ) * (I)F

i Frer Nyef




Avec :

e L : rendement quantique du composé i a la longueur d’onde d’excitation Aexc

o f;=1—10"2G) o1 A(he) est absorbance du composé i & la longueur d’onde
d’excitation Aexc

e F;: aire sous la courbe d’émission du composé i a la longueur d’onde d’excitation Aexc

e n;:indice de réfraction du solvant (a 25°C) dans lequel le composé i est solubilisé

e Ny indice de réfraction du solvant dans lequel le composé de référence est solubilisé

Les données expérimentales obtenues sont : I’aire sous la courbe d’émission F et
I’absorbance A(hexc), Obtenues pour différentes concentrations en composé i. Pour chaque
composé, on trace donc un graphe représentant F; = g(fi), on obtient donc :

- Free (nréf)z . ic of=a et
free  \ 1y
On note o, le coefficient directeur de la droite expérimentale affine obtenue pour les
composés 1 a étudier et on note P, le coefficient directeur de la droite obtenue pour le standard
de fluorescence. Ainsi, on peut calculer le rendement quantique de fluorescence ¢k pour
chaque composé i a la longueur d’onde d’excitation Aexc avec la formule suivante, issue des

donneées expérimentales :

. (05 n; 2 .
i _ réf
¢p = * * p

B \ny

Il est a noter que la mesure du rendement quantique de fluorescence s’effectue
préférentiellement sur des solutions diluées (ou I’absorbance maximale est inférieure a 0.1),

pour limiter les interactions intermoléculaires au sein de la solution.

Nous allons maintenant présenter les résultats obtenus lors de 1’étude photophysique

des composés d’intérét : les acides bistétroniques.

2.2 Résultats et discussion

L’¢tude des propriétés spectrales a été réalisee sur six acides bistétroniques: un
précurseur de I’acide pulvinique (315), noté Pulv, un précurseur de 1’acide pinastrique (316),

noté Pina, un précurseur de 1’acide atromentique (258), noté Atro, deux precurseurs de




I’acide xérocomique (271) et (319), notés Xéro et XéroBn, et un précurseur de I’acide

variégatique (272), noté Varié (Figure 10).

Xéro (271) XéroBn (319) Varié (272)

Figure 10 — Structure des six acides bistétroniques étudiés. De nouvelles abréviations sont proposées pour cette

partie du manuscrit, afin de faciliter I’analyse des résultats.

Dans un premier temps, les spectres d’absorbance UV-visible de chaque acide
bistétronique ont été mesurés dans différents solvants (Tableau 10). Les mesures des
composes Pulv et Pina ayant été faites apres celles des composés Atro, Xéro, XéroBn et

Varié, seuls les deux solvants les plus significatifs ont été testés : le toluene et le chroloforme.

Solvants Pulv Pina Atro Xéro (XéroBn) Varié Almax
Toluene 383 nm 409 nm 422 nm 436 nm (432 nm) 448 nm +13 nm
1,4-dioxane / / 416 nm 428 nm (424 nm) 442 nm +13 nm
AcOEt / / 416 nm 426 nm (423 nm) 441 nm +12,5 nm
CHCl; 382 nm 412 nm 427 nm 437 nm (436 nm) 450 nm +12,5nm
CH,Cl, / / 424 nm 433 nm (433 nm) 446 nm +11 nm
Acétone / / 414 nm 422 nm (421 nm) 437 nm +11,5nm
DMF / / 391 nm 394 nm (392 nm) 398 nm /

Tableau 10 — Valeurs de Anax mesurées pour les six acides bistétroniques étudiés dans 7 solvants. AAmax

correspond a I’écart moyen entre les valeurs de Amax des composés Pulv, Pina, Atro, Xéro et Varié.

Premiérement, on ne note aucun effet solvatochromique clair sur la longueur d’onde

d’absorbance maximale Amax, a la différence prés que les valeurs de Amax SONt sensiblement




plus faibles dans le DMF par rapport a tout autre solvant étudié (393 nm en moyenne) : ce
déplacement hypsochrome est dd a la forte constante diélectrique du DMF. En effet, le DMF
est un solvant présentant une constante diélectrique particulierement élevée (eg = 38,25), qui
est environ 20 fois supérieure a celles du toluéne ou du 1,4-dioxane (cf Tableau 11). Par
conséquent, le moment dipolaire des molécules étudiées a 1’état fondamental est
particulierement stabilis¢é dans ce solvant. Le gap entre le niveau d’énergic de I’état
fondamental et celui de 1’état excité est plus élevé, I’énergie a fournir doit étre plus grande,

donc la longueur d’onde correspondante plus faible.

Solvants £R Solvants £r
Toluéne 2,38 (25°C) CH,Cl, 8,93 (20°C)
1,4-dioxane 2,21 (25°C) Acétone 21,01 (20°C)
AcOEt 6,00 (25°C) DMF 38,25 (20°C)
CHCl, 4,81 (20°C) Eau 78,54 (20°C)

Tableau 11 — Constantes diélectriques g des solvants utilisés.]

Par ailleurs, on remarque que pour les composés Pina, Atro, Xéro/XeroBn et Varie,
la valeur de Amax augmente en fonction du nombre de groupements alcoxyles électrodonneurs
substituants les cycles aromatiques. Plus précisément, on observe un effet bathochrome de 12
nm en moyenne entre chaque acide bistétronique de la série étudiée (a I’exception des
mesures réalisees dans le DMF). Cette valeur de Akmax = 12 nm est 10 000 fois supérieure aux
variations de couleurs détectables par I’ceil humain, expliquant ainsi que cet effet
bathochrome est visible a I’ceil nu. Le composé Pina apparait jaune clair, le composé Atro
jaune, le composé Xéro orange et le composé Varié orange foncé. Cet effet bathochrome
s’explique par le fait que I’ajout de groupements méthoxylés (électro-donneurs) sur les cycles
aromatiques étend et enrichit le systéme conjugué présent.?®* Concernant le composé Pulv,
nous pouvons noter que ses valeurs de Amax Ne suivent pas cet effet bathochrome moyen de 12
nm, mais présentent plutdt un Almax = 28 nm. Enfin, la comparaison des valeurs de Amax pour
Xéro et XéroBn montre que le groupement protecteur choisi n’influe pas sur les propriétés

spectrales des composés.

Par la suite, pour chaque acide bistétronique, 1’absorbance Amax mesurée a la longueur

d’onde correspondant au maximum d’absorption pour différentes concentrations est reportée
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sur un graphe et modélisée par une fonction linéaire (selon la loi de Beer-Lambert : A = g«l«C).
La longueur de la cuve | étant standardisée (cf section 2.1.1 du Chapitre 1), le coefficient
directeur affiché correspond au coefficient d’extinction molaire €. Un exemple de graphe est
proposé sur la Figure 11. Plus précisément, ce graphique reprend les valeurs d'e pour les six
acides bistétroniques dans le chloroforme. La droite correspondant au composé Pina a la
pente la plus forte parmi les quatre composes étudiés dans ce solvant, il apparait donc que
’acide bistétronique pinastrique présente le coefficient d'extinction molaire le plus élevé, ce
qui traduit sa plus grande capacité a absorber la lumiere a cette longueur d'onde. L’ensemble
des valeurs d’e des acides bistétroniques pour chaque solvant est reporté sur les histogrammes

des Figure 12, Figure 13 et Figure 14.

Figure 11 — Absorbance maximale mesurée dans le chloroforme en fonction de la concentration. Les droites des

composés XéroBn (rose) et Varié (noire) sont confondues.




Figure 12 — Coefficient d’extinction molaire € dans différents solvants pour les acides bistétroniques Pulv et

Pina (les longueurs d’onde Amax pour lesquelles € a été calculé sont reportées sur les histogrammes).

Figure 13 — Coefficient d’extinction molaire € dans différents solvants pour les acides bistétroniques Atro et

Varié (les longueurs d’onde Amax pour lesquelles € a été calculé sont reportées sur les histogrammes).

Figure 14 — Coefficient d’extinction molaire € dans différents solvants pour les acides bistétroniques Xéro et

XéroBn (les longueurs d’onde Amax pour lesquelles € a été calculé sont reportées sur les histogrammes).




Une premicre analyse de ces histogrammes permet de montrer qu’a I’exception du
DMF, le solvant choisi ne présente pas d’influence majeure sur les valeurs d’e mesurées, donc
sur les capacités des molécules étudiées a absorber la lumiere. La régularité des valeurs d’¢
mesurées est particulierement manifeste pour I’acide bistétronique xérocomique, quel que soit
le groupement protecteur des fonctions phénols (méthyle ou benzyle). Concernant le
comportement des molécules étudiées dans le DMF, on remarque une chute drastique et
générale des valeurs d’e. Cet effet est connu et souvent reporté dans la littérature, par exemple
pour la dopamine®®? ou les composés de type azo-cinnoline.?* Il est d{, de nouveau, a la
constante diélectrique particuliérement élevée du DMF. En effet, ’absorption d’un photon
nécessite une réorganisation de la molécule concernée et donc une modification de son
moment dipolaire, qui est plus ou moins aisée. Dans le cas du DMF, la stabilisation des
molécules étudiees a 1’état fondamental prédomine, ce qui amoindrit sa capacité a absorber la

lumiere, d’ou une diminution drastique du coefficient d’extinction molaire €.

Enfin, il est a noter que d’ordinaire, I’ajout de groupements électro-donneurs comme
les groupements méthoxylés engendre une augmentation du coefficient d’extinction molaire.
D’aprés cette assertion, ¢’est le composé Varié qui devrait présenter les valeurs d’e les plus
élevées, or ce n’est pas ce qu’on observe : ce sont les composés Pina et Xéro qui absorbent le
mieux a leur Amax. Au contraire, les composes Pulv, Atro et Varié présentent des valeurs d’e
similaires et plus faibles que pour les composés Pina, Xéro et XéroBn. Cet effet peut
s’expliquer par la symétrie centrale des composés Pulv, Atro et Varié: a cause de cette
symétrie, le moment dipolaire de ces molécules est peu marqué. La polarisation de ces
composes lors de I’excitation est donc moins favorisée que pour les composés Pina, Xéro et
XéroBn, ce qui se traduit concrétement par des valeurs de coefficient d’extinction molaire

plus faibles.

Dans un second temps, nous pouvons comparer ces valeurs d’e a celles de molécules
utilisées classiquement comme références pour leurs propriétés optiques : le sulfate de
quinine, le lucifer yellow CH, le péryléne, la fluorescéine et la rhodamine 6G*"® (cf Tableau
12).




Composés € (% nm) [Solvant]
Pulv 14 263 (382 nm) [CH4CI]
Pina 27 501 (412 nm) [CH4CI]
Atro 17 799 (427 nm) [CH4CI]
Xéro 21919 (437 nm) [CH4CI]
XéroBn 19 489 (436 nm) [CH5CI]
Varié 19 530 (450 nm) [CH;CI]
Sulfate de quinine 5 700 (345 nm) [H2SO, ag. (0,05 M)]
Lucifer yellow CH 24 200 (280 nm) [Eau]
Pérylene 38 500 (438 nm) [Cyclohexane]
Fluorescéine 92 300 (499 nm) [Ethanol]
Rhodamine 6G 116 000 (530 nm) [Ethanol]

Tableau 12 — Récapitulatif des coefficients d’extinction molaires & (L.mol™.cm™) mesurés pour les six composés

étudiés et 5 références (la longueur d’onde et le solvant reportés sont ceux pour lesquels la meilleure mesure a

été effectuée).’”

Nous remarquons que les six acides bistétroniques étudiés presentent des valeurs d’e
du méme ordre de grandeur que celles du lucifer yellow CH et du pérylene, ce qui est
intéressant, car les structures de ces différents composes sont toutes rigides, plates, avec un
systéme conjugué réparti sur ’entiéreté de la molécule (cf Figure 15). D’un point de vue
pratique, cela signifie que ces acides bistétroniques pourraient potentiellement servir de

standard de fluorescence a ’avenir.

HoN .
27°NH

s CC
O _N_O

Lucifer Yellow CH
&= 24200 (2 = 280 nm) [Eau]

Péryléne Xéro
&= 38 500 (4 = 438 nm) [Cyclohexane] £= 21950 (A =433 nm) [CH,Cl]

Figure 15 — Structures des molécules de référence ayant des propriétés d'absorbance similaire aux acides
bistétroniques étudiés (e est donné en L.mol™.cm™).

Par la suite, la gamme spectrale d’émission des acides bistétroniques étudiés a été
caractérisée par la mesure de la longueur d’onde pour laquelle 1I’émission est maximale Aem €t

par la mesure du déplacement de Stokes AL = Aem — Amax (Figure 16 a Figure 20).




Contrairement a ce qui a pu étre observé pour I’absorption, il n’y a pas d’effet bathochrome
régulier entre les différents composés étudies : les composés Xéro, XéroBn et Varié
présentent des valeurs de longueur d’onde d’émission similaires (autour de 550 nm), tandis
que les composés Pina et Atro émettent préférentiellement autour de 500 nm. Par ailleurs, il

est a noter qu’aucune émission n’a été détectée pour le composé Pulv.

Figure 16 — Histogrammes représentant les valeurs de A¢m de I’acide bistétronique pinastrique dans 2 solvants

(excitation réalisée & Amax). Le déplacement de Stokes (AL = dem — Amax) €St représenté par une courbe.
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Figure 17 — Histogrammes représentant les valeurs de A, de 1’acide bistétronique atromentique dans 6 solvants

(excitation réalisée a Amax). Le déplacement de Stokes (AX = Aem — Amax) €St représenté par une courbe.
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Figure 18 — Histogrammes représentant les valeurs de Aem de 1’acide bistétronique xérocomique dans 6 solvants

(excitation réalisée a Amax). Le déplacement de Stokes (AN = Aem — Amax) €St représenté par une courbe.
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Figure 19 — Histogrammes représentant les valeurs de A, de 1’acide bistétronique xérocomique (Bn) dans 6

solvants (excitation réalisée a Ayax). Le déplacement de Stokes (AL = hem — Amax) €St représenté par une courbe.
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Figure 20 — Histogrammes représentant les valeurs de A, de 1’acide bistétronique variégatique dans 6 solvants

(excitation réalisée a Ayax). Le déplacement de Stokes (AX = Aem — Amax) €St représenté par une courbe.




De plus, on remarque que, pour chaque acide bistétronique étudie, la valeur de la
longueur d’onde d’émission Aey, tend a augmenter lorsque la polarité du solvant augmente.
Cette observation est cohérente, car plus la polarit¢ d’un solvant augmente, plus le niveau
d’énergie de I’état excité est abaissé ; le photon émis lors de la désexcitation sera d’énergie

faible, et donc de longueur d’onde plus élevée.?®

Enfin, il est a noter que les valeurs de déplacement de Stokes s’étendent de 70 nm a
180 nm. Par comparaison avec le sulfate de quinine (AX = 115 nm), cette gamme de valeur est
jugée suffisamment élevée pour éviter tout effet de filtre interne : la mesure de rendement

quantique de fluorescence pourra donc étre réalisée sans perturbation.

Une fois la caractérisation de la gamme spectrale d’émission des cing acides
bistétroniques achevée, nous avons décidé de calculer leurs rendements quantiques de
fluorescence. Pour rappel, le calcul du rendement quantique de fluorescence est réalise en
reportant sur un graphe 1’aire sous la courbe d’émission F en fonction du paramétre f selon
I’équation : f = 1 — 10°®9_ e nuage de point est alors modélisé par une droite linéaire,
correspondant a 1’équation: F = o»f, ou a est le coefficient directeur de la droite

expérimentale affine obtenue. Un exemple de graphe est proposé sur la Figure 21.

Figure 21 — Aire sous la courbe d’émission mesurée dans le chloroforme en fonction du facteur d’absorption.

Les droites des composés XéroBn (rose) et Varié (noire) sont confondues.




La méme démarche est appliquée avec le standard de fluorescence choisi. Dans notre
cas, nous nous sommes tournés vers le Lucifer Yellow CH (Figure 15), car cette molécule
présente les mémes caractéristiques spectrales que les acides bistétroniques étudiés (a savoir,
Amax = 420 nm, Aem = 520 nm, & = 24 200 L.mol™*.cm™ & 280 nm, ¢ = 0,21 dans I’eau).”*" 2"
Pour cette molécule, le rapport F/f est noté B et vaut 335 743,4599. Ainsi, grace aux valeurs a

a nj

et p mesurées expérimentalement et en appliquant la formule ¢k = 3" (

2 7
) * OLET, on peut

Nref
calculer le rendement quantique de fluorescence pour chaque composé i dans les différents
solvants étudiés. Les valeurs obtenues sont reportées sur les histogrammes de la Figure 22.

Figure 22 — Rendements quantiques de fluorescence pour les acides bistétroniques étudiés.

Dans un premier temps, notons que les valeurs de rendements quantiques de
fluorescence du composé Pina sont trop faibles pour étre visibles sur la Figure 22 (0,0047
dans le toluéne et 0,0038 dans le chloroforme). Pour les autres composes, on observe que les
valeurs de rendements quantiques de fluorescence obtenues sont comprises entre 0,03 et 0,22.
De plus, parmi les différents solvants étudiés, ’acétone inhibe fortement le rendement de
fluorescence pour les composés Xéro, XéroBn et Varié (i. e. ceux présentant une plus forte
lipophilicité). Enfin, au sein de la série chimique, il est a noter que 1’ajout successif de
groupements méthoxylés engendre une exaltation du rendement de fluorescence. En effet, ces
groupements alcoxyles renforcent la densité électronique des molécules étudiées, ces

molécules étant déja entierement conjuguées, planes et permettant un alignement parfait de




toutes les orbitales de liaisons = du systeme conjugué et des doublets non liants des oxygenes
(Figure 23). Par ailleurs, ’absence de fluorescence du composé Pulv et les faibles rendements
quantiques de fluorescence du composé Pina indiquent que la présence de ces groupements

électro-donneurs est indispensable dans le processus d’émission.
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Figure 23 — Représentation du systéme & de I'acide bistétronique xérocomique triméthoxylé Xéro (271).

Pour conclure cette étude photophysique, nous avons voulu savoir si ces propriétés de
fluorescence étaient conservées au long de la synthése vers les acides pulviniques. Le méme
travail de caractérisation des proprietés optiques a donc été reéalisé sur les esters de méthyle
des acides pulviniques méthoxylés et nous avons ainsi pu mettre en évidence que 1’ouverture
du ceeur bistétronique entrainait une disparition du phénomeéne de fluorescence. Cet effet
peut étre expliqué par le fait que I’ouverture du cceur bistétronique confere au squelette
pulvinique une certaine souplesse. Ainsi, le retour a 1’état fondamental du systéme va
certainement se produire préférentiellement par le biais de désexcitations non radiatives (ex :

par relaxation vibrationnelle) (cf Schéma 103).

— Méthanolyse —

Schéma 103 — Illustration de la perte de fluorescence aprés la méthanolyse du composé Xéro (271).




2.3 Perspectives de valorisation des propriétés photophysiques des acides
bistétroniques

Au vu de ces caractéristiques d’absorbance et de rendement quantique de fluorescence
des six acides bistétroniques étudiés, il est possible d’envisager une valorisation de ces
composés dans le domaine de 1’optique, notamment dans le cadre des OLEDs. Cette
technologie s’est considérablement développée depuis 1a preuve de concept fournie par C. W.
Tang et S. A. Van Slyke en 1987,%"? notamment grace & une meilleure compréhension des
phénomeénes de peuplement des niveaux d’énergie (singulet ou triplet) des états excités des
molécules impliquées et aux différentes desexcitations radiatives correspondantes (i. e.

2% Dans le cadre de la valorisation des acides

fluorescence ou phosphorescence).
bistétroniques dans ce domaine, il serait judicieux, a I’avenir, de poursuivre 1’étude
photophysique de ces composés, afin, par exemple, de mettre en évidence ou non un
phénoméne de phosphorescence. A ce titre, la mesure du temps de demi-vie de 1’état excité 1

et I’étude de la photostabilité des composés seront primordiales.

Par ailleurs, il serait intéressant d’exploiter la grande différence de fluorescence entre
les systemes bistétroniques ouverts et fermés pour former des sondes de fluorescence « on-
off » (aussi appelé reaction-based fluorescent probe).? En effet, comme cela a été présenté
sur le Schéma 103, les systémes bistétroniques fermes, fluorescents, possédent deux centres
électrophiles (les carbonyles 1 et 6) qui peuvent réagir en présence de nucléophiles, comme
des alcools ROH (cela a été démontré au cours de ce doctorat — cf partie 1.2.5 du chapitre 1,
page 134), mais aussi des thiols RSH ou des amines RNH,, donc potentiellement des
proteines. Ainsi, I’ouverture induite du cceur bistétronique par le systéme biologique étudié
engendrerait une inhibition de 1’émission qui pourra étre observée et quantifiée par
microscopie de fluorescence. Dans ce cas, il sera nécessaire de travailler la fonctionnalisation
des cycles aromatiques des acides bistétroniques, de facon a rendre ces composes solubles en
phase aqueuse, ce qui n’est pas le cas a I’heure actuelle. Enfin, dans une perspective
d’amélioration des rendements quantiques de fluorescence, il serait intéressant de chercher a
générer un effet push-pull au sein des dérivés bistétroniques en associant des groupements

électroattracteurs et électrodonneurs sur leurs cycles aromatiques.







[ CHAPITRE 2]

PROFILAGE CHIMIQUE DE
SCLERODERMA CITRINUM

EXTRACTION ET ISOLEMENT DE
DERIVES PULVINIQUES







CHAPITRE 2 : PROFILAGE CHIMIQUE DE SCLERODERMA
CITRINUM ; EXTRACTION ET ISOLEMENT DE DERIVES
PULVINIQUES

1 EXTRACTION, PRE-FRACTIONNEMENT, CHROMATOGRAPHIE

Le deuxiéeme volet de ce projet de thése consiste a rechercher et identifier des
metabolites secondaires de structure proche de celle de la sclérocitrine au sein du champignon
Scleroderma citrinum. En effet, de tels composés, suivant la structure qu’ils arborent, peuvent
nous renseigner sur les voies de biosynthese qui existent au sein de ce champignon et ainsi
nous aider a nous prononcer sur la cohérence de nos hypotheses de biosynthese de la
sclérocitrine et de la chalcitrine (cf section 1.3 de I’Introduction générale). De plus, le
champignon Scleroderma citrinum n’ayant pas fait I’objet de beaucoup d’études, ce travail a
¢galement pour ambition d’apporter une vision globale des types de squelettes naturels

biosynthétisés par cet organisme.
1.1 Extraction des métabolites du champignon Scleroderma citrinum

Tout au long de ce doctorat, nous avons travaillé avec un lot de 3,7 kg de champignons
frais de type Scleroderma citrinum, récoltés en novembre 2018 en Bretagne (47° 55' 28,9" N -
3° 05' 48,8" W) et maintenus a 5°C avant extraction. Les champignons de cette espece sont
constitués d’une enveloppe de couleur beige qui vire au jaune Vvif quand le champignon
marit : la couleur jaune est due a la production et a I’accumulation de sclérocitrine au fur et a
mesure du processus de maturation. Une fois arrivée a maturité, cette enveloppe éclate et
libére des spores, afin de permettre au champignon de coloniser son environnement et
potentiellement de croitre en symbiose avec d’autres espéces (Figure 24). Dans notre cas, il
est fréquent de retrouver Scleroderma citrinum en présence d’une autre espéce de

champignon, le bolet parasite (Pseudoboletus parasiticus).




Figure 24 — Illustration du processus de maturation du champignon Scleroderma citrinum. Au début de sa
croissance, le champignon posséde une enveloppe de couleur beige. A maturité, I'enveloppe du champignon est

jaune, elle éclate et libére les spores qu'elle contient. Le champignon peut alors coloniser son milieu.

Une fois récoltés, nous avons séparé les champignons de leurs spores, les enveloppes
restantes ont été réduites en fines lamelles et extraites dans 6 litres de méthanol pendant 48h
(i. e. une macération a froid). Ce processus a été réitéré une fois, puis les deux extraits
méthanoliques obtenus ont été rassemblés et concentrés sous vide, ce qui a eu pour effet de
faire précipiter la majorité des stéroides contenus dans I’extrait (d’aprés la RMN du solide
forme). Une fois ces derniers éliminés par filtration, I’extrait a ensuite été resolubilisé dans de
I’acétate d’éthyle, puis une extraction liquide-liquide avec une phase aqueuse acide (pH < 4) a
été réalisée pour éliminer les composés trés polaires de 1’extrait, comme les glucides ou les
acides aminés (Figure 25). Ainsi, a la fin de ce processus d’extraction et de pré-purification,
les composeés d’intérét, portant des fonctions phénols et acides carboxyliques, se trouvent a

priori dans la phase organique (en rouge sur la Figure 25).
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Figure 25 — Protocole d'extraction des métabolites du champignon Scleroderma citrinum.
1.2 Pre-fractionnement par chromatographie d’adsorption en phase normale

La phase organique obtenue lors de 1’extraction liquide-liquide du brut d’extraction de
Scleroderma citrinum (en rouge sur la Figure 25) reste complexe, malgré I’extraction liquide-

liqguide qui en a retiré les composes les plus polaires. Dans cet extrait, les métabolites




secondaires que nous recherchons (i. e. des analogues de la sclérocitrine et des intermédiaires
de sa biosynthése) risquent d’étre trés minoritaires par rapport aux lipides (présents en trés
grande majorité) et aux stéroides résiduels. Afin de limiter cet effet et de faciliter I’analyse de
cette phase organique, nous avons choisi de I’éclaircir en la pré-fractionnant par
chromatographie sur gel de silice avec un gradient DCM/MeOH + 1,0% HCO.H de 0% a
100% : par détection UV (254 nm), 15 fractions ont ainsi pu étre constituées, notees de FO a
F14. Le bilan matiere de ces 15 fractions est présenté dans le Tableau 13.

Fractions Masse Fractions Masse Fractions Masse
FO 570 mg F5 182 mg F10 58 mg
F1 1081 mg F6 60 mg F11 51 mg
F2 901 mg F7 75mg F12 245 mg
F3 627 mg F8 16 mg F13 237 mg
F4 303 mg F9 124 mg F14 275 mg

Tableau 13 — Bilan matiére des 15 fractions obtenues par purification sur gel de silice avec I'éluant DCM/MeOH
+1,0% HCO,H (0% a 100%).

Un schéma récapitulatif du protocole d’extraction et de purification des métabolites de

Scleroderma citrinum suivi jusqu’a ce stade est proposé sur la Figure 26.
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Figure 26 — Protocole d'extraction des métabolites de Scleroderma citrinum et répartition du bilan matiére des

fractions FO & F14 obtenues aprés pré-fractionnement sur silice.




Ces quinze fractions ont ensuite pu étre analysees séparément par HPLC-MS, comme
cela est présenté dans les parties suivantes 1.3 et 1.4 de ce chapitre.

1.3 Application de conditions HPLC classiques

Avant de pouvoir appréhender la composition des quinze fractions obtenues lors du
pré-fractionnement sur gel de silice et in fine de pouvoir en isoler certains métabolites, il est
nécessaire de mettre au point des conditions HPLC adaptées aux caractéristiques de 1’extrait
de Scleroderma citrinum, 1’objectif étant que les différents constituants des fractions se

répartissent le long du gradient en pics chromatographiques idéalement bien résolus.

Ainsi, en premiere intention, ces différentes fractions ont été analysées avec des
conditions classiques d’élution, ¢’est-a-dire un gradient de 5% a 100% de B avec A = H,0 +
0,1% HCO,H et B = ACN (0,3 mL/min), sur une colonne Sunfire C18 (150 x 2,1 mm ; 3,5
pm), avec une source d’ionisation par électrospray en mode positif et négatif. Immédiatement,
nous avons pu noter que seule I’ionisation en mode négatif permettait de detecter les
constituants de 1’extrait de Scleroderma citrinum, ce qui s’explique aisément par la présence
de nombreuses fonctions OH libres dans la structure de 1’acide xérocomique et de la
sclérocitrine (et donc, par extension, des autres molécules de cette série chimique). Par la
suite, toutes les analyses par spectrométrie de masse ont donc été faites en mode négatif. Un
exemple représentatif des chromatogrammes obtenus avec ces conditions HPLC-MS est

présenté sur la Figure 27.

ACN/H;O +0,1% AF ACN ACN/H,0 +0,1% AF
5% — 100% 100% 100% — 5%

Figure 27 — Chromatogramme TIC (ESI-) de la fraction F10 de I'extrait sur Sunfire C18 avec un éluant
ACN/H,0 + 0,1% AF (5% & 100% en 25 minutes).




Comme le montre le chromatogramme obtenu pour la fraction F10 (Figure 27), aucune
séparation n’était obtenue avec ces conditions d’élution : tous les produits de 1’extrait co-
éluent en un seul pic apres 20 minutes de lavage de la colonne, au moment de la
rééquilibration (tg = 50 min). L’augmentation de la proportion d’acétonitrile au début du
gradient ne permettait pas de pallier cet effet, ce qui est surprenant puisque ces mémes
conditions avaient permis & P. Davoli et R. Weber™ de détecter ’acide xérocomique présent
dans un extrait méthanolique de Boletus permagnificus en 20 minutes. Dans le cas de la
sclérocitrine, W. Steglich et al. ont pu la détecter et I’isoler a partir d’extraits de Scleroderma
citrinum et de Chalciporus piperatus avec un gradient de 0% a 50% de B en 30 minutes, puis
de 50% a 100% de B en 10 minutes (avec A = H,O/ACN (9:1) + 0,5% TFA et B = ACN) (5

mL/min).%%

La encore, les auteurs font état d’élutions longues (ex : tr = 27,8 min pour la
sclérocitrine) et annoncent des purifications itératives en HPLC préparative, ce qui reflete des
difficultés analytiques similaires aux notres. Notons que la colonne Sunfire C18 que nous
avons utilisé présente les mémes caracteristiques de polarité et de granulométrie que celle
utilisée par les auteurs dans ces deux cas, a savoir, une LiChrospher RP-18 et une Nucleosil

100 C18 respectivement.* Nous avons donc décidé de changer de stratégie analytique.

1.4 Mise au point de conditions HPLC adéquates

Comme cela a été dit dans la section 1.1 de ce chapitre (page 167), la sclérocitrine et
I’acide xérocomique (et par extension, les molécules de cette série chimique) possedent de
nombreuses fonctions OH libres et des acides carboxyliques. Nous avons donc pensé jouer sur
I’état de protonation de ces différentes fonctions pour induire une vraie différence de polarité
entre les différents constituants de 1’extrait. Cela nécessitait d’augmenter le pH de la phase
aqueuse de I’éluant, ce qui n’est pas compatible avec 1’utilisation d’une colonne Sunfire C18.
En effet, les liaisons Si-O-Si du gel de silice peuvent se rompre en présence d’un éluant
basique. Nous avons donc décidé de travailler avec une colonne Waters XBridge (150 x 2,1
mm ; i. d. 3,5 um), dont la silice posséde des pontages éthyléniques lui permettant de

supporter une large gamme de pH.

k Comparison Guide to C18 Reversed Phase HPLC Columns — www.mad-mod.com
Guide des colonnes HPLC — www.aitfrance.fr
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Nous avons ensuite choisi de travailler avec une phase aqueuse maintenue a pH = 7
grice a de Iacétate d’ammonium (¢ = 20 mM)', de facon a ce que les acides carboxyliques de
la sclérocitrine soient déprotonés. Ces nouvelles conditions nous ont permis d’obtenir avec

succes la séparation des constituants de I’extrait (cf Figure 28).

ACN / H;O + NH,Ac ACN ACN /H,0 + NH,Ac
5% — 100% 100% 100% — 5%

Figure 28 — Chromatogramme TIC (ESI-) de la fraction F10 de I'extrait sur colonne Waters XBridge avec un
éluant ACN/H,0 + NH;Ac (20 mM) (5% a 100% d’ACN en 20 minutes).

Grace a ces conditions d’¢lution, I’acide xérocomique et la sclérocitrine peuvent étre
isolés du reste des constituants de 1’extrait de Scleroderma citrinum. En effet, le
chromatogramme de la fraction F10 (Figure 28) permet de visualiser un composé ayant le
méme rapport m/z que I’acide xérocomique avec un temps de rétention de tg = 3,95 min et un
deuxiéme composé ayant le méme rapport m/z que la sclérocitrine avec un temps de rétention
de tr = 5,18 min. Ces conditions d’élution semblant adaptées aux caractéristiques des
composés contenus dans I’extrait, nous les avons donc conservees pour réaliser la purification
des différentes fractions de I’extrait de Scleroderma citrinum par HPLC preparative. 1l est a
noter que l’acétate d’ammonium est volatil a basse pression, il ne perturbera donc pas la
caractérisation des métabolites isolés, car il sera aisément éliminé lors de 1’évaporation des

fractions d’HPLC préparative a I’évaporateur rotatif.

! Différentes concentrations en acétate d’ammonium ont été testées (20 mM, 50 mM et 100 mM). La
concentration la plus faible en NH,Ac (i. e. 20 mM) était suffisante pour maintenir les analytes sous une forme
ionisée tout en minimisant 1’encrassement de la source d’ionisation (méme si NH4AC est considéré comme

laissant peu de résidu solide).



1.5 Conclusions

L’analyse des métabolites produits par Scleroderma citrinum a débuté par I’extraction
au méthanol de 3,7 kg de champignons frais. Ce brut d’extraction a ensuite été engagé dans
une extraction liquide-liquide pour en retirer les composés les plus polaires qui ne retiennent
pas notre attention (i. e. les glucides et les acides aminés principalement). La phase organique
obtenue a été pré-fractionnée par chromatographie en phase normale et quinze fractions ont
ainsi pu étre formées, puis analysées par HPLC-MS. Au vu des caractéristiques de 1’extrait de
Scleroderma citrinum, il est apparu nécessaire de travailler en mode négatif, avec une colonne
Waters XBridge et 1’éluant ACN/H,0 + NH;Ac (20 mM), a pH = 7, afin de travailler avec les
bases conjuguées des acides carboxyliques de I’extrait. Grace a ce travail préparatoire, il est
désormais possible de s’intéresser plus précisément a la composition de notre extrait. Pour
cela, nous avons utilisé un outil de déréplication classique en chimie des substances

naturelles : les réseaux moléculaires.




2 DEREPLICATION, CIBLAGE DE METABOLITES D’INTERET ET
ELUCIDATION STRUCTURALE DES METABOLITES ISOLES

Bien que I’extrait méthanolique initial ait pu étre simplifi¢ par extraction liquide-
liquide et par un pré-fractionnement sur gel de silice, il reste particulierement complexe et
difficile a appréhender. En effet, comme tout extrait naturel brut, il comporte une multitude
d’entités chimiques de structures et de poids moléculaires tres divers : les macromolécules
telles que les polysaccharides, les protéines, les métabolites primaires (i. e. les métabolites
entrant dans la biosynthése desdites macromolécules) et les métabolites secondaires, appelés
aussi métabolites spécialisés. L’exploration efficace de ces mélanges complexes nécessite de
faire appel a des outils de déréplication, destinés a identifier le plus t6t possible au sein d’un
melange complexe, les composés déja décrits dans la littérature, avant méme leur isolement
en quantité pondérable qui peut étre long et colteux. Cette approche permet de concentrer les
efforts d’isolement et d’élucidation structurale sur des molécules qui ont une forte probabilité
d’étre originales et/ou biologiquement actives. Plusieurs techniques peuvent étre mises en
ceuvre pour réaliser une déréplication, selon les propriétés des molécules recherchées. Dans
notre cas, nous avons a notre disposition la spectrométrie de masse tandem haute résolution
(HRMS/MS), qui permet a la fois une déréplication du mélange et une cartographie de ses

composes sous la forme de réseaux moléculaires, bases sur les similarités structurales.

2.1 Déreplication par spectrométrie de masse et réseaux moléculaires: une

méthode d’appréhension des mélanges complexes naturels

2.1.1 Les réseaux moléculaires

Les réseaux moléculaires résultent d’un traitement de données MS/MS permettant de
comparer un grand nombre de molécules, de structure connue ou non, en fonction de leur

similarité structurale.

Les techniques d’analyse actuelles utilisées pour la détermination de la structure d’une
molécule sont nombreuses, comme la RMN, I'IR et la MS. La particularité des réseaux
moléculaires est qu’ils s’appuient sur la spectrométrie de masse et notamment, sur les spectres
de fragmentation MS/MS. En effet, dans le cadre d’une analyse MS/MS, les molécules
étudiées sont sélectionnées, au sein du spectromere de masse, par un premier analyseur, puis

subissent une accélération au sein d’une enceinte comportant un gaz non ionisé. Cette




accélération est induite par une différence de potentiel réglable et fournit aux especes
chargées une énergie cinétique, appelée énergie de collision, qui est généralement comprise
entre 20 eV et 90 eV. Les espéces chargées peuvent donc entrer en collision avec les
molécules de gaz non chargées, ce qui conduit a des ruptures de liaisons covalentes et donc, a
une fragmentation. Cette fragmentation est propre a chaque molécule ET a [’énergie de
collision utilisée. Elle est également reproductible. Ainsi, les spectres de fragmentation
obtenus constituent une carte d’identité des molécules analysées que I’on peut aisément
comparer. Cette comparaison qualitative et quantitative de différents spectres de
fragmentation est réalisée grace au calcul d’un score de similarité cosinus, appelé cosine
score et noté cos(8) : ce score, compris entre 0 et 1, permet d’évaluer le dégré de similarité
structurale de deux molécules. La méthode de calcul utilisée est appelée spectral contrast
angle method et a été développée par K. Wan en 2002.%*"* Le principe de cette méthode est de
représenter chaque composé étudié par un vecteur ayant une direction et une norme
caractéristiques des ions fils générés lors du processus de fragmentation. Plus le score cos(6)

se rapproche de 1, plus les molécules étudiées sont proches structurellement parlant.

Prenons un exemple simple pour illustrer cette méthode vectorielle (Figure 29). Deux
composes A et B sont analyses par spectrométrie de masse tandem. Ces deux composés sont
introduits dans le spectromeétre, ils subissent la méme énergie de collision et on postule qu’ils
produisent chacun 3 ions fils, notés Ai, Az, Az pour le composé A et B, B, et Bz pour le
compose B. Les intensités relatives des pics des ions fils sont notées respectivement a;, a,, as,
b1, b, et bs.

(A) Détection des composés A et B (B) Fragmentation des composés A (C) Comparaison deux a deux des
par MS et B en 3 ions fils ions fils obtenus
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Figure 29 — Comparaison des spectres de fragmentation MS/MS obtenus pour les composés A et B.




Gréce a ces données, il est alors possible de représenter les composés A et B chacun
par un vecteur. Dans notre exemple, la fragmentation des composes A et B a produit des ions
fils tres proches : A; et By ont le méme rapport m/z (noté a), mais des intensités relatives
différentes. 1l en va de méme pour A, et B, (leur rapport m/z est noté ). En revanche, A; et
B3 n’ont pas le méme rapport m/z (notés respectivement y et ). Comme on dénombre quatre
rapports m/z différents pour les composés A et B, les deux vecteurs A et B sont donc de
dimension N=4 et sont les suivants : A = {a;; a,; as; 0} et B = {b;; b,;0; bs} (Figure
30).

(A) Creéation des vecteurs AetBa partir des spectres de fragmentations
des composés A et B
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Figure 30 — Conversion des spectres de fragmentation des composés A et B en vecteur a 4 dimensions (la

représentation des vecteurs est réduite a deux dimensions sur le graphe).

Le score de similarité ou cos(0) correspond a I’angle entre les deux vecteurs
comparés (selon la projection proposée sur la Figure 30B). Mathématiquement, il est calculé

selon la formule suivante :

Yiab;

’Ziaiz *Zibiz

Dans le cas de notre exemple, on obtient la formule suivante :

cos(0) =

(a; *by) + (az *by) + (azg * 0) + (0 * by)

cos(0) =
J(alz +2a,2 +a3% 4+ 02) = (by” + by” + 02 + bs?)




a;b; +a,b,

< cos(B) =
\[(312 + a,% +az?) * (b12 + bz2 + b32)

Cette méthode est appliquée pour chaque composé étudié. Une fois que toutes les
molécules étudiées ont été comparées deux a deux, celles présentant un score de similarité
supérieur a un seuil déterminé (généralement, 0,7) sont jugées suffisamment proches
structurellement pour étre rassemblées en un cluster dans une représentation graphique
nommée « réseau moléculaire ». Un réseau moléculaire correspond donc a la visualisation,
sous la forme d’une carte en deux dimensions, des similarités structurales entre les différentes
molécules étudiées. Les différentes étapes de la création d’un réseau moléculaire selon la
meéthode du spectral contrast angle sont résumées sur la Figure 31 en prenant pour exemples
trois composés virtuels de rapport m/z 350,01 Da, 280,70 Da et 725,45 Da : aprés avoir
comparé leurs spectres de fragmentation, il apparait que les molécules présentant un rapport
m/z 350,01 Da et 280,70 Da ont un score de similarit¢ de 0,9 (> 0,7), donc le reseau
moléculaire va les relier ensemble et former un cluster, indiquant une forte similarité
structurale entre ces deux molécules. La molécule de rapport m/z 725,45 Da, ayant un score

de similarité inférieur a 0,7, reste isolée.

(A) Molécules d’intérét (B) Spectres MS/MS correspondant
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Figure 31 — Elaboration d'un réseau moléculaire entre 3 molécules de rapport m/z 350,01 Da, 280,70 Da et

725,45 Da selon la méthode du spectral contrast angle.




Gréce a cette méthode, il est donc possible de comparer rapidement un trés grand

nombre de molécules entre elles ou avec une base de données de spectres MS/MS déja

compilés, sans pour autant en connaitre précisement la structure. Cette technique a donc tout a

fait sa place au sein des méthodes utilisées classiquement pour la déréplication d’extraits

naturels.
2.1.2 GNPS et MetGEM : deux plates-formes pour générer des réseaux
moléculaires
A ce jour, il existe deux plates-formes permettant de générer des réseaux

moléculaires : GNPS (ou Global Natural Product Social Molecular Networking, développé

par I’équipe de Pieter Dorrestein — Université de San Diego California, USA) et MetGEM

(développé par David Touboul — ICSN, France).

GNPS

MetGEM

Localisation des
données

Plate-forme en ligne : stockage et analyse des
données sur des serveurs aux Etats-Unis.

Stockage et analyse des données sur I’ordinateur
de I’utilisateur.

Temps d’analyse

Environ 15 minutes (sauf en cas de bug)

Instantané

Variété des
analyses

Trés large gamme d’analyses possibles en

fonction des besoins de 1’utilisateur

Focalisation sur la construction de réseaux
moléculaires et la comparaison avec les bases de
données disponibles.

Visualisation du
réseau

Visualisation possible directement sur la plate-
forme.

Utilisation du logiciel Cytoscape recommandée
(ergonomie, beaucoup d’outils pour esthétiser le
réseau).

Affichage d’un lien entre les molécules au sein
d’un méme cluster.

Affichage des différents clusters cote-a-cote.
Aucune information sur la similarité structurale
des clusters entre eux.

Visualisation du réseau directement sur le logiciel.

Peu d’outils pour esthétiser le réseau.

Pas de nation de cluster : toutes les molécules sont
représentées en étant plus ou moins proches dans
I’espace en fonction de leur similarité structurale.

Proposition d’une visualisation identique a celle
du GNPS pour aider a analyser le réseau obtenu.

Détection de
correspondances
dans les bases de
données

Affichage des molécules de la base de données
ayant un score de similarité supérieur a 0,7 a
I’une des molécules du réseau.

Comparaison automatique des molécules étudiées
avec les bases de données au cours de la
formation du réseau.

Proposition d’une liste d’analogues aux molécules
étudiées dans la base de données, méme si le score
de similarité est inférieur a 0,7.

Téléchargement préalable des bases de données
pour comparer les molécules étudiées.

Tableau 14 — Tableau comparatif des caractéristiques de GNPS et MetGEM.




Au vu des caractéristiques complémentaires de ces deux plates-formes, il est judicieux
de faire appel aux deux pour permettre une étude approfondie des similarités structurales

observees et ainsi faciliter I’annotation des réseaux qui auront été construits.

Forts de ces constatations, nous avons décidé d’utiliser 1’outil des réseaux
moléculaires pour nous aider a dessiner un panorama des structures présentes au sein de

I’extrait méthanolique de Scleroderma citrinum.

2.1.3 Réseaux moléculaires de I’extrait de Scleroderma citrinum

Pour réaliser le réseau moléculaire de I’extrait de Scleroderma citrinum, il est d’abord
nécessaire de choisir des parameétres de 1’analyse HPLC-MS/MS. Dans notre cas, nous avons
d’abord mis au point des conditions d’élution HPLC adéquates (ce point a été détaillé dans la
partie 1 de ce chapitre). Pour rappel, ces conditions consistent en 1’utilisation d’une colonne
Waters XBridge (150 x 2,1 mm ; i. d. 3,5 um ) avec 1’éluant ACN/H,0 + NH;Ac (20 mM —

pH = 7) et une source d’ionisation par électrospray en mode négatif (noté ESI-).

Concernant les paramétres pour I’analyse MS/MS, nous avons choisi de fragmenter les
trois ions les plus abondants détectés a chaque scan du spectrométre de masse, de fagcon a ne
pas multiplier inutilement les données avec des composés présents en trop faible quantité et

donc impossibles a isoler par la suite.

Enfin, le parameétre clé a optimiser est 1’énergie de collision, car c’est elle qui induit la
fragmentation des ions au sein du spectrometre. Ainsi, plus 1’énergie de collision choisie est
élevée, plus les fragments produits seront petits, nombreux, et donc moins spécifiques de la
structure initiale de I’ion parent. A I’inverse, si 1’énergie de collision imposée est trop faible,
les fragments générés seront trop spécifiques de 1’ion parent et il ne sera pas pertinent de le
comparer aux autres métabolites de I’extrait. Il faut enfin considérer que pour une méme
énergie de collision, des molécules plus grosses se fragmenteront moins que des molécules
plus petites. Dans notre cas, trois énergies de collision ont été testées : 10 eV, 30 eV et 50 eV.
Le défi a été de trouver une énergie de collision adaptée aux ions de masse faible, comme
I’acide xérocomique (m/z = 355,1303 Da) et aux ions de masse plus élevée, comme la
sclérocitrine (m/z = 725,0812 Da). Les deux ions témoins dont nous avons étudié la

fragmentation pour choisir la bonne énergie de collision sont ’acide xérocomique (m/z =




355,1303 Da) (Figure 32) et un composé inconnu mais abondant ayant un rapport m/z =
759,3056 Da (du méme ordre de grandeur que la sclérocitrine) (Figure 33).
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Figure 32 — Spectres de fragmentation de I'acide xérocomique (m/z = 355,1303 Da) avec une énergie de
collision de 10 eV (haut), 30 eV (milieu) et 50 eV (bas). Le losange et la fleche bleus représentent 1’ion parent

sélectionné.

Dans le cas de I’acide xérocomique (Figure 32), on remarque que lorsqu’on applique
une énergie de collision de 10 eV, on génere un fragment, trés largement majoritaire, de
rapport m/z = 337,1182 Da. Cet ion est lui-méme fragmenté lorsqu’on applique une énergie de
collision plus élevée. Par ailleurs, on note que les fragments générés a 50 eV sont de rapport
m/z trop faibles pour étre représentatif de la structure de 1’ion parent. On en déduit donc que
pour tenir compte des métabolites de faible poids moléculaire, 1’énergie de collision a

appliquer ne doit pas atteindre 50 eV.

Dans le cas du composeé inconnu (Figure 33), 1’énergie de collision a 10 eV est trop
faible, car elle ne génere que deux fragments m/z = 347,1196 Da et m/z = 348,1230 Da. Ces
deux fragments sont toujours majoritairement présents a 30 eV (quelques autres fragments
plus petits ont également été générés) et disparaissent totalement a 50 eV, au profit de
nombreux fragments plus petits. Au vu de ces résultats, il semble qu’une énergie de collision
de 50 eV soit la plus adaptée a des ions de fort poids moléculaire. Néanmoins, comme cela a
été dit précédemment, cette énergie de collision est trop élevée pour les ions de poids

moléculaire plus faible. Au final, nous avons donc choisi de réaliser notre étude avec une

énergie de collision de 30 eV.
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Figure 33 — Spectres de fragmentation d'un ion (m/z = 759,3056 Da) avec une énergie de collision de 10 eV

(haut), 30 eV (milieu) et 50 eV (bas). Le losange et la fleche bleus représentent 1’ion parent sélectionné.

Une fois que la fragmentation des constituants de 1’extrait a été réalisée, il faut encore
compiler les données brutes obtenues. Nous avons utilisé un logiciel libre pour effectuer ce
traitement : MzMine2.”° Ce logiciel permet, entre autres, de regrouper les signaux issus
d’une méme molécule (sélection redondante d’un méme ion parent dans un pic
chromatographique), d’éliminer les isotopomeres, le bruit de fond, ou encore de discriminer
des isomeres en fonction de leur temps de rétention. Aprés plusieurs essais, les parametres

optimisés que nous avons choisis pour cette etape sont les suivants :

e Niveau de bruit en LC-MS : 1,0.10°
e Niveau de bruit en MS/MS : 1,0.10°

e Tolérance m/z : 0,02 Da

e Tolérance temps de rétention : 1 minute

Enfin, les données ainsi traitées ont été envoyées sur les deux plates-formes GNPS et
MetGEM pour générer le réseau moléculaire correspondant. La encore, différents parametres
doivent étre choisis pour I’élaboration du réseau. Apres plusieurs tentatives d’optimisation,

nous avons decidé d’appliquer les paramétres suivants dans les deux cas :

e Tolérance m/z de I’ion parent : 0,02 Da

e Tolérance m/z des fragments : 0,02 Da




e Seuil du score de similarité™ : 70% (pour le réseau sur GNPS) et 80% (pour le réseau
sur MetGEM)

e Nombre maximum de nceuds au sein d’un cluster : 50

e Nombre minimum de fragments en commun" : 3

La raison pour laquelle nous avons choisi deux seuils de score de similarité différents
entre le réseau sur GNPS et celui sur MetGEM tient au fait qu’avec le logiciel MetGEM, un
seuil de 70% est trop bas pour discriminer les différents clusters du réseau, tous les nceuds se
retrouvent alors superposés, ce qui n’apporte aucune information sur la composition
structurale de I’extrait. Par ailleurs, par souci de concision, le processus d’optimisation des
paramétres choisis sur MzMine2, GNPS et MetGEM n’est pas détaillé dans ce manuscrit,
seuls les réseaux obtenus avec les parametres optimisés sont présentés. Ainsi, le réseau obtenu
sur la plate-forme GNPS est donné en Figure 35, tandis que le reseau formé par le logiciel
MetGEM est donné sur la Figure 38.

Dans un premier temps, on peut noter, sur les deux réseaux, la présence de 1’acide
xérocomique en orange, qui joue le réle de molécule de référence au sein de 1’extrait. De plus,
la comparaison des spectres de fragmentation des molécules de notre extrait avec différentes
bases de données a permis de proposer deux produits naturels déja repertoriés comme
annotation pour deux composés de notre extrait (en rose clair). 11 s’agit de deux
lysophosphatidyléthanolamines (notés LPE) dont les structures sont données sur la Figure 34.
Les LPE sont connus, au sein des organismes vivants, pour étre issues de 1’hydrolyse des
phospholipides par la phospholipase A en réponse a un stress, de facon a favoriser les

0,240

mécanismes de défense cellulaire. Il est donc naturel de détecter cette famille de

métabolites au sein de notre extrait de Scleroderma citrinum.

™11 s’agit de la limite au-dela de laquelle deux composés seront jugés suffisamment similaires pour étre reliés au
sein d’un méme cluster sur le réseau.

" 1l s’agit du nombre minimum de fragments identiques nécessaire pour que deux composés soient jugés
identiques et donc représentés par un unique nceud sur le réseau.

° Notons également que, de maniére générale, les LPEs peuvent également étre utilisés en agronomie comme
produit phytosanitaire, par exemple pour stimuler la croissance des plantes.
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Figure 34 — Structure des deux lysophosphatidyléthanolamines identifiées au sein du réseau de Scleroderma

citrinum.

Ces deux molécules sont les deux seules correspondances avec les bases de données
que nous pouvons noter sur les réseaux générés, ce qui s’explique par le fait que la
fragmentation des composés de notre réseau a été faite en mode négatif, alors qu’environ 95%
des bases de données ont éte realisées en mode positif. Or, pour une méme moléecule, les
masses des fragments sont différentes selon que I’on travaille en mode positif ou en mode
négatif. Par conséquent, la plate-forme ne va pas réussir a identifier les composés concernés,
ce qui limite I’annotation de notre réseau. Pour essayer de dépasser cette limite, nous avons
utilisé la liste d’analogues proposée par le logiciel MetGEM pour chaque molécule de notre
réseau, méme si leur similarité avec les bases de donnees est plutot faible, car cela permet de
donner une idée de la famille chimique de laquelle se rapprochent les molécules de notre

réseau et donc de la composition de I’extrait de Scleroderma citrinum.

Par cette approche combinée, nous avons réussi a faire ressortir trois familles de
composeés au sein de notre réseau (Figure 35) : des peptides cycliques, des lipides et des
terpénoides. Quelques structures de ces analogues sont proposées sur la Figure 36: le
compose (425) est un exemple d’analogue de peptide cyclique, tandis que les composés (420)
et (421) sont des exemples d’analogues de lipides. Mais ce sont principalement des analogues
de terpénoides qui sont présents au sein de notre extrait, comme les composés (415), (416),
(417), (418), (419), (423) et (424). Notons d’ailleurs que la proposition par MetGEM de la
khayanthone (337) et de la kobusone (426) comme analogues est surprenante, car ce sont des
composeés issus principalement de végétaux et non de macromycétes (Rutaceae et Meliaceae
pour la khayanthone (337),* Cyperus rotundus et Lavandula sp. pour la kobusone (426)*%).
Une explication de ce fait sera proposée un peu plus loin dans ce manuscrit (page 205). Enfin,

on remarque que le cluster D du réseau GNPS, qui contient déja les deux LPE connus,




comprend aussi deux autres molécules analogues a des lipides (en bleu clair — Figure 35 et
Figure 36). Les structures lipidiques n’étant pas celles ciblées par ce projet, nous avons décidé

de ne pas poursuivre 1’analyse de ce cluster.

Ensuite, on remarque que sur le réseau généré par le GNPS (Figure 35), le composé de
masse identique a la sclérocitrine est liée a deux autres composés (en bleu foncé) : la
différence de masse entre ces trois composés est Am/z = 14,0156 Da, ce qui correspond a
I’ajout de groupements —CH>— sur la sclérocitrine. Nous avons donc cherché a isoler ces
composeés en priorité (cf partie 2.1.4 de ce chapitre). Le composé m/z = 725,0812 Da s’averera
effectivement étre la sclérocitrine (cf partie 2.1.4.1 de ce chapitre — page 190). Le fait que le
cluster de la sclérocitrine (qui est un dimére pulvinique) ne contienne que trois nceuds laisse
entrevoir ’idée d’une convergence métabolique vers la sclérocitrine au sein du champignon
Scleroderma citrinum, ce qui limite grandement la diversité structurale apportée a ce squelette
pulvinique. En paralléle de ces constatations, nous notons que la sclérocitrine est isolée dans
le réseau genérée par MetGEM (Figure 38). Cela peut s’expliquer par le fait que le seuil du
score de similarité choisi pour relier différents composés au sein d’'un méme cluster sur

MetGEM est plus elevé que pour GNPS (80% vs 70%).

Par ailleurs, nous souhaitions visualiser rapidement sur nos réseaux dans quelle
fraction de notre pré-fractionnement sur gel de silice se trouvent majoritairement les
composés de I’extrait de Scleroderma citrinum. C’est ainsi qu’un troisi¢éme réseau a été congu
(Figure 37) : manuellement, tous les nceuds du réseau généré sur GNPS ont été recherches sur
les chromatogrammes TIC (ESI-) des fractions FO a F14 et se sont vus attribuer la couleur de

la fraction dans laquelle ils se trouvent majoritairement.
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Figure 38 — Réseau moléculaire obtenu pour Scleroderma citrinum sur MetGEM. Les nceuds non annotés sont colorés en gris.



Sur ce troisieme réseau (Figure 37), chaque nceud s’est vu attribuer une couleur en
fonction de la fraction dans laquelle il se trouve principalement. Ainsi, il apparait sur ce
réseau que 58 composes sur 78 au total (soit 74% des composés de notre extrait) se trouvent
dans les fractions les moins polaires (de FO a F6), c’est-a-dire lorsque la proportion en
méthanol de 1’éluant est comprise entre 0% et 10%. La sclérocitrine, quant a elle, se trouve
principalement dans la fraction F11, tandis que les deux composés appartenant a son cluster
se trouvent majoritairement dans les fractions F7 (pour le neeud 753,1123) et F8 (pour le
neeud 739,0967), ce qui correspond aux fractions sortant pour un éluant DCM/MeOH + 1,0%
HCO,H aux proportions 8,5: 1,5 = 8,0: 2,0. Par ailleurs, malgré le choix de paramétres
MS/MS destinés a minimiser la sélection et la fragmentation d’ions parents minoritaires (i. e.
sélection de seulement trois ions parents lors de ’analyse MS/MS et d’un seuil d’abondance
minimal lors du nettoyage des données par MzMine2), nous notons que 43% des composes
visualisés sur nos réseaux sont jugés « non isolables », méme si certains semblent intéressants
de par leur relation a une molécule ciblée. Cette proportion, bien que tres élevée et
relativement décevante, ne concerne heureusement pas le cluster de la sclérocitrine, qui retient

principalement notre attention.

Pour finir, afin de pouvoir annoter de maniére plus précise les trois clusters principaux
formés sur nos réseaux (i. e. les clusters A, B et C) nous avons essayé d’isoler des composés
provenant de ces trois clusters. Bien que n’étant pas reliés a la sclérocitrine ou a I’acide
xérocomique, ces clusters restent prometteurs, car on y retrouve des masses éleveées,
(supérieure a 600), pouvant correspondre, potentiellement, a des dimeéres analogues de la
sclérocitrine. Pour rappel, les seuls analogues que nous avons pu trouver au sein de ces trois
clusters correspondent a des terpénoides au sein du cluster B (Figure 35). Au final, le seul
COmposé que nous avons pu isoler et caractériser appartient au cluster B et correspond au
nceud 453,19. Tous les métabolites que nous avons réussi a isoler et caractériser au cours de
ce travail sont matérialisés sur les réseaux par une double fleche rouge et sont présentés dans

la partie 2.1.4 ci-dessous — page 189.

2.1.4 Structures des métabolites isolés de Scleroderma citrinum

Une fois que la déréplication par réseau moléculaire a permis de cibler les molécules

d’intérét dans I’extrait, nous avons pu isoler cing métabolites.

&)



2.1.4.1 Sclérocitrine

Nous avons vu dans I’introduction de ce chapitre (page 167) que la littérature
comporte peu d’études sur le champignon Scleroderma citrinum. L’un des seuls métabolites
connus, qui est également notre cible synthétique, est la sclérocitrine. Notre premier objectif a
donc été d’isoler ce métabolite pour valider le protocole d’extraction que nous avons suiVi.
Aprés I’avoir ciblée sur le réseau moléculaire (Figure 35 — double-fleche rouge — nceud
725,0812), nous I’avons isolée a raison de 7 mg, grace aux conditions HPLC mises au point et
détaillées dans la partie 1.4 de ce chapitre (page 171), puis transposées a 1’échelle préparative
(colonne Waters XBridge - 19 x 150 mm ; i. d. 5 pum). Les chromatogrammes de la fraction
obtenue aprés purification par HPLC préparative sont donnés sur la Figure 39.

Figure 39 — Chromatogrammes TIC (ESI-) et UV-vis (254 nm et 410 nm) de la sclérocitrine (tr = 6,20 min) et
spectre de masse correspondant (colonne Waters XBridge - 150 x 2,1 mm ; i. d. 3,5 pm ; éluant
ACN/H,O+NH4AC - 5% - 100% en 20 minutes ; débit = 0,3 mL/min).




Apres purification par HPLC préparative, la sclérocitrine est isolée sous sa forme
carboxylate, elle est donc uniquement soluble dans une phase aqueuse et nous avons cherché
a réaliser sa RMN dans I’eau lourde. Cependant, la RMN *H dans D,0 était particuliérement
mal résolue. Nous avons donc décidé de réaliser une extraction liquide-liquide de la phase

aqueuse (contenant notre compose), acidifiée a I’acide trifluoroacétique par de 1’acétate
d’éthyle.

Il est a noter que les analyses RMN de la sclérocitrine dans D,O ont été effectuées a la
veille du confinement de mars-avril 2020 dd a la crise du COVID-19. La sclérocitrine salifiée
est donc restée en solution dans le D,O pendant deux mois avant d’étre acidifiée et extraite, ce
qui a provoqué sa mono-deutération en position H-3e (Figure 40). La deutériation s’est faite
sélectivement sur la face convexe de la molécule, qui est visiblement la seule accessible. Les

analyses RMN présentées correspondent donc au composeé mono-deutéré.

Sclérocitrine (3) 3-deutéro-sclérocitrine (3')

Figure 40 — Mono-deutération de la sclérocitrine sur la position 3 en présence d'eau lourde.

Néanmoins, exception faite de la réaction de mono-deutération, les analyses RMN (*H,
13C et corrélations 2D) de la sclérocitrine neutralisée (Figure 42 et Figure 44) sont identiques
aux spectres réalisés dans 1’acétone-dg et publiés par W. Steglich en 2004 (Figure 41 et Figure
43) 302
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Figure 42 — Spectre *H de la sclérocitrine mono-deutérée (acétone-dg, 400 MHz).
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b 25 888 889 98 "8 RQAISRHRR @} @ ) IS @ o o o
FMU NOY O « o oo < S0 » ] o 9 ‘Q i)

& AR GE8 23RR R4 0 m CEEEEE 8 n 2 e o @ W )

] P IR e e I e ) E I RS I P = = "o o © i in <

| NSNS N ' S SN S (. I [ [ vl | [

8’ +8” 9’ +9”

10°

3+ 7b
6 4 10°

. ) 6“:’ 3 i ) 7¢7: oy o 2 711\/ 7a

Z s l i W SW Yy e e

i l : i ol UXLH Ll ] O T
MM N 1 ]

25 (20 195 10 165 180 U5 L0 15 160 W 1N 5 40 1B 10 RS PO A5 U0 U5 400 95 0 &S W 5 70 & 0 55 W & N % @D
1 (ppm

Figure 44 — Spectre **C de la sclérocitrine mono-deutérée (acétone-dg, 101 MHz).




2.1.4.2 Methyl-sclérocitrine

Une fois la sclérocitrine isolée et caractérisée, nous nous sommes tournés vers les
molécules faisant partie du méme cluster sur le réseau moléculaire (Figure 35), en raison de
leur similarité structurale potentielle avec la sclérocitrine. Il s’est avéré que le nceud 739,0967
cachait deux composés isobares, mais avec des temps de rétention légérement différents : un
composé A a 7,65 minutes et un composé B a 8,38 minutes (Figure 45). La masse de ces
composés, m/z = 739,0976 Da (ESI-) et m/z = 739,0966 Da (ESI-), présente une différence de
masse de Am/z = 14,0155 Da avec la sclérocitrine, ce qui correspond a la masse d’un
groupement méthyléne —CH,—. Nous avons donc émis I’hypothése que ces composés sont des
analogues méthylés de la sclérocitrine.
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Figure 45 — Chromatogrammes TIC (ESI-) et UV-vis (254 nm et 410 nm) du composé A (m/z = 739,0976 Da)
(tR = 7,65 min) et du composé B (m/z = 739,0966 Da) (tr = 8,38 min) (colonne XBridge analytique ; éluant
ACN/H,0 + NHAC - 5% — 100%).




La question est donc de savoir si ces composes A et B sont effectivement des versions
méthylées de la sclérocitrine et dans ce cas, ou se trouvent ces groupements méthyles sur la
sclérocitrine. L’analyse des RMN *H du composé A (Figure 46) et du composé B (Figure 47)
révélent chacune des signaux identiques a ceux de la sclérocitrine, avec la présence d’un
groupement méthyle subsidiaire, respectivement a 3,89 ppm pour le composé A et 3,92 ppm

pour le composé B.
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Figure 46 — Spectre *H du composé A (m/z = 739,0976 Da) (acétone-ds, 400 MHz).
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Figure 47 — Spectre *H du composé B (m/z = 739,0966 Da) (acétone-ds, 400 MHz).

Grace a I’analyse HMBC des deux composés A et B, on note que ce groupement
méthyle supplémentaire corréle avec le carbone d’un carboxyle 6’ ou 6’ (respectivement,
170,1 ppm pour le composé A et 172,2 ppm pour le compose B), nous permettant de conclure
que les composes A et B sont les esters de méthyle de la sclérocitrine, dont les structures sont
représentees sur la Figure 48. Une attribution plus fine est ensuite requise pour discriminer les

deux composeés et déterminer si I’ester se trouve en position 6’ ou 6.

Méthyl-sclérocitrine

Figure 48 — La méthyl-sclérocitrine, une structure potentielle des composés A et B.

L’attribution a pu étre établie grace aux valeurs de déplacement chimique des carbones
4’ et 4>’ pour les deux composes A et B. En effet, leurs déplacements chimiques doivent étre

Iégérement différents si le carboxyle 6’ ou 6 est sous sa forme acide ou son équivalent ester




de méthyle. Prenons un exemple pour illustrer cet effet sur un systéme conjugué de type
acrylate (Schéma 104).

Schéma 104 — Effet d'un groupement acide carboxylique ou d'un ester sur la résonance d’un systéme conjugué

de type acrylate.

Le groupement ester étant un meilleur groupement électroattracteur que 1’acide, la
position B se retrouve plus appauvrie en ¢lectrons dans le cas de I’ester que dans le cas de
I’acide. En RMN 3C, il en résulte que la position B de I’ester sera plus déblindée (i. €. une

valeur plus élevée de déplacement chimique) que la position § de ’acide carboxylique.

Dans les faits, on observe bien une différence de déplacement chimique entre les
carbones 4’ et 4°” : pour le composé A, les carbones 4’ et 4’ sortent a 146,4 ppm et 152,2
ppmP, tandis que pour le composé B, les carbones 4’ et 4°° sortent a 151,20 ppm et 151,70
ppm. Cette légere différence de déplacement chimique nous permet donc effectivement de

différencier les deux composés A et B.

Pour réaliser I’attribution finale, nous nous sommes d’abord intéressés au composé A.
En effet, le spectre HMBC de ce composé montre une corrélation entre I’'un des carbones
4’/4°’ et le proton 7a (Figure 49).

P11 est & noter que les carbones 4° et 4 du composé A ne sont pas visibles sur le spectre **C, mais on détecte
leur présence grace aux corrélations présentes sur les différents spectres RMN 2D (notamment HMBC - Figure

49).
1o/




Figure 49 — Spectre HMBC du composé A (m/z = 739,0976 Da) (acétone-dg, 400 MHz).

D’aprés notre numérotation (Figure 50), le proton 7a appartient au cceur central de la
molécule : si la correélation visible en HMBC est du type 7a — 4’, il s’agirait d’une corrélation
longue distance Jg (en marron sur la Figure 50), tandis qu’une corrélation du type 7a — 4”’
serait une corrélation longue distance Js (dite en « w ») (en orange sur la Figure 50), ce qui est
beaucoup plus probable. La corrélation visible en HMBC est donc celle entre le proton 7a et

le carbone 4°’.

Méthyl-sclérocitrine

Figure 50 — Corrélations entre le proton 7a et les carbones 4’ et 4>” pour le composé A (m/z = 739,0976 Da).




Ainsi, nous pouvons attribuer plus précisément les valeurs de déplacements chimiques
des carbones 4’ et 4’° pour le composé A : et

Nous notons donc que le carbone 4’ est plus déblindé que le carbone 4°°.

Par conséquent, en combinant ces données au raisonnement concernant le déplacement
chimique de la position B d’un acide acrylique et de son équivalent ester (présenté sur le
Schéma 104 — page 197), nous pouvons localiser I’ester de méthyle pour le composé A. En
effet, ’ester étant un meilleur groupement électroattracteur que I’acide correspondant, la
position B (i. e. 4’ ou 4°°) est plus déblindée dans le cas de I’ester. Or, a ’aide des analyses
RMN 2D, nous avons déja attribué le signal du carbone 4° a 152,2 ppm et celui du carbone 4°°
a 146,4 ppm. Ainsi, nous pouvons conclure que I’ester se trouve sur la position 6° pour le
composé A et nous I’avons appelé la méthyl-sclérocitrine A (334). Par élimination, nous
pouvons conclure que le composé B correspond a I’autre ester de méthyle de la sclérocitrine :

nous 1’avons appelé la méthyl-sclérocitrine B (335). Les deux structures finales attribuées

pour les composés A et B sont présentées sur la Figure 51.

Méthyl-sclérocitrine A (334) Méthyl-sclérocitrine B (335)

Figure 51 — Structures finales de la méthyl-sclérocitrine A (334) (m/z = 739,0976 Da) et de la méthyl-
sclérocitrine B (335) (m/z = 739,0966 Da).

Il est a noter que le composé B ne présente aucune corrélation liée a ses carbones 4’ et
4°* (Figure 52). Il ne nous est donc pas possible de valider formellement la réciproque de
notre raisonnement, ce qui laisse une part d’incertitude sur les structures de la méthyl-

sclérocitrine A et B.




Figure 52 — Spectre HMBC du composé B (i. e. la méthyl-sclérocitrine B) (m/z = 739,0966 Da) (acétone-ds, 400
MHz).

La présence de ces deux dérivés de la sclérocitrine au sein de 1’extrait de Scleroderma
citrinum pose question. Pour rappel, I’extraction de ces composés a été réalisée dans le
méthanol et la pré-purification de cet extrait méthanolique a été faite par une extraction
liquide-liquide AcOEt/H,0O + H,SO, (Figure 25), il est donc tout a fait possible que ces deux
composé€s soient, en réalité, des artéfacts dus aux conditions d’extraction employées. Pour
s’en assurer, il serait nécessaire de réaliser une nouvelle extraction de Scleroderma citrinum
avec de l’acétone ou l’acétate d’éthyle, voire de I’éthanol: si ces deux composés sont
effectivement des artéfacts d’extraction, ils seront alors absents de ces nouveaux bruts
d’extraction. Plus précisément, dans le cas d’une extraction par 1’éthanol, ces composés
pourront peut-étre étre formés au cours du processus, mais seront détectés avec une masse

différente en raison de la présence de la chaine éthyle (m/z = 753,1097 Da en mode négatif).

Pour finir, rappelons que le cluster de la sclérocitrine comprenait également le nceud
753,1123. Ce nceud présente une différence de masse de Am/z = 14,0156 Da avec la méthyl-

sclérocitrine B, ce qui correspond a la masse d’un groupement méthyléne —CH,—. Ce nceud




faisant partie du méme cluster que la sclérocitrine et que les méthyl-sclérocitrines A et B, on
peut raisonnablement penser que ce composé est un double ester de méthyle de la
sclérocitrine. Ce compos¢ étant présent en trop faible quantité dans 1’extrait, nous n’avons pas

pu I’isoler pour valider cette hypothése.

2.1.4.3 Dipeptide

Isolement et détermination structurale :

Une fois que les molécules appartenant au cluster de la sclérocitrine ont pu étre isolées
et caractérisées, nous avons essay¢ d’isoler des composés provenant des trois clusters
principaux formés sur le réseau (les clusters A, B et C - Figure 35). En raison de la crise du
COVID-19, le temps nous a manqué pour pouvoir isoler tous les métabolites jugés
potentiellement « intéressants » structurellement parlant. Nous nous sommes donc tournés en
priorité vers des composés fortement ionisables en ESI, visibles en UV et présents dans des
proportions permettant un isolement et une caractérisation relativement aisés. Au final, parmi
les difféerents essais de purification par HPLC préparative que nous avons réalisés, le seul
composé que nous avons pu isoler et caracteriser pleinement appartient au cluster B. 1l
correspond au nceud 453,19 et est appelé « composé C » dans la suite de ce manuscrit (les
chromatogrammes TIC (ESI-) et UV-vis de ce composé C sont présentés sur les Figure 53 et
Figure 54). Ce nceud est repérable par une double-fleche rouge sur le réseau moléculaire
réalisé sur le GNPS (Figure 35, Figure 36 et Figure 37).

Figure 53 — Chromatogrammes TIC (ESI-) et UV-vis (254 nm) du composé C de rapport m/z = 453,1882 Da (tr
= 13,24 min) (colonne XBridge analytique ; éluant ACN/H,O + NH,AC - 5% — 100%)).




Figure 54 — Spectre de masse du composé C de rapport m/z = 453,1882 Da (tr = 13,24 min) (colonne XBridge
analytique ; éluant ACN/H,O+NHAC - 5% — 100%).

Grace au spectre 'H (Figure 55) et a I’analyse HSQC, nous pouvons dire que ce
composé C comporte :

- 5 protons aromatiques (6 = 7,18 — 7,27 ppm)

- 3 groupements méthoxyles -OCHs; (6 = 3,59 ppm, 3,64 ppm et 3,67 ppm)

- 2 massifs correspondant a des groupements -CH (5 = 4,36 ppm et 4,64 ppm)

- 4 massifs correspondant & des groupements -CH, (6 = 1,64 ppm, 1,78 ppm, 2,32
ppm et 3,04 ppm)

Ces informations sont reportees sur le spectre HMBC du composé C, afin de faciliter

la détermination structurale (Figure 56).
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Figure 55 — Spectre *H du composé C (m/z = 453,1882 Da) (acétone-ds, 400 MHz).

Dans un premier temps, nous nous sommes penchés sur le triplet du groupement —-CH
a un d = 4,64 ppm (ses corrélations HMBC sont représentées en vert). Ce triplet a un 8 = 4,64
ppm correle avec un carbone portant un CH; a un 6 = 39,0 ppm, un carbonyle a 173,3 ppm et
un carbone quaternaire du cycle aromatique a 137,8 ppm : ces caractéristiques évoquent les
carbones en position o d’acides aminés aromatiques comme la phénylalanine ou la tyrosine.?’®
Or, nous avons déterminé précédemment que le composé C comporte 5 protons aromatiques,
nous en concluons donc qu’il s’agit d’une sous-unité de type phénylalanine. Par ailleurs, le
carbonyle de cette sous-unité (6 = 173,3 ppm) présente une tache de corrélation avec le
groupement des meéthoxyles —OCH3; (corrélation en bleu sur la Figure 56) : la sous-unité
phénylalanine est donc sous la forme d’un ester de méthyle (comme les dérivés de la

sclérocitrine, dont la structure est détaillée dans la partie 2.1.4.2 de ce chapitre — page 199).




Figure 56 — Spectre HMBC du composé C (m/z = 453,1882 Da) (acétone-ds, 400 MHz).

Le méme raisonnement est appliqué pour la 2° sous-unité du composé C : le proton du
deuxiéme massif de type —CH (& = 4,36 ppm) correle avec un carbonyle (6 = 173,8 ppm), lui-
méme lié a un méthyle (6 = 3,67 ppm). On est donc, de nouveau, en présence d’un ester de
méthyle. Par ailleurs, ce proton —CH (8 = 4,36 ppm) correle également avec deux carbones de
type —CH, a un 6 = 21,6 ppm et un 6 = 32,5 ppm, ce qui correspond a une chaine aliphatique.
En poursuivant I’analyse des corrélations de cette chaine aliphatique, il apparait que cette 2°
sous-unité correspond a un autre acide aminé : I’acide 2-aminoadipique, lui aussi sous la

forme d’un double ester de méthyle.

Le composé C est donc constitué de deux acides aminés sous la forme d’un triple
ester de méthyle. L’ ancrage entre ces deux sous-unités doit donc étre réalise au niveau des
azotes. De fait, nous pouvons noter que les 2 protons de type —CH (6 = 4,36 ppm et 4,64
ppm), en position o des carbonyles, présentent une tache de corrélation avec un carbone
quaternaire a un 6 = 157,8 ppm, une valeur typique d’un groupement urée. Nous en déeduisons
que la structure finale du composé C est celle d’un dipeptide (336), ou la phénylalanine et

’acide 2 aminoadipique sont reliés par un pont urée (Figure 57).




Dipeptide (336)
m/z = 393,1667 Da (ESI-)

Figure 57 — Structure finale du composé C (336) (m/z = 453,1882 Da).

A ce stade, les analyses RMN ne nous permettent pas, en tant que tel, de nous
prononcer sur la stéréochimie des carbones o et 2°. Nous pouvons seulement affirmer que le
composé C correspond a un seul diastéréoisomére parmi les 4 possibles. Un travail de
synthése a donc été entrepris pour synthétiser le composé C a partir des 4 acides aminés
suivant : la (L)-phénylalanine, la (D)-phénylalanine, 1’acide (L)-2-aminoadipique et I’acide
(D)-2-aminoadipique, avec 1’objectif de pouvoir synthétiser les 4 diastéréoisoméres possibles,
comparer les analyses RMNs entre elles et ainsi déterminer la stéréochimie des carbones o et
2’ du composé C. Les résultats de ce travail de synthese sont présentés dans la partie suivante
(page 207).

Notons que ce dipeptide posséde une masse molaire théorique de 394,424 g.mol™. Sur
les chromatogrammes TIC (ESI-) (Figure 54), nous aurions donc dd voir apparaitre ce
compose avec le rapport m/z = 393,1667 Da (pour un ion M") et non 453,1882 Da. Nous
faisons 1’hypothése que cela est di au fait que ce dipeptide forme un adduit acétate, provenant
de I’acétate d’ammonium de la phase mobile au cours de ’HPLC-MS. Cette hypothése pourra
étre vérifiée en synthétisant ces composés et en comparant leurs analyses RMN *H, *3C et LC-
HRMS. Drailleurs, il est tout a fait possible que la formation de cet adduit au cours de
I’élution ait biaisé le réseau moléculaire (Figure 35), car au sein du cluster B dont fait partie le
dipeptide C (336), les structures des analogues trouvés ne présentent pas de points communs
avec la structure du dipeptide que nous avons isolé, si ce n’est des groupements acétates
(formant des fragments de rapport m/z = 59,0139 Da (ESI-)). La formation de cet adduit peut
aussi expliquer la détection par MetGEM d’analogues comme la khayanthone (337), qui sont
plutét des métabolites issus de vegétaux : en effet, ces analogues portent tous des
groupements acétates ou bien peuvent former des fragments isobares lors de 1’analyse MS/MS
(Figure 58).




Khayanthone (337)

Figure 58 — Rappel des structures de la khayanthone (337) et du composé (419), appartenant au cluster B du
réseau généré par le GNPS.

Quoiqu’il en soit, la simple observation du réseau moléculaire ne nous permet pas de
nous prononcer sur la présence d’autres dipeptides de ce type au sein de D’extrait de

Scleroderma citrinum.

Notons néanmoins qu’un deuxiéme composé (appelé composé D (338)) de structure
similaire a ce dipeptide C a été isolé a partir de I’extrait de Scleroderma citrinum. Les
analyses RMN de ce nouveau composé presentant le méme jeu de corrélations que le
dipeptide C, nous pouvons en conclure que ce composé D est vraisemblablement un
diastéréoisomere du dipeptide fongique C deja isolé et caractérise. De méme que pour le
dipeptide C, la nature de ses centres asymétriques pourra étre définie par le travail de synthéese

entrepris avec la phénylalanine et I’acide 2-aminoadipique.

Synthése des dipeptides C et D :

Les dipeptides C (336) et D (338), isolés de I’extrait de Scleroderma citrinum, sont
constitués de deux acides aminés (la phénylalanine et I’acide 2-aminoadipique) reliés par un
pont de type urée. Cette architecture structurale a déja été synthétisée de nombreuses fois dans
la littérature et suit régulierement la méme rétrosynthése, a savoir une attaque nucléophile
d’un groupement aminé sur un isocyanate. Nous avons donc décidé de reprendre cette
stratégie de synthése en I’appliquant a la phénylalanine et 1’acide 2-aminoadipique (Schéma
105).
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Schéma 105 — Proposition de rétrosynthése des dipeptides C et D.

Plus précisément, dans le cas de la phénylalanine, nous avons directement utilisé
I’ester de méthyle correspondant comme substrat de départ et non la phénylalanine simple, car
c’est un produit commercial. Par ailleurs, nous avons travaillé a partir des 4 énantiomeres
purs, a savoir la (L)-phénylalanine et la (D)-phénylalanine (sous leur forme ester de methyle),
ainsi que I’acide (L)-2-aminoadipique et I’acide (D)-2-aminoadipique. Comme la séquence
réactionnelle choisie permet a priori de conserver la configuration des centres asymétriques
des dérivés d’acides aminés, Nous pourrons ainsi connaitre avec certitude la stéréochimie des

centres asymeétriques des dipeptides synthétisés.

Ainsi, nous avons débuté cette séquence réactionnelle en réalisant classiquement la
double estérification de I’acide (L)-2-aminoadipique (339) par ajout de SOCI, dans le
méthanol a 60°C. Cela nous a permis d’obtenir le composé (340) avec 80% de rendement. En
paralléle de cette estérification, nous avons cherché a convertir le groupement aminé de 1’ester
de méthyle de la (L)-phénylalanine (341) en isocyanate (342). Pour cela, nous nous sommes
basés sur les conditions développées par J. Tsai et al. en 2002, qui consistent a dissoudre
I’ester de méthyle de la (L)-phénylalanine (341) dans un mélange CH,Cl, : NaHCO3 (10%)
(1:1) et & le mettre en présence de triphosgéne.?®* De méme, ces conditions nous permettent

de former I’isocyanate (342) avec un rendement de 55% (Schéma 106).
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Schéma 106 — Séquence réactionnelle suivie pour la synthése du dipeptide.

Une fois les composés (340) et (342) synthétisés en paralléle I'un de I’autre, nous

avons tenté de les coupler pour former le dipeptide recherché. Dans ce but, différentes

conditions expérimentales ont été testées. Les résultats obtenus au cours de ces essais sont

rassemblés dans le Tableau 15.

Entrées Substrats Base Solvant Température Durée Résultats Réf.
) ) NaHCO; CH,CI, Homocouplage de

1 L-0/L)-a "0 (12 i 120 ()< sur lui-méme
(L)-@/(L)-a CH,Cl, . Dipeptide

2 D-0/(D)}w  NEE(1:3) ta 3 jours (rdlt = 109%) !
(D)-@/(L)-o. CH,Cl, o . Dipeptides

3. (D)-®/(D)-a NEt; (1:3) 50°C 3 jours (rdt = 10%) /

NEt; DMF . . 204
4, (L)-®/(L)-a (206q) anhydre ta. 3 jours Pas de conversion
5. (L)-®/(L)-a (ZKZOCgf) Acétone ta. 3jours  Pas de conversion /

Tableau 15 — Méthodologie pour le couplage entre le diester 2-aminoadipate de méthyle et I’isocyanate de

I’ester de méthyle de la phénylalanine. (Abréviations : @ : phénylalanine ; a : 2-aminoadipate de méthyle).

Le premier essai de couplage que nous avons réalisé a consisté a réemployer le
systeme base/solvant que nous avions préalablement utilisé pour la formation de I’isocyanate,
a savoir DCM/NaHCO3; (10%) (1 : 1) (Tableau 15 — entrée 1.). En cas de succes, cela nous
aurait permis de réaliser ces deux étapes de maniere monotope. Cependant, la présence
prolongée d’eau dans le milieu réactionnel a induit une hydrolyse partielle des groupements
isocyanate, ce qui a conduit I’ester de méthyle de la phénylalanine (341) ainsi libéré a réagir
préférentiellement avec les substrats non hydrolysés encore présents (342). Le dipeptide
obtenu correspond donc a un homocouplage de I’ester de méthyle de la (L)-phénylalanine
(Schéma 107).

@
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Schéma 107 — Synthése du dipeptide correspondant a I’homocouplage de 'ester de méthyle de la (L)-

phénylalanine sur lui-méme en raison de 1’hydrolyse du groupement isocyanate en présence d'eau.

Ce résultat permet de mettre en évidence la forte réactivité de I’ester de méthyle de la
(L)-phénylalanine sur la forme isocyanate. A I’avenir, pour contre-balancer cette réactivité et
ainsi éviter la formation d’homodimére de ce type, il serait judicieux de faire réagir I’ester de

méthyle de la (L)-phénylalanine (341) avec I’isocyanate de I’acide (L)-2-aminoadipique.

Par la suite, nous avons cherché a éviter I’hydrolyse de I’isocyanate en remplagant
NaHCOg; par une base organique : la triéthylamine. Un premier essai dans le dichlorométhane
a température ambiante (Tableau 15 — entrée 2.) a conduit a une réaction de couplage a
hauteur de 10% en 3 jours. Afin d’accélérer la cinétique de la réaction, nous avons décidé de
réaliser la méme réaction en chauffant a 50°C (Tableau 15 — entrée 3.), sans observer
d’amélioration. Par ailleurs, en raison du manque de solubilité du diester de 1’acide (L)-2-
aminoadipique (340) dans le DCM, nous avons déecide de réaliser la réaction de couplage dans
le DMF anhydre (Tableau 15 — entrée 4.). Malheureusement, nous n’avons observé aucune
conversion, ce qui est sans doute dii a un nombre d’équivalent trop faible en NEt3. En dernier
lieu, nous avons enfin testé le couple K,COs/acétone comme conditions de couplage (Tableau
15 — entrée 5.). La encore, aucune conversion n’a été observée. Dans 1’optique d’améliorer la
solubilité du diester de I’acide (L)-2-aminoadipique (340), d’autres solvants pourront étre
testés a 1’avenir, comme ACN, MeOH ou encore le DMSO, toujours avec un large exces de

triéthylamine.

Grace a cette étude synthétique et & la comparaison des analyses RMN 'H des
différentes produits de couplage obtenus, nous pouvons conclure que le dipeptide C, isolé de
Scleroderma citrinum, présente une configuration de type (L)-(L) ou (D)-(D). Quant au
dipeptide D, il n'a pas été obtenu suffisamment pur pour pouvoir se prononcer sur sa
configuration. Au cours de ces analyses, nous avons remarqueé que les multiplicités de certains

massifs différent suivant le solvant choisi (CDCl; ou acétone-ds). Les spectres RMN ‘H

@




enregistrés dans le chloroforme-d; permet de mieux différencier les diastéréoisomere (L)-
(L)/(D)-(D) des diastéréoisomeres (L)-(D)/(D)-(L). 1l sera judicieux, a I’avenir, de refaire les
analyses RMN des dipeptides C et D dans ce solvant. En complément, une analyse HPLC
chirale et une mesure des pouvoirs rotatoires nous permettront de valider de maniére sure la
configuration des dipeptides C et D, notamment entre les possibilités d’une configuration (L)-

(L) ou (D)-(D). Ceci sera réalisé dans les semaines a venir.

Considérations biogénétiques et pharmacologiques :

La premiere remarque que nous pouvons faire sur ces dipeptides est que,
contrairement a la méthyl-sclérocitrine A et B, cette structure ne peut pas étre un artéfact di
aux conditions d’extraction utilisées : nous sommes donc en présence de métabolites produits

effectivement par Scleroderma citrinum.

De plus, la présence de I’acide 2-aminoadipique dans la structure de ces métabolites
peut attirer 1’attention, car contrairement a la phénylalanine, 1’acide 2-aminoadipique ne fait
pas partie des 22 acides aminés standards universellement distribués dans le régne vivant. 1l
s’agit d’un intermédiaire pour la biosynthése de la lysine (I'un des 22 acides aminés
standards), et la voie de biosynthése suivie (appelée voie de [’a-aminoadipate) est unique
dans le regne vivant et est propre aux champignons dits supérieurs, comme les basidiomycetes
(dont fait partie Scleroderma citrinum) et les ascomyceétes.” 1l est donc logique et légitime de
retrouver cet acide aminé au sein de composés isolés a partir d’un extrait de Scleroderma

citrinum et justifie le fait que ces dipeptides sont des métabolites fongiques.*®*

En revanche, ce type de couplage peptidique (i. e. par le biais d’un pont urée) est
particulierement inhabituel du point de vue biogénétique. En effet, on le retrouve de maniére
trés anecdotique au sein de quelques bactéries (Streptomyces spp.),** de quelques
cyanobactéries (Microcystis aeruginosa, Anabaena flos-aquae, Oscillatoria agardhii) ou
encore de quelques éponges marines (Theonella spp.).?** Les rares métabolites isolés & ce jour
présentant ce type d’ancrage affichent une grande similarité structurale : il s’agit,
systématiquement, de peptides complexes, linéaires ou cycliques, comportant entre deux et
cing sous-unités acides aminés reliés a leur extrémité a un unique acide aminé par un pont

urée. Quelques exemples de structures sont donnés sur la Figure 59.

911 est a noter qu’a titre anecdotique, on retrouve la voie de 1’a-aminoadipate (et donc, par extension, I’acide 2-
aminoadipique) chez certaines algues unicellulaires : les euglénoides.
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Figure 59 — Quelques exemples de peptides naturels possédant un pont urée : le mozamide A (350),* la

muréidomycine A (351),% la pacidamycine D (352)* et I'anabaenopeptine B (353).*® Le nom des acides aminés

encadrant le motif urée (en vert) est indiqué.

Dans aucun cas, ce type de métabolite n’a été isolé d’organismes complexes, comme
les champignons dits supérieurs. Par ailleurs, les dipeptides que nous avons isolés de
Scleroderma citrinum se distinguent de cette classe de métabolites en raison de leur grande
simplicité structurale : il s’agit uniquement de deux acides aminés reliés par un pont urée. Par

conséquent, a I’heure actuelle, ces dipeptides semblent unique dans le regne du vivant.

En terme de valorisation, ces dipeptides pourraient trouver leur place dans la démarche
actuelle de traitement peptidomimétique de certaines pathologies neurologiques ou de

différents types de cancer.™®

En effet, depuis une vingtaine d’année, des efforts importants
sont réalisés pour remplacer la liaison amide classique au sein de peptides a visée
thérapeutique par un pont urée, car ce motif semble conférer une certaine rigidité a 1’ancrage
peptidique, donc une certaine stabilité face a la métabolisation, ce qui peut améliorer leur
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biodisponibilit¢ ou diminuer leur toxicite. Par ailleurs, certains de ces peptides

thérapeutiques sont tres prometteurs, car ils présentent des propriétés métallophores leur




permettant d’inhiber la résistance de certaines bactéries aux antibiotiques, comme c’est le cas
de T’aspergillomarasmine A (354), un tripeptide biosynthétisé par la souche Aspergillus
versicolor — Figure 60.5" % 3®Aijnsi, dans un avenir proche, il serait judicieux de tester

I’activité biologique et les propriétés cytotoxiques des dipeptides fongiques que nous avons

Serme
(S) Acide aspartique
Sérine OH
(S)
OH

Aspergillomarasmine A (354)

[Aspergillus versicolor]

isolés.

Figure 60 — Structure de l'aspergillomarasmine A (354) (Aspergillus versicolor).
2.2 Conclusions

Au cours de ce travail de thése, une étude des métabolites produits par le champignon
Scleroderma citrinum a pu étre réalisée, notamment par 1’intermédiaire de 1’outil des réseaux
moléculaires. Ainsi, cing métabolites ont pu étre isolés et caractérisés : la sclérocitrine (3),
deux analogues de ce pigment (la méthyl-sclérocitrine A (334) et la méthyl-sclérocitrine B
(335), que nous soupgonnons étre des artéfacts d’extraction), ainsi que deux dipeptides (336)
et (338), dont la particularité est de présenter un ancrage peptidique rare, sous la forme d’une
urée (Figure 57). Ces dipeptides appartenant au cluster B du réseau moléculaire sur GNPS
(Figure 35), il est possible que d’autres dipeptides de ce type soit produits par Scleroderma
citrinum. 1l sera donc intéressant de poursuivre ce travail de purification pour les rechercher et
les caracteériser, en nous focalisant principalement sur les fractions FO a F6 qui contiennent la
majorité des composés de notre extrait (cf Figure 37 — page 187). Notons, par ailleurs, qu’au
cours de ce travail, la technique des réseaux moléculaires a montré sa limite dans le cas des
dipeptides C et D : en effet, le cluster B, auquel ils appartiennent, était exclusivement annoté
avec des analogues de type terpénoides, ce qui ne correspond pas du tout a leur famille
chimique. Le processus de « clusterisation » a été perturbé par la formation d’un adduit

acétate au cours de I’élution.
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Figure 61 — Schéma récapitulatif de I'isolation de 5 métabolites de Scleroderma citrinum. Les purifications par

HPLC ont été réalisées sur colonne Waters XBridge préparative, avec 1’éluant ACN/H,0 + NH,;Ac (20 mM).

Malgré I’isolement et la caractérisation de ces cinq métabolites fongiques dont un
squelette dipeptidique inhabituel (Figure 61), nous n’avons pas réussi a atteindre notre
objectif d’isoler des dimeéres pulviniques ou des métabolites intermédiaires dans la
biosynthése de la sclérocitrine. Cela peut étre di a la complexité du brut d’extraction et aux
difficultés analytiques qui en découlent : en effet, les conditions d’élution que nous avons
mises au point sont spécifiques a la sclérocitrine et a ’acide xérocomique, mais elles ne sont
peut-étre pas adaptées a des métabolites appartenant a une autre famille chimique. Cela peut
¢galement s’expliquer par une faible production de métabolites de la part de Scleroderma
citrinum, ou encore d’une convergence du métabolisme vers la production exclusive de
sclérocitrine. Dans tous les cas, a ce stade du projet, nous ne pouvons donc pas nous
prononcer sur la cohérence des hypothéses de biosynthese que nous avons formulées dans la
section 1.3 de I’Introduction générale. Seul le travail de synthése de ces métabolites, présentés

dans le chapitre 3 de ce manuscrit, pourra potentiellement y répondre.




Par ailleurs, au cours de cette étude du champignon Scleroderma citrinum, la
purification des différents métabolites ciblés a nécessité le choix de techniques analytiques
adaptées. L’HPLC préparative, appliquée en premiere intention, s’est révélée étre
particulierement efficace. Dans le cadre de ce projet de these, nous avons également souhaité
utiliser la technique de la chromatographie de partage centrifuge (ou CPC), qui a déja fait ses
preuves en chimie des substances naturelles pour la purification de bruts d’extraction

complexes.




3 PURIFICATION DE L’EXTRAIT DE SCLERODERMA CITRINUM
PAR CPC

3.1 La Chromatographie de Partage Centrifuge (CPC) : une méthode de
purification des mélanges complexes

3.1.1 Définitions et développements historiques

La chromatographie est [’art de séparer les différents composants d’'un mélange.
Inventée par le botaniste M. Tswett en 1903, elle s’est depuis trés largement diversifiée et
complexifiée, dans le but de permettre une purification efficace des mélanges complexes,
quelles que soient les propriétés des molécules concernées ou la nature de leur matrice. Dans
les années 1940, deux chimistes anglais, A. Martin et R. Synge, ont cherché a transposer le
principe de I’extraction liquide-liquide a la chromatographie en fixant une des phases liquides
sur un solide : c¢’est ainsi que la chromatographie liquide sur gel de silice imprégnée d’ecau est
née, ce qui vaudra a A. Martin et R. Synge le prix Nobel de Chimie en 1952. Les
développements successifs de cette approche chromatographique permettront ensuite
d’aboutir a la chromatographie liquide en polarité de phase inversée, suivant la nature des

greffons fonctionnalisant la silice de la phase stationnaire.

L’idée d’utiliser deux phases liquides non miscibles librement en contact est reprise
par L. Craig (I’inventeur de I’évaporateur rotatif) en 1944. Il congoit un instrument permettant
de reproduire en série un grand nombre d’extractions liquides-liquides. En 1966, Yoichiro Ito
implémente ce principe dans un systéme de tubes enroulés mis en rotation, permettant ainsi de
maintenir stationnaire I'une des phases sous 1’action de la force centrifuge: c’est la
chromatographie a contre-courant hydrodynamique. En 1982, un nouveau mode de
fonctionnement, dit hydrostatique, est proposé par Nunogaki et fait intervenir, non plus des
tubes, mais des cellules : ¢c’est la chromatographie de partage centrifuge. Ainsi, il est possible
de définir la chromatographie de partage centrifuge (ou CPC) comme une méthode de
chromatographie liquide-liquide sans support solide, basée sur les différences de partage des
solutés a purifier entre les deux phases. Une des phases liquides est maintenue stationnaire
dans des cellules orientées radialement par une force centrifuge appliquée par rotation

autour d’'un axe unique.




3.1.2 Principe de la chromatographie de partage centrifuge

Un appareil de CPC est constitué de plusieurs disques, dans lesquels sont gravées des
cellules, qui sont autant d’ampoules a décanter en série. Ces disques sont empilés les uns sur

les autres et mis en rotation autour d’un axe unique (Figure 62).

(A) Cellules graveées (B) Disque comportantles (C) Disques empilés
en série cellules gravées autour d’un axe

A
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Figure 62 — Piéces constituants un chromatographe de partage centrifuge.

Dans un premier temps, la phase stationnaire liquide est pompée de facon a remplir
I’appareil en rotation. Une fois le systeme stabilisé, la phase mobile, non miscible avec la
phase stationnaire, est pompée de facon a traverser la phase stationnaire en formant des
gouttelettes. Elle prend la place d’une certaine proportion de phase stationnaire, jusqu’a ce
que le systeme atteigne une répartition équilibrée entre les volumes des deux phases. Les
échanges de solutés entre les deux phases s’effectuent a I’interface des gouttelettes de phase
mobile (Figure 63).

Ces échanges a 1’équilibre sont decrits par le coefficient de partage P ou la constante
de distribution Kp des solutés a séparer. Ce coefficient illustre le phénomene de partage, i. e.
le fait qu'une substance dissoute se répartit, a I’équilibre, entre deux phases liquides non
miscibles selon un rapport qui est constant et reproductible pour un systéme biphasique et une
substance donnés. Ce coefficient dépend de la température, mais il ne dépend pas de la
présence d’autres substances dans le milieu, ni de la concentration (tant que la saturation n’est
pas atteinte). Il est donc possible de définir, pour une température donnée et une substance
donnée A, le coefficient Kp comme étant le rapport des concentrations du composé A entre la

phase mobile et la phase stationnaire : Kp = [Aorg]

[Aaq]”




Figure 63 — Schéma illustrant les échanges entre la phase stationnaire et la phase mobile dans une cellule de

CPC pour un soluté A.

3.1.3 Avantages de la chromatographie de partage centrifuge

Dans le cadre de travaux en chimie des substances naturelles, la CPC est un outil de
choix pour traiter des bruts d’extraction particuliérement complexes. En effet, elle présente
plusieurs caracteristiques qui la différencient de la chromatographie sur phase stationnaire

solide en phase normale ou inverse (classiqguement utilisée) :

- L’absence de support solide permet d’éviter les problémes d’absorption
irréversible de composeés sur la phase stationnaire ;

- Le nombre de systemes biphasiques possibles est quasiment illimité et permet de
jouer finement sur la sélectivité du systeme ;

- Les composés non élués peuvent étre récupérés par evaporation de la phase
stationnaire ;

- La phase stationnaire a un colt financier et un niveau de technologie plus faible
que les phases stationnaires solides ;

- La consommation de solvants est 5 a 10 fois inférieure a ’HPLC.%®

En terme de résolution, la CPC et I’'HPLC présentent des caractéristiques
complémentaires. L’HPLC présente un nombre de plateaux théoriques tres éleveé
(généralement, plusieurs milliers), donc une grande efficacité, grace a la porosité de la silice
qui permet d’avoir une trés grande surface de contact entre les deux phases ; en revanche, la
sélectivité est plus restreinte. A I’inverse, la CPC présente peu de plateaux théoriques (de
I’ordre de 500), mais grice au choix quasiment illimité de solvants utilisables, il est possible

d’obtenir des sélectivités considérablement plus variées.?*’




Ainsi, au vu de ces caractéristiques, la CPC semble une technique de choix pour
purifier des extraits bruts naturels. Nous I’avons donc appliquée a I’extrait de Scleroderma

citrinum.
3.2 Application de la CPC a I’extrait de Scleroderma citrinum

3.2.1 Présentation de la technique du pH-zone refining

Parmi les différents modes de développement de la CPC, le pH-zone refining est
particulierement adapté a la série chimique étudiée au cours de ce doctorat. Le principe de ce
mode de développement est d’appliquer un pH différent entre la phase mobile et la phase
stationnaire, de facon a ce que les solutés a séparer changent d’état d’ionisation selon qu’ils
sont dans 1’une ou I’autre phase. Or, leur coefficient de partage Kp entre la phase stationnaire
et la phase mobile varie suivant leur état d’ionisation. Ainsi, il sera possible d’effectuer une
séparation des solutés non plus seulement en fonction de leur Kp, mais aussi en fonction de
leur pKa. Cette technique chromatographique se rapproche du raisonnement que nous avons
suivi pour trouver des conditions HPLC adaptées aux métabolites de I’extrait de Scleroderma
citrinum. Notons que les acides et bases utilisés pour tamponner les phases lors de 1’élution

sont appelés reteneur (dans la phase stationnaire) et deplaceur (dans la phase mobile).

Pour illustrer le principe du pH-zone refining, nous proposons de prendre un exemple
concret pour detailler les étapes principales de la séparation. Pour cet exemple, nous avons
choisi de prendre une phase stationnaire aqueuse et une phase mobile organique. Le reteneur,
solubilisé dans la phase stationnaire aqueuse est une base, ’ammoniaque (le pKa du couple
NH,;*/NH; est 9,25), tandis que le déplaceur, solubilisé dans la phase mobile organique, est
’acide trifluoroacétique (le pKa du couple TFA/TFA" vaut 0,52). Par souci de simplification,
nous allons présenter les équilibres en jeu pour un seul soluté (noté A pour la forme acide et
A’ pour la base conjuguée), solubilisé dans la phase aqueuse stationnaire en téte du systeme
analytique. Postulons que le pKa du couple A/A" se trouve entre ces deux valeurs (cf Figure
64). Ainsi, au début de la chromatographie, les espéces en présence en téte de colonne sont
NH; et A" (solubilisés dans la phase stationnaire aqueuse), ainsi que TFA (solubilisé dans la

phase mobile organique).
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Figure 64 — Echelle de pKa des espéces impliquées.

On trouve en Figure 65 un schéma représentant une illustration de I’interface entre la
phase stationnaire et une gouttelette de phase mobile pour présenter les différentes étapes de

la séparation.

Figure 65 — Schéma de la progression d’un soluté A lors de la séparation par CPC avec une phase stationnaire

aqueuse (reteneur : NH;) et une phase mobile organique (déplaceur : TFA).

Schématiquement, on distingue 5 étapes clés :

€ Lorsque la phase mobile, contenant le TFA, entre en contact avec la phase

stationnaire dans le systéme analytique, il y a une neutralisation des espéces basiques qui s’y




trouvent par réaction acido-basique, en commencant préférentiellement par la base la plus

forte. Dans notre cas, il s’agit de I’ammoniaque, car il posséde un pKa plus élevé que A".

@ Les espéces formées sont NH;* et TFA", qui sont solubles en phase aqueuse. On
observe alors un enrichissement de la phase aqueuse en sels. Or, le TFA est contenu dans la
phase mobile, il est donc introduit en continu dans le systeme analytique. Localement, NH;
finit par étre entierement neutralisé. Par conséquent, les équilibres acido-basiques se portent
sur I’analyte A", qui va étre protoné par le TFA nouvellement introduit.

@ Une fois protoné, ’analyte A devient soluble en phase organique mobile. 1l migre
donc vers la phase mobile et est entrainé plus loin dans le systéme analytique.

@ Au fur et & mesure de son parcours dans le systéme analytique, la gouttelette de
phase mobile s’appauvrit en TFA et s’enrichit en analyte A, jusqu’au point ou, localement,
I’acide trifluoroacétique est entiecrement consommeé dans la gouttelette. Les équilibres acido-

basiques se portent alors entre NH3 et A : I’analyte A va étre déprotoné par NHs.

@ L’ analyte A est déprotoné et passe donc dans la phase aqueuse, stationnaire, ce qui
stoppe sa progression. Il faudra attendre I’arrivée d’une nouvelle gouttelette de phase mobile,
riche en TFA, pour reprendre le processus & ’étape @) et ainsi permettre & I’analyte A de

poursuivre sa migration dans le systéme analytique.

Gréce a ce processus, les analytes ayant un pKa élevé (i. e. les acides faibles dans
notre exemple) sont élués en premier et les analytes présentant un faible pKa (i. e. les acides
forts) ensuite. Dans le cas d’extraits a purifier contenant de nombreux analytes différents, des
effets de compétition interviennent entre les analytes et jouent sur les équilibres acido-
basiques. A la suite de cet exemple, le couple TFA/NHz; comme déplaceur/reteneur a été
conservé pour les expériences de CPC que nous avons réalisees dans le cadre de ce projet de

these.

Par ailleurs, dans I’exemple que nous avons pris, nous sommes partis du postulat que
I’analyte A et sa base conjuguée A™ ne présentent aucune limite de solubilité dans la phase
mobile et stationnaire. Or, ce paramétre est fondamental et ne doit pas étre négligé pour que
les échanges entre les deux phases ne soient pas limitants. Nous avons donc réalisé une étude
préliminaire pour choisir un systeme biphasique permettant un partage différentiel des

métabolites extraits de Scleroderma citrinum.




3.2.2 Etude préliminaire de partage de I’extrait de Scleroderma citrinum

Pour réaliser I’étude de partage de I’extrait de Scleroderma citrinum, nous avons
travaillé sur la phase organique résultante de I’extraction liquide-liquide de I’extrait
méthanolique en milieu acide (cf Figure 25 — page 168). Le résidu sec a été dissous dans le
minimum de méthanol possible. 2,8 mL de cette solution ont été préleveés et répartis dans 14
tubes a hémolyse (i. e. 200 pL par tube a hémolyse), puis mis a sec. Par la suite, chaque tube a
hémolyse s’est vu attribuer un systeme biphasique, selon le schéma détaillé sur la Figure 66.
Sept solvants organiques ont été testés: le 2-méthyltétrahydrofurane (2mTHF), 1’acétate
d’éthyle (AcOEt), le toluéne, le diisopropyléther (DIPE), le butanol (n-BuOH), I’heptane et
un mélange toluéne + 15% de 1-propanol. En paralléle, deux phases aqueuses ont été testées :
H,O+NHj3 (pH = 11) et H,O+TFA (pH = 1). 1 mL de chaque solvant a été ajouté dans les
tubes & hémolyse.

D

H,0+NH, H,0+NH, H,0+NH,

ILO+TFA  HLO+TFA ILO+TFA ILO+TFA ILO+TFA H,0+TFA

Figure 66 — Schéma des tests de partage réalisés avec 7 solvants organiques d'extraction et 2 phases aqueuses.

Chaque tube a hémolyse est ensuite agité pour solubiliser I’extrait et permettre
d’atteindre 1’équilibre de partage, puis laissé une nuit a décanter (Figure 67). Cette opération
est répétée une fois. Ensuite, chaque phase est extraite du tube a hémolyse, séchée, puis
analysée par HPLC-UV-MS.
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Figure 67 — Photos des tests de partage réalisés sur 7 solvants organiques et 2 phases aqueuses, aprés une nuit a

décanter.

L’objectif de cette étude est d’observer le comportement des métabolites de I’extrait
en fonction du pH. Ainsi, nous souhaitons trouver une combinaison de solvants pour lesquels,
en milieu acide, la majorit¢ de I’extrait est soluble dans la phase organique, tandis qu’en

milieu basique, la majorité de I’extrait reste solubilisé dans la phase aqueuse.

Un premier tri parmi les différents solvants est réalisé en fonction de la solubilisation
de P’extrait. Ainsi, dans le cas de I’heptane, du toluene, du 2mTHF et du DIPE, des résidus
solides restent présents a I’interface des deux phases. On note que I’ajout de 1-propanol dans
le toluéne n’a pas permis d’améliorer de maniére significative la solubilisation de I’extrait. De
plus, ’émulsion créée par 1’agitation entre le toluéne et I’eau se révele difficile a briser. Par

conséquent, ces trois solvants sont abandonnés. Concernant les deux solvants restant (AcOEt




et n-BuOH), le controle visuel montre qu’en milieu basique, seul I’AcOEt permet une
inversion nette de la coloration des deux phases, effet qui est moins marqué avec n-BuOH.
Cette tendance est confirmée par I’analyse HPLC-MS des différentes phases.

Les chromatogrammes des analyses UV a 254 nm sont présentés sur la Figure 68 et la
Figure 69 pour I’AcOEt et les Figure 70 et Figure 71 pour le n-BuOH. Les chromatogrammes
1, 2 et 3 (Figure 68) présentent le contenu de la phase organique (i. e. AcOEt) en fonction du
pH de la phase aqueuse dans le systeme biphasique étudié, tandis que les chromatogrammes
4, 5 et 6 (Figure 69) présentent le contenu de la phase aqueuse. Ainsi, sur les
chromatogrammes 1, 2 et 3, on peut distinguer deux groupes de composés, le groupe A (qui
sort entre 7 et 11 minutes) et le groupe B (qui sort entre 23 et 33 minutes). On remarque que
le groupe A est présent sur les chromatogrammes de I’extrait d’AcOEt quand la phase
aqueuse est acide ou neutre, tandis qu’on le retrouve dans la phase aqueuse (groupe C)
lorsqu’elle est neutre (chromatogramme 5). Ainsi, le groupe C s’enrichit quand le pH de la
phase agqueuse augmente (chromatogrammes 4, 5 et 6). Par ailleurs, on remarque que le
groupe B est toujours présent dans la phase organique, quelgue soit le pH de la phase aqueuse

(chromatogrammes 1, 2 et 3).

€103 [DADT - B:Sig=254 040 Ref~cff EMG C_03 AcO (A0 2) 024 A
254 1 |
. | 1
1 |
1
15 1 \ i B
1 | I=~==-T=-r="-T7-17-I- |
1 ! 1 | 1
05 1 1 1 1
I, T U 1
b - 4 g |
10 |DAD1 - B:Sige254.0.4.0 Refecff EMG C_03 AcOEt (Aq B).d
25
2
i) B
14 T Tt Tt TTrTE 1
1 |
054 1 |
! 1
04
| N S N [SNUDUED | Y N N
x103 |DAD1 - B:Sig=254.04.0 Ref=off EMG C_03 AcOEt (Aq N).d A
25 | |
- ! I
2 | i
[ |
154 [} I 1 B
1 1 1= == 7T~ 7T"T7T" 1
9 I 1 1 1
05 [} ] 1 [} ) 1
‘!‘ |y | e o i S SV WP VR S P e e, St U 1LY X |
...... v Ml A ¥V N VAN B G A
0 t—a—F—1 1 S g ey e g g g g g 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 N 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 5 6 27 28 % N N 2 3B MU 3B 3% 37
Response Units vs. Acquisition Time (min)

Figure 68 — Chromatogrammes UV (254 nm) de I’analyse HPLC-MS de la phase organique (i. e. AcOEt) des

tests de partage de I’extrait de Scleroderma citrinum dans le systéme AcOEt/H,0.




x102 |DAD1 - B:Sig=254.0.4.0 Ref=off EMG C_03 Aq A (AcOEN)d

((4- H,0+TFA )

B R R e o

x102 |DAD1 - B:Sig=254.0.4.0 Ref=off EMG C_03 Aq B (AcOE#) d

Lo anwe o m e
oty A G n

. C (s- H,0+NH, )
‘ N !
i I
H I 'l | ‘\'1 |
3 | | I 1
2 | A |
e e e e e
.14
x102 |DAD1 - B:Sig=254.0,4.0 Ref=off EMG C_03 Aq N (AcOE!).d
C (Ce- o )

|

| ;
J&\L \M/Ai::_./‘l Lhm JLG-’\j IL,‘,\___F

Loeanmwroonde o
s el Pl il

0 1 2 3 4 L] 6 7 8 9 0 1" 12 13 14 15 1 17 18 19 20 21 2 23 24 25 2 27 28 29 30 3N 3¢ 33 M 3B 3B I
Response Units vs. Acquisition Time (min)

Figure 69 — Chromatogrammes UV (254 nm) de I'analyse HPLC-MS de la phase aqueuse des tests de partage de
I'extrait de Scleroderma citrinum dans le systeme AcOEt/H,0.

Dans le cas des tests de partage dans le butanol, les chromatogrammes 1, 2 et 3 (Figure
70) présentent le contenu de la phase organique (i. e. n-BuOH) en fonction du pH de la phase
aqueuse dans le systéeme biphasique étudié, tandis que les chromatogrammes 4, 5 et 6 (Figure
71) présentent le contenu de la phase aqueuse. Comme précédemment, on remarque la
présence du groupe B dans la phase organique, quelque soit le pH de la phase aqueuse
(chromatogrammes 1, 2 et 3). Par ailleurs, sur les chromatogrammes 1, 2 et 3, on peut
distinguer un groupe D (qui sort entre 4 et 11 minutes), qui s’apparente au groupe A par sa
gamme de temps de rétention et la présence de produits de rapports m/z communs et qui est
présent sur les chromatogrammes du n-BuOH quand la phase aqueuse est acide ou neutre,
tandis qu’on le retrouve dans la phase aqueuse (groupe C) lorsqu’elle est neutre
(chromatogramme 5). Ainsi, comme précédemment, on peut noter que le groupe C s’enrichit

quand le pH de la phase aqueuse augmente (chromatogrammes 4, 5 et 6).




x103 |DAD1- B:Sig=254.0.4.0 Ref=off EMG C_03 BuOH (Ag A) d D

1.754
1.25
0.754

0.254

x103 |DAD1 - B:Sig=254.0.4.0 Ref=off EMG C_03 BuOH (Ag B).d
2254

1.754
154 B
| e I B oo o o o e I N B E o o o e e o o e T e e e e

0.754
05
0.254

o RN S Y W A

x103 |DAD1 - B:Sig=254.0.4.0 Ref=off EMG C_03 BuOH (Aq N).d D

225

2] | . ( 3-1-BuoH )
1754 | |
! ! B
1254 | | =TT T 1

1 1 | 1 1
0.754 1 | 1 I
05 | | | 1
0.25 | i - \

1 gy s o sy, g 1 I—C|cD—S—_L-=4—2-=C [

6 1 2 3 4 5 & 7 & 9§ 1 1 12 13 14 15 16 17 18 fo 20 21 2 23 24 5 % 27 28 H B 3 2 B M B/ 3B I

Response Units vs. Acquisition Time (min)

Figure 70 — Chromatogrammes UV (254 nm) de I’analyse HPLC-MS de la phase organique (i. e. n-BuOH) des

tests de partage de I’extrait de Scleroderma citrinum dans le systéme n-BuOH/H,O.
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Figure 71 — Chromatogrammes UV (254 nm) de I'analyse HPLC-MS de la phase aqueuse des tests de partage de

I'extrait de Scleroderma citrinum dans le systéme n-BuOH/H,0.

Ces analyses valident partiellement notre hypothése initiale, car les composés des
groupes A et D changent effectivement de phase en fonction du pH, donc en fonction de leur

état de protonation, ce qui est en accord avec une nature ionisable acide. En revanche, il




apparait que le partage des composés du groupe B ne dépend pas du pH, puisqu’on les
retrouve exclusivement dans la phase organique. lls ne sont donc pas ionisables, ce qui n’est
pas compatible avec le principe du pH-zone refining que nous voulons appliquer sur I’extrait
de Scleroderma citrinum. Une étude plus approfondie montre que les composés du groupe B
n’absorbent pas a 410 nm, la longueur d’onde d’absorption a laquelle absorbent 1’acide
xérocomique, la sclérocitrine et les autres analogues de cette série chimique, qui sont les

composés Vvisés (Figure 72 et Figure 73).

Figure 72 — Comparaison des chromatogrammes UV a 254 nm et & 410 nm de l'analyse HPLC-MS de la phase

organique des tests de partage de I'extrait de Scleroderma citrinum dans le systéme AcOEt/H,0 + TFA.

Figure 73 — Comparaison des chromatogrammes UV a 254 nm et a 410 nm de l'analyse HPLC-MS de la phase

organique des tests de partage de I'extrait de Scleroderma citrinum dans le systéme n-BuOH/H,O + TFA.

Il semble donc que les composés du groupe B n’appartiennent pas a la famille de
composés que nous recherchons. Afin de Vérifier cette hypothése, nous avons réalisé une

deuxiéme extraction liquide-liquide avec une phase aqueuse basique (pH > 12), de facon a ce




que les composés du groupe B restent solubilisés dans la phase organique et que les composés
des groupes A et D passent dans la phase aqueuse (Figure 74). La phase organique choisie a
été I’acétate d’éthyle, afin de rester cohérent avec la premiére extraction, réalisée sur I’extrait
méthanolique de Scleroderma citrinum. L’analyse RMN de la phase organique obtenue (en
rose sur la Figure 74) montre des massifs uniquement dans la zone aliphatique, nous laissant
supposer que les composes du groupe B sont analogues a des lipides et a des stéroides. Ainsi,
a la fin de cette étude préliminaire, les métabolites d’intérét a purifier se trouvent dans la
phase aqueuse résultante (en bleu sur la Figure 74), sur laquelle s’est exclusivement concentré

le travail de purification par CPC.

Macération

Extrait MeOH

Evaporation
1

AcOEt / Eau + H,SO, (pH < 4)

AcOEt / Eau + NH; (pH > 12)

Figure 74 — Extraction retour des métabolites du champignon Scleroderma citrinum contenus dans la phase

organique (en rouge) par une phase aqueuse basique.

Ainsi, cette étude préliminaire de partage nous a permis de valider le principe d’une
purification de I’extrait de Scleroderma citrinum par pH-zone refining en sélectionnant deux
systéemes biphasiques équivalents : AcOEt/H,O et n-BuOH/H,O. In fine, pour garder une
certaine cohérence avec les différentes pré-purifications de I’extrait méthanolique de
Scleroderma citrinum par extractions liquides-liquides et en raison point d’ébullition élevé du

n-BuOH, nous avons choisi de travailler avec le systeme AcOEt/H,0.

3.2.3 Résultats et discussion

Grace aux études réalisées en amont de la purification et présentées dans les parties
3.2.1 et 3.2.2, nous avons décidé d’appliquer les paramétres suivants pour nos différents
essais de purification par CPC :




e Mode ascendant : e Débit : 2 mL/min

- Reteneur : H,O + NH3 e Volume des fractions : 10 mL/tube

-> Déplaceur : AcOEt + TFA

Dans tous les essais réalisés, nous sommes partis de 500 mg d’extrait Sec, provenant
soit de la phase organique obtenue apres la premiére extraction liquide-liquide (en rouge sur
la Figure 74), soit provenant de la phase aqueuse résultant de la deuxieme extraction liquide-
liquide (en bleu sur la Figure 74). Les 500 mg d’extrait sec sont solubilisés dans un mélange
de 1 mL d’acétate d’éthyle, 2 mL d’eau basique (pH = 9,2, par ’ammoniaque (28%)) et 140
puL d’ammoniaque (28%). L ensemble est agité, puis centrifugé. Une partie de I’échantillon
reste systématiquement sous la forme d’une émulsion stabilisée, qui est retirée. Puis
I’échantillon restant, limpide, est injecté en téte de colonne. L’optimisation des parametres de
purification a principalement porté sur les concentrations en reteneur et en déplaceur. Ainsi,
trois essais ont été realisés et montrent I’influence des concentrations en reteneur et déplaceur

sur la durée totale de la séparation (Tableau 16).

Entrées Extrait purifié Reteneur [NH3]  Déplaceur [TFA]  Durée de la séparation

Phase organique —

1. 1% extraction 10 mM 5mM 2 jours
Phase organique — 5 mM, puis .
2 1°® extraction 100 mM 20 mM apres 48 h 1 semaine
Phase aqueuse — .
3. 28Me o traction 20 mM 10 mM 3 jours

Tableau 16 — Récapitulatif des concentrations en reteneur et déplaceur testées lors de la purification par CPC de

la phase aqueuse résultante de la pré-purification de I'extrait de Scleroderma citrinum.

D’apreés ces essais, il apparait que lorsqu’on applique un ratio [NH3]/[TFA] de 2, la
purification de I’extrait dure entre 2 et 3 jours (entrées 1. et 3. du Tableau 16), tandis qu’un
ratio plus grand (entre 5 et 20) provoque un allongement disproportionné de la durée de la
séparation, qui n’est pas acceptable (1 semaine — entrée 2. du Tableau 16), d’autant plus que
les volumes de solvants impliqués (4,8 L de solvants pour 5 jours d’expérience) sont

conséquents. Le ratio [NH3]/[TFA] = 2 semble donc le plus pertinent dans notre cas.

L’analyse des différentes fractions obtenues a été réalisée par HPLC-MS : 100 uL de
chaque tube est prélevé, rassemblé par lot de 5 tubes, puis dilué dans 500 uL de méthanol et

enfin, analysé par HPLC-MS. Les conditions d’¢lution choisies sont celles mises au point

&)




pour I’extraction des métabolites de Scleroderma citrinum dans la partie 1.4 de ce chapitre
(page 171), i. e. une colonne Waters XBridge analytique avec 1’éluant H,O + NHsAc (20
mM)/ACN (5% a 100% en 20 minutes).

Suivant ces conditions, 1’analyse des différentes fractions obtenues lors des essais 1. et
3. (Tableau 16) a été effectuée. Parmi les résultats notables, 1’essai 1. nous a permis de ré-
isoler la sclérocitrine (3) (confirmée par la RMN *H), & hauteur d’environ 17 mg pour 500 mg
d’extrait sec : les chromatogrammes correspondants aux fractions I, J et K contenant la
sclérocitrine sont présentés sur la Figure 75.

Figure 75 — Chromatogrammes TIC (ESI-) et UV-vis (410 nm) des fractions I, J et K contenant la sclérocitrine

(3) (tr = 5,28 min) et spectre de masse correspondant au pic entouré en noir (entrée 1. du Tableau 16).

Par ailleurs, ’essai 3. nous a permis d’isoler un composé possédant le méme rapport

m/z que I’acide atromentique (i. . m/z = 339,0510 Da en mode négatif) dans les fractions J et




K. Les chromatogrammes correspondants sont présentés sur la Figure 76. Malheureusement,

ce composé a été isolé en quantité trop faible pour pouvoir étre caractérisé par RMN.

Figure 76 — Chromatogrammes TIC (ESI-) et UV (410 nm) des fractions J et K contenant un isomére de 1’acide
atromentique (tg = 9,03 min) et spectre de masse correspondant au pic entouré en noir (entrée 3. du Tableau 13).

La structure de 1’acide atromentique est rappelée.

Suite a ces trois essais et a la faible quantité d’isomeére de 1’acide atromentique isolé, il
aurait ¢té judicieux de lancer d’autres essais de purification par CPC sur une plus grande
quantité d’extrait. Malheureusement, nous étions limités par la faible solubilisation de
I’extrait en téte de colonne. Il aurait été nécessaire de travailler avec un systeme plus grand,
supportant de plus grandes quantités de solvants pour pouvoir purifier une plus grande
quantité d’extrait de Scleroderma citrinum. Face a cette limite et malgré les résultats
encourageants obtenus, nous avons choisi de ne pas poursuivre le développement de cette

technique de purification.

3.3 Conclusions

Au cours de ce doctorat, nous avons pu réaliser une étude plus approfondie que ce qui
est actuellement publié dans la littérature sur le champignon Scleroderma citrinum. Gréace a
I’utilisation des réseaux moléculaires et la mise au point de conditions HPLC adaptées, nous

avons pu isoler cing métabolites de ce champignon : la sclérocitrine (3), deux analogues de ce




dimere (334) et (335) et deux dipeptides (336) et (338), dont la structure est particulierement
inhabituelle dans le régne du vivant. A I’avenir, il serait intéressant de poursuivre ce travail en
recherchant, notamment, la présence d’autres dipeptides de ce type au sein de Scleroderma

citrinum.

Par ailleurs, nous avons réalisé la preuve de concept d’une purification de I’extrait
fongique par la technique de la chromatographie de partage centrifuge (CPC). Plus
précisément, nous avons travaillé en mode « pH-zone refining » pour que la séparation des
analytes s’effectue en fonction de leur pKa. Freinés par la faible solubilité¢ de I’extrait, nous
restons confiants dans le fait que reproduire ce travail avec un systéeme analytique plus grand
permettrait de valider pleinement I'utilisation de la CPC pour notre extrait de Scleroderma

citrinum.
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CHAPITRE 3 : ETUDE DU COMPORTEMENT DE L’ACIDE
XEROCOMIQUE EN MILIEU OXYDANT PAR L’INTERMEDIAIRE
DE MOLECULES MODELES ET ESSAIS DE DIMERISATION DE
L’ACIDE XEROCOMIQUE

1 UTILISATION ET DEVELOPPEMENT DE MOLECULES
MODELES DE L’ACIDE XEROCOMIQUE

Le Chapitre 1 de ce manuscrit a permis de mettre en évidence les différentes stratégies
de synthése élaborées au cours de ces trois années de doctorat pour réaliser la synthése totale
de I’acide xérocomique (7), notre objectif principal étant de confronter notre hypothese de
biosynthése de la sclérocitrine (3) par dimérisation de 1’acide xérocomique a la réalité
expérimentale. Les difficultés rencontrées sur cette partie du projet de thése nous ont incités a
mener, en paralléle, des travaux exploratoires, afin d’anticiper le comportement des molécules
de cette famille chimique en milieu oxydant et d’effectuer un premier tri parmi toutes les
conditions opératoires possibles présentes dans la littérature. Pour ce faire, nous avons suivi
deux stratégies : la premiere consistait a synthétiser un compose modele simple (360), proche
de I’acide xérocomique (7) ; la deuxiéme revenait a utiliser une série chimique différente,
comportant une fonction catéchol, mais de structure complexe et abondante, comme des
flavonoides (par exemple, la quercétine (361) et la (+)-catéchine (362), pour nous familiariser

avec ’oxydation et le suivi analytique des composés phénoliques (Figure 77).

Acide tétronique Flavonoides

Acide xérocomique (7)

oo oUn
. HO () :
i Quercétine :
: (361) OH |

o HO \ OH
OH WOH
HO/\/ HO i
o

: OH !
: HO/C(O\ ;
(+)-catéchine i
' OH

(362)

Figure 77 — Structures des molécules modéles choisies.




1.1 Synthése d’un substitut proche de I’acide Xxérocomique et essais de
dimérisation en conditions oxydantes

1.1.1 Synthése du substitut proche de ’acide xérocomique

Comme cela a été présenté dans le Chapitre 1 de ce manuscrit, la synthése totale
biomimétique de I’acide xérocomique requiert 8 étapes de synthése pour un rendement global
de 5,3%. Ce rendement étant relativement faible et le nombre d’étapes élevé, il était difficile
de synthétiser I’acide xérocomique en quantité suffisante pour I’utiliser comme maticre
premiere dans la synthése de la sclérocitrine et de la chalcitrine, d’autant plus que de
nombreuses étapes de cette synthése supportaient mal la montée en échelle et que nous avons
mis deux ans a trouver des conditions optimales de déprotection des fonctions phénols. Dans
I’objectif de rentabiliser les essais de dimérisation de ’acide xérocomique, nous avons décidé
de développer la synthése d’un substitut de structure proche, synthétisable en 3 étapes
maximum et comportant la partie réactive de 1’acide xérocomique, a savoir la fonction
catéchol. Le second critere de choix du substitut a synthétiser était aussi de pouvoir se laisser
la possibilité de post-fonctionnaliser le dimére obtenu en cas de succés lors d’essais de

dimérisation de ce méme substitut. Nous avons donc décidé de partir de la 4-méthoxy-2(5H)-
furanone (360) (Schéma 108).

AB (1,2 éq)
2 B, f Pd(PPhy), (0,04 éa) o
o NBS (1,2 éq) jf(/o Na,COj3 (2,4 éq)
B ——
ACN ; -30°C Dioxane/H,0 | o
MeO ; MeO .
€ 561 12h € 362) MW ; 150°C ; 5 min Meo” =
36D 94 % 45 % (363)
- N
[HMIM] [Br] | ax o
MW : 110°C ; 2h | 50
0
AB = OB(OH)Z P
(360) HO
Acide 3-(3.4-
dihydrophényl)tétronigue
\\ J

Schéma 108 — Synthése de I'acide 3-(3,4-dihydroxyphényl)tétronique (360) développée au cours de ce doctorat.

Dans un premier temps, la 4-méthoxy-2(5H)-furanone (361) est bromée grace au NBS

en reprenant les mémes conditions que pour la dihydroxybenzoquinone (275) (cf section




1.2.3.1 du Chapitre 1 — page 112). Aprés le traitement de la réaction, le brut réactionnel est
directement engagé dans un couplage de Suzuki-Miyaura pour fonctionnaliser le cceur
tétronique par I’acide 3,4-diméthoxyphénylboronique selon les conditions développées par
Song et al. en 2006.° Puis, les conditions de déprotection utilisées pour obtenir I'acide
xérocomique, ¢’est-a-dire un chauffage sous irradiation micro-ondes a 110°C pendant 2h dans
le [HMIM] [Br], ont été réemployées avec succes pour former I’acide 3-(3,4-
dihydrophényl)tétronique (360). Cette synthése répond a nos objectifs, car elle permet
d’obtenir en 3 étapes avec un rendement global de 15% un substitut proche de I’acide
xérocomique, et notamment de la partie que nous supposons impliquée dans le mécanisme de
synthése de la sclérocitrine et de la chalcitrine. Bien que le couplage de Suzuki-Miyaura et la
déprotection des fonctions phénols se déroulent sous irradiation micro-ondes, ce qui limite la
montée en échelle, le faible nombre d’étapes impliquées nous a permis d’obtenir rapidement
une quantité satisfaisante de matiere premiére pour essayer de le faire dimériser en conditions

oxydantes.

1.1.2 Essais de dimérisation de D’acide 3-(3,4-dihydroxyphényl)tétronique
(360) en conditions oxydantes

Pour mener a bien ce travail de synthése de diméres de I’acide 3-(3,4-
dihydroxyphényl)tétronique (360), nous avons voulu tester le plus grand nombre d’agent
oxydant possible sans nécessairement chercher a optimiser chaque protocole expérimental,
notre objectif étant, pour rappel, d’effectuer un premier tri parmi toutes les conditions
opératoires possibles présentes dans la littérature. Afin d’avoir rapidement une vision globale
de I’évolution des différents bruts réactionnels en s’affranchissant des limites d’un suivi par
CCM et de pouvoir détecter aisément les potentiels adduits issus de la dimérisation de I’acide
3-(3,4-dihydroxyphényl)tétronique (360), toutes les expériences ont été menées a 1’échelle
préparative et un suivi HPLC-MS a été systématiquement réalisé. Pour cela, des prélevements
ont été realisés a t = 0 min, 15 min, 30 min, 1h, 2h, 3h, 6h, 12h, 24h et 48h. Les purifications
des bruts réactionnels ont été menées par HPLC préparative. L’ensemble des conditions

expérimentales testées au cours de ce travail sont compilées dans le Tableau 17.




Entrées Réactifs Conditions Produits obtenus Réf.
. G.-a-G.

1. A(Sg% (%éooeg.))s Toluéne/H,0 Dégradation 281

92005 (5,0 €4. Reflux — 1h

(360) (1,0 eq.), ACN/H,0O Produits de haut poids moléculaire (200 — 400 85
2. Ks[Fe(CN)e] (5.0 €q.) t.a. — 96h Da) qui se dégradent rapidement

NaHCO; (5,0 éq.) o

(360) (1,0 éq.) ACN/H,0 ,

3 CAN (2.5 éq.) ta — 24ah Composé A (rdt < 5%) /
) Isomére du composé A (non isolé)

360) (1,0 éq. HCO,H/ACN . . Lo

4. ,(Agzo) Ez 5 Zg g 60°é _96h Produits de haut poids moléculaire (200 — 700 /
T Da), non isolables (rendement trop faible)

(360) (1,0 éq.) ACN/H,O : q 123
3 PIFA (2.5 éq.) ta. — 24 D ECEIE

(360) (1,0¢éq.) ACN/H,0 . .
6. PIDA (2.5 éq)) ta —24h Dégradation /
7 (360) (1,0 éq.) ACN/H,0 Produits de haut poids moléculaire (200 — 400 /

: NalO, (2,5 éq.) t.a. —24h Da) qui se dégradent rapidement
8 (360) (1,0 éq.) ACN/H,0 Traces de produits de haut poids moléculaire /
' DDQ (2,5 éqg.) t.a. —24h (200 — 400 Da), non isolables

Tableau 17 — Récapitulatif des conditions d'oxydation par un agent oxydant testées sur 1’acide 3-(3,4-

dihydroxyphényl)tétronique (360) (G.-a-G. : ajout goutte-a-goutte du substrat).

Au cours de ces différents essais, un seul produit a pu étre isolé et caractérisé. Sa

structure est détaillée sur la Figure 78.

(363)
Composé A

Figure 78 — Structure du produit d'oxydation de I’acide 3-(3,4-dihydroxyphényl)tétronique (360).

Ce composé A a été isolé uniquement lors de 1’essai d’oxydation de I’acide 3-(3,4-

dihydroxyphényltétronique (360) par le CAN (Tableau 17 — entrée 3.) et la méme masse a été

observée, avec le méme temps de rétention, lors des analyses HPLC-MS de 1’essai

d’oxydation par Ag,O (Tableau 17 — entrée 4.). Notre hypothese est qu’il se soit formé selon




le mécanisme proposé sur le Schéma 109 : dans un premier temps, en présence du CAN, la
sous-unité catéchol est oxydée en o-quinone. Deux additions de Michael séquentielles
peuvent ainsi avoir lieu : la premiére entre le carbone o d’une part et I’0-quinone d’autre part
permet de former la premiére liaison C-C entre les deux monomeres. Puis, une deuxieme
addition de Michael peut intervenir entre le cétol intermédiaire et 1’0-quinone reliée au
carbone o, formant ainsi la deuxiéme liaison C-C entre les deux monomeres. Par la suite, un

processus de réaromatisation par tautomérie permet d’aboutir au compose A (363).

[o] [Ox] o] x2
a
| o | o
HO HO
(360) (364)
(\
o | - Addiionde _ |
Michael
o | \_,/‘Z o)
~
OH HO (o]
0— (365
- (‘ ) . (364) (364)
Addition de
Michael

— Tautoméries —

Schéma 109 — Proposition de mécanisme pour la synthése du composé A (363).

Cette hypothese mécanistique est plutdt attrayante, car elle se rapproche des
hypothéses de biosynthése de la norbadione A (5), la badione A (6), la sclérocitrine (3) et la
chalcitrine (4) que nous avons postulées et présentées sur le Schéma 3 (page 42), a savoir
deux additions de Michael séquentielles a partir du groupement hydroxyle de I’acide
tétronique. La différence entre ces deux mécanismes postulés réside dans le fait que dans le
cas de la molécule modele, la premiere liaison C-C est formée par aldolisation directe (a partir

du carbone a), alors que dans le cas des diméres pulviniques (badione A, norbadione A,




sclérocitrine et chalcitrine), ¢’est un processus vinylogue qui intervient (la liason C-C est

formée a partir du carbone y) (Schéma 110).

! Modéle ' ! Hypothése de biosynthése ;

[Ox]
Acide déshydroxérocomique
(7a)
x2
A)
y (o] Addition de
Michael
(0]
a\ I (o)
o OH HO
(364)
(364)
Addition de
Michael

Précurseur commun aux diméres
d'acides pulviniques

[ oie b ———> Sclérocitrine ] «[ocrreccccecccconcnns

[ Voie ——— Chalcitrine J

Schéma 110 — Comparaison des mécanismes de dimérisation du modéle de I’acide xérocomique (a gauche) et de

la biosynthése des diméres pulviniques (a droite).

Nous pouvons également noter que cette réactivité differe de celle observée par W.
Steglich en 1985, lors de I’étude du comportement du méthylcatéchol (9) en milieu oxydant

(cf Schéma 2 — page 41). Rappelons que dans ce cas précis, le méthylcatéchol (9) était oxydé




en méthylquinone (10), puis une réaction de Diels-Alder se produisait entre deux
méthylquinones (10). Une deuxiéme oxydation par I’0-chloranile, suivie d’une cyclisation
permettait enfin d’aboutir au cceur central de la badione A.?®? Cette différence de réactivité
entre ces deux molécules modeles laisse entrevoir I’importance du groupement hydroxyle sur
I’acide tétronique dans le mécanisme de dimérisation. Il sera intéressant de développer ce
point a l’avenir en réitérant les essais d’oxydation de I'acide 3-(3,4-

dihydroxyphényl)tétronique (360) mais en masquant le groupement hydroxyle par exemple.

Les autres essais de dimérisation du composé (360) que nous avons réalisés ne se sont
pas révélés concluants. En effet, Iutilisation du carbonate d’argent (Tableau 17 — entrée 1.) et
de deux iodes hypervalents, PIFA (Tableau 17 — entrée 5.) et PIDA (Tableau 17 — entrée 6.)
n’a abouti qu’a la dégradation du substrat de départ des les 15 premieres minutes de réaction.
Cependant, les analyses HPLC-MS des essais d’oxydation avec le ferricyanure de potassium
(Tableau 17 — entrée 2.), NalO,4 (Tableau 17 — entrée 7.) et le DDQ (Tableau 17 — entrée 8.)
ont révélé la présence de produits ayant des masses intéressantes (i. e. comprises entre 200 et
700 Da) dans les différents bruts réactionnels. Ces compos€s n’ont pas pu €tre isolés en raison
de leur faible stabilité ou leur faible rendement, mais nous sommes confiants dans le fait de
pouvoir obtenir, a I’avenir, certains de ces composés en optimisant ces trois conditions

d’oxydation et les conditions d’¢lution des analyses HPLC-MS.

In fine, I’idéal serait, grace a ce travail de dimérisation de I’acide 3-(3,4-
dihydroxyphényl)tétronique (360), de pouvoir obtenir des modeles des cceurs centraux des
différents dimeres pulviniques décrits dans la littérature (i. e. des mode¢les des coeurs centraux
de la sclérocitrine (3), de la chalcitrine (4), de la badione A (6), de la norbadione A (5) et la
bisnorbadioquinone A (5°)). Les structures de ces diméres modeéles que nous ciblons sont

présentées sur la Figure 79.




Modéle de la sclérocitrine

(370)
(o]
Modéle de la
| o) bisnorbadioquinone A
X2 HO G74)
(360)

.......................

Ho_ 0X_

o O@ :
o | 0O OH
i O o

.......................

Figure 79 — Structures des ceeurs centraux potentiellement synthétisables par dimérisation de I'acide 3-(3,4-
dihydroxyphényl)tétronique (360).

Par la suite, une post-fonctionnalisation de ces molécules modeéles devra
nécessairement étre realisée pour achever la synthése totale de ces différents dimeres

pulviniques naturels ciblés.

1.1.3 Post-fonctionnalisations envisagées des diméres de !acide 3-(3,4-
dihydroxyphényl)tétronique (360)

Comme cela a été présenté dans I’introduction de ce chapitre (page 235), nous avons
décidé d’utiliser ’acide 3-(3,4-dihydroxyphényl)tétronique (360) comme molécule modele de
I’acide xérocomique (7) (et des acides pulviniques en général) dans le but d’anticiper le
comportement des molécules de cette famille chimique en milieu oxydant et de nous aider a
mieux comprendre les mécanismes en jeu. Au-dela de cet apport mécanistique et réactionnel,
il est possible d’envisager une valorisation de notre modéle en post-fonctionnalisant les

potentiels dimeres obtenus pour aboutir aux dimeres pulviniques ciblés, i. e. la sclérocitrine




(3) et la chalcitrine (4) qui sont les cibles synthétiques de ce travail de thése, mais aussi la
badione A (6), la norbadione A (5) et la bisnorbadioquinone A (5)).

Dans le cas des modeles des cceurs centraux des diméres pulviniques (cf Figure 79) ou
du composé A (363) synthétisé par dimérisation de I’acide 3-(3,4-dihydroxyphényl)tétronique
(360) (cf Figure 78), cette post-fonctionnalisation peut intervenir au niveau des groupements
—CH,— des acides tétroniques. Pour cela, nous envisageons de réemployer les protocoles
développés dans la littérature pour la synthése d’acides pulviniques a partir d’un coeur

tétronique pré-formé et qui ont été présentés dans la partie 1.1.1 du chapitre 1 de ce manuscrit
(page 99).

OH ) HO
HO-\ A=CO,R
RO,C Ar HO" Ar

Dimeére modéle
(CF3C0),0, DMAP (cat.)
Et;N, DCM

1) LIOH ou NaOH
2) KMnO,
3) HClI

Coeur central
dimere pulvinique
OH HO

1) NaH, benzéne
2) HPO(OMe), o
(1)

(MeO),Py ,,P(OMe)
2 \0 o, 2

Schéma 111 — Propositions de post-fonctionnalisation des dimeres de I'acide 3-(3,4-dihydroxyphényl)tétronique
(360), suivant la stratégie de T. Le Gall/C. Mioskowski?" '’ ou de G. Pattenden.’”®

Selon cette approche, une premiere voie de post-fonctionnalisation reviendrait a
réaliser une cétolisation, initiée par le n-BuLi ou le LDA, entre I’acide tétronique déprotoné
en position y et un ester pyruvique, selon le protocole proposé par C. Mioskowski et al. en

2008 et 2009'"® dans le cadre de la synthése des acides pulviniques et par S. A. Snyder et al.




en 2019 dans le cadre de la synthése totale de la chalcitrine.** Une deuxiéme voie de post-
fonctionnalisation possible consisterait & transformer les sous-unités tétroniques en

anhydrides maléiques (11)*% 3%

et a les faire réagir avec un diméthylphosphonate par réaction
de Wittig pour former un phosphonate de buténolide (111). Ce phosphonate de buténolide
pourra ensuite former le squelette pulvinique grace a une réaction d’Horner-Wadsworth-
Emmons avec ester pyruvique, selon le protocole développé par G. Pattenden en 1991%% (cf

Schéma 111).

Ces propositions de post-fonctionnalisation pourront étre testées sur tous les dimeres
de T’acide 3-(3,4-dihydroxyphényl)tétronique qui seront obtenus en quantité décente, qu’ils
soient précurseurs d’un dimere pulvinique naturel ou non. Ainsi, le composé A (363) qui a été
synthétisé dans la partie 1.1.2 de ce chapitre (page 238) pourra également étre sujet a ces

essais de post-fonctionnalisation.

1.1.4 Conclusions

En raison des difficultés rencontrées au cours de la synthése totale de I’acide
Xérocomique, nous avons été amenés a travailler sur un modéle de ce métabolite : I’acide 3-
(3,4-dihydroxyphényl)tétronique (360). Synthétisé en seulement 3 étapes avec un rendement
global de 15%, ce composé nous a permis de réaliser des essais de dimérisation en conditions
oxydantes a grande échelle pour effectuer un tri préliminaire parmi les conditions opeératoires
possibles présentes dans la littérature et également pour anticiper le comportement des acides
pulviniques en milieu oxydant. Ainsi, parmi les 8 conditions expérimentales testées au cours
de ce doctorat, seule I'utilisation du CAN comme oxydant nous a permis de synthétiser un
dimere, le composé A (363) (Figure 78), que nous avons pu isoler et caractériser. L hypothése
mécanistique que nous avons émise pour expliquer la formation de ce composé A comprend
une oxydation de la sous-unité catéchol en o-quinone, puis deux additions de Michael
séquentielles a partir du groupement hydroxyle de I’acide tétronique. Cette hypothese,
cohérente avec les hypothéses de biosynthése de diméres pulviniques qui ont été postulées au
laboratoire, nous conforte dans notre stratégie de synthese de la sclérocitrine (3) et de la
chalcitrine (4) par dimérisation de I’acide xérocomique (7). Nous pouvons également noter
que I’oxydation par Ag,O semble prometteuse, puisqu’un isomere du composé A a été détecté
par HPLC-MS, sans qu’il puisse étre isolé, ni caractérisé. Enfin, au-dela de la validation de la

pertinence de nos hypotheses mécanistiques, il sera possible, a I’avenir, de valoriser les




diméres de l’acide 3-(3,4-dihydroxyphényl)tétronique (360) obtenus par post-
fonctionnalisation des sous-unités tétroniques pour réaliser une synthése totale innovante de la
sclérocitrine (3) et de la chalcitrine (4) ou bien pour anticiper la structure de diméres
pulviniques naturels inconnus a I’heure actuelle. En suivant cette démarche, nous passerons
alors d’une stratégie de synthése biomimétique par dimérisation de I’acide xérocomique a une

synthese totale bioinspirée.

Il est & noter que ce travail de synthése et de dimérisation de I’acide 3-(3,4-
dihydroxyphényl)tétronique (360) a également éte perturbé par la crise du COVID-19, car
I’approvisionnement en produits chimiques et 1’accés aux outils classiques d’analyse (RMN et
HPLC-MS notamment) étaient particulierement difficiles. Par conséquent, en parallele de ce
travail, nous avons décidé de travailler également sur des molécules naturelles, ne conservant
que le motif catéchol, mais déja présentes en grande quantité dans les réserves du laboratoire,

a savoir la quercétine (361) et la (+)-catéchine (362).

1.2 Essais de dimérisation de la quercétine et de la (+)-catéchine en conditions
oxydantes

1.2.1 Présentation des deux molécules initiales

La querceétine (361) et la (+)-catéchine (362) sont deux polyphénols appartenant a la
classe des flavonoides. Ce sont des métabolites secondaires tres largement répandus dans le
regne végeétal et impliqués dans de nombreux mécanismes biologiques fondamentaux, comme
la fixation du diazote ou encore la pigmentation.'** Plus précisément, cette famille de
composes participe a la protection des systemes biologiques contre le stress oxydant. En effet,
ces composés polyphénoliques (Figure 80) sont des réducteurs, dont la particularité est de
réagir rapidement avec les ROS (Reactive Oxygen Species), c’est-a-dire les radicaux libres

provenant du métabolisme de 1’oxygéne au sein des organismes aérobies.”*

OH O OH

OH OH
HO o/z\CE HO o%(j
Quercétine OH (+)-catéchine OH

(361) (362)

Figure 80 — Rappel des structures de la quercétine (361) et de la (+)-catéchine (362).




Ainsi, la quercétine et la (+)-catéchine étant sujettes aux oxydations, cela en fait de

bons candidats pour étudier leur capacité a dimériser en conditions oxydantes.

1.2.2 Criblage de conditions oxydantes et structures des produits obtenus

Nous avons débuté cette étude par la quercétine et nous avons cherché a tester trois
modes d’oxydation différents : par un agent oxydant, par électrochimie et par photochimie. Il
est & noter que dans I’optique d’améliorer notre compréhension des mécanismes en jeu, NOUS
avons essayé de réaliser une hétérodimérisation entre la quercétine et le pyrocatéchol dans

certaines conditions.

Toutes les expériences ont été menées a I’échelle préparative, un suivi par HPLC-MS
a été systématiquement réalisé. Pour cela, des prélevements sont réalisés a t = 0 min, 15 min,
30 min, 1h, 2h, 3h, 6h, 12h, 24h, 48h. Les purifications ont été réalisées par HPLC
préparative. L’ensemble des conditions expérimentales testées au cours de ce travail sont
compilées dans le Tableau 18 (pour les essais d’oxydation par électrochimie), le Tableau 19
(pour les essais d’oxydation par un agent oxydant) et le Tableau 20 (pour 1’essai d’oxydation

par photochimie).

Entrées Réactifs Conditions Produits obtenus Réf.
O AR Traces de composés de masses
71
. e &9 ?{?5,26(‘1{ ih dimériques en HPLC-MS
_ ACN/H,0/MeOH'
2. T(f;l_lmggn /pKT—I_P%'),Y)S 8,9mA—ta.—1h Dégradation 322
3 4 2 4 Pt(+)/C(-)
Tampon pH = 1,78 ACN/H,0/MeOH'
3. (HsPO,/KH,PO,) 8,9mA —ta.—1h Composé A (rdt < 5%) 322
NacCl (0,1 M) Pt(+)/C(-)
ACN/H,0/MeOH'
Tampon pH = 9,64 . : 322
4, 8,9mA —ta.—1h Dégradation
(NaHCO3/Na2CO3) Pt(+)/C(-)
Tampon pH = 9,64 ACN/H,0O/MeOH'
5. (NaHCO4/Na,CO3) 8,9mA—ta.—1h Dégradation 322
NacCl (0,1 M) Pt(+)/C(-)

Tableau 18 — Récapitulatif des conditions d'oxydation par électrochimie testées sur la quercétine (361).

" En remplagant 1’ acétonitrile par I’acétone, seule la dégradation de la quercétine a été observée.




Entrées Réactifs Conditions Produits obtenus Réf.

Queesine (L) ey Traces de composés de masses 85

0 Ks[Fe(CN)e] (6,0 €q.) ACRRAD dimériques en HPLC-MS
NaHCO; (6,0 éq.) ta. —3h

Quercétine (1,0 éq.) DMSO , .
2 o-chloranil (2 éq.) 80°C — 1 semaine Degradation !
3 Quercétine (1,0 éqg.) Toluoekr)lseéﬁti:tegone Composé B (rdt < 5%) 287

' Ag,CO; (5,0 éq.)° Reflux — 30 min Masse d’un trimére en LC

Quercétine (1,0 éq.) THF distillé Compesé B (rdt < 5%) 123

4. ; B Traces de composes de masses
PIFA (1,0 éq.) t.a. —48h ] T
dimériques et trimériques en HPLC-MS

Quercétine (1,0 éq.) o

5. PIFA (1,0 éq.) T:'aF E"jtg'r']'e Compose B (rdt < 5%) 123
DIPEA (1,0 é9.) <

Quercétine (1,0 éq.) THF distillé ) . 123
6. PIFA (5,0 éq.) ta. - 48h Degradation

Quercétine (1,0 éqg.) GG

Pyrocatéchol (1,0 éq.) ; . ) 85

7. a ACN/H,0 < 59

Ka[Fe(CN)g] (6.0 éq.) o 32h Composé C (rdt < 5%)

NaHCO; (6,0 éq.)

Tableau 19 — Récapitulatif des conditions d'oxydation par un agent oxydant testées sur la quercétine (361) (G.-

a-G. : ajout goutte-a-goutte du pyrocatéchol).

Entrée Réactifs Conditions Produits obtenus Réf.
Quercétine (1,0 éqg.) G.-2-G
) NFI) yrzcitggo! ((1)'8269') MeOH/ACN Composé B (rdt < 5%) 211
:  MIEsACr LIV iz ey ) LEDs bleues Composé C (rdt < 5%)
4,4’-di-t-butylbiphényle (0,25 éq.) ta —24n

0,

Tableau 20 — Récapitulatif des conditions d'oxydation par photochimie testées sur la quercétine (361) (G.-a-G. :

ajout goutte-a-goutte du pyrocatéchol).

Les structures des produits obtenus au cours de ces différents essais d’oxydation sont

détaillées sur la Figure 81.

® Le carbonate d’argent est préparé extemporanément : 2AgNO; + Na,CO; > Ag,COs + 2NaNOs.
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Figure 81 — Structures des produits d'oxydation de la quercétine (361) obtenus.

Le composé A (376) correspond a I’addition 1,4 formelle d’une molécule d’eau en
position 2, suivie d’une oxydation en position 3. Ce composé a €été observé uniquement lors
des essais d’oxydation par électrochimie en milieu acide (Tableau 18, entrée 3.). Avec les
données dont nous disposons, nous ne pouvons pas proposer d’hypotheése mécanistique.
Toutefois, il est pertinent d’envisager qu’un mécanisme de nature radicalaire se soit produit.
Les composés B (377) et C (378) correspondent, quant & eux, a des produits d’oxa-Diels-
Alder, selon le mécanisme détaillé sur le Schéma 112.

OH O OH O
OH . o — oxa-Diels-Alder
HO o/z\©[ HO 0/\<I
Quercétine OH (379) (o)
(361)
O OH — ]
HO O OH
OH O OH HO
Y OH O
A (&) OH oH o)
- Réaromatisation - HO o o (379)
379
on (379)
OH ©
(o]

Schéma 112 — Mécanisme de la réaction d'oxa-Diels-Alder ayant abouti a la formation du composé B (377).

Le produit B (377), issu de I’assemblage de la quercétine (361) sur elle-méme, a été
obtenu lorsque Ag,CO3 ou le PIFA ont été utilisés comme oxydants (Tableau 19, entrées 3.,
4. et 5.). Lorsque le ferricyanure de potassium a été employé comme oxydant, le composé B

n’a pas pu étre isolé (Tableau 19, entrée 1.) ; en revanche, le produit de réaction croisee entre

@



la quercétine et le pyrocatéchol (i. e. le composé C (378)) a pu, lui, étre isolé (Tableau 19,
entrée 7.). De maniére intéressante, lorsque la réaction croisée entre la quercétine et le
pyrocatéchol a été réalisée par photochimie (Tableau 20), les deux composés B (377) et C
(378) ont pu étre isolés tous les deux.

Dans le cadre des essais sur la (+)-catéchine (362), nous avons uniqguement mené des
oxydations par un agent oxydant. Deux structures ont pu étre isolées, le composé D (380) et le
composeé E (381) (Figure 82). Il est & noter que ce composé E a déja éte isolé et caractérise

dans la littérature, il s’agit de la déhydrodicatéchine A, un métabolite que 1’on retrouve chez

138

de nombreux végétaux, comme le chéne vert (Quercus ilex L.)™ et le rosier des Cherokees

309

(Rosa laevigata)®*® ou encore dans certains fruits comme la pomme verte.*® Par ailleurs,

notons que ce métabolite a déja fait ’objet de travaux de synthese totale, que ce soit par voie
enzymatique (par le biais de peroxydases, laccases, tyrosinases!’® 74 2%62% g,
polyphénoloxydases'*? *") ou par voie chimique (initiée par AIBN ou AMVN,"’ DPPH,

Ks[Fe(CN)s]**®) ou encore par photochimie'**

OH

3 OH
' 2
o O o/Z\CEOH : °

S b
ud o Composé D \@(/3\0 OH

380
(389) (381)

Figure 82 — Structures des produits d'oxydation de la (+)-catéchine (362) obtenus.

En I’absence de ’insaturation en C,-Cs, la réactivité des substrats se trouve modifiée,
comparativement a la quercétine. Le composé D (380) correspond a un couplage aryle-aryle
radicalaire entre le pyrocatéchol et le cycle résorcinol de la (+)-catéchine. Quant au composé

E (381), il correspond lui aussi a un couplage aryle-aryle radicalaire de la (+)-catéchine sur

elle-méme entre le cycle résorcinol d’une part et le cycle catéchol d’autre part,®> 9 118128, 208

279 suivi d’une seconde oxydation permettant une addition d’oxa-Michael et une acétalisation

(Schéma 113).
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Schéma 113 — Mécanisme du couplage de la (+)-catéchine (362) sur elle-méme ayant abouti a la formation du

composé E (i. e. la déhydrodicatéchine A) (381).

Les conditions expérimentales que nous avons testées, au cours de ce travail de these,

sur la (+)-catéchine sont compilées dans le Tableau 21.




Entrées Réactifs Conditions Produits obtenus Réf.
(+)-catéchine (1,0 éq.) G.-a-G.
1. Ks[Fe(CN)s] (6,0 éq.) ACN/H,0 Dégradation 8
NaHCO; (6,0 éq.) TA-3h
. . Toluéne/Acétone
(+)-catéchine (1,0 eq.) g _ 287
2. ) Obscurité (GOMPOSENE
AGoCO: (5.0 €q.)° Reflux — 30 min peLiE
e ) G.-a-G.
(+)-catéchine (1,0 eq.) A ;
3. Pyrocatéchol (1,0 éq.) TOIUOES:é ﬁ\rti:tegone Composé D 287
Ag,CO; (5.0 €q.) Reflux — 30 min

Tableau 21 — Récapitulatif des conditions d'oxydation testées sur la (+)-catéchine (362) (G.-a-G. : ajout goutte-

a-goutte du substrat).

Les résultats obtenus au cours de ces essais sont relativement contrastés. En effet, bien
que des dimeres de quercétine et de (+)-catéchine aient été obtenus, ils correspondent a des
structures deja connues, décrites et synthétisées dans la littérature et ont été obtenus avec de
faibles rendements.® " 174 287. 319 Dang |e cas des essais sur la quercétine, les différents
modes d’activation testés n’ont permis d’observer qu’un seul mode de couplage de type oxa-
Diels-Alder.** Dans le cas de la (+)-catéchine, le couplage entre le cycle résorcinol et le cycle
catéchol s’explique par le fait que le caractére nucléophile du cycle résorcinol est plus marqué
que le cycle catéchol (alors sous la forme o-quinone) : ce modéle polyphénolique densément
fonctionnalisé nous a donc conduit a différents modes d’assemblage originaux.ﬁg’ 124 Ces
essais ont néanmoins eu le mérite de faire apparaitre le carbonate d’argent comme un oxydant
prometteur pour nos futurs essais sur 1’acide xérocomique, car il nous a permis d’obtenir des
dimeres de flavonoides a partir de nos deux substrats différents, ce qui n’a pas été le cas du
ferricyanure de potassium proposé par D. Trauner dans son exemple d’oxydation
désaromatisante pour la synthése de I’épicolactone® (section 3.2.1 de I’Introduction générale
— page 91). Ce réactif a montré sa capacité a former des quinones a partir de catéchol. Par
manque de temps, nous avons décidé d’arréter les essais d’oxydation de nos molécules

modeéles a ce stade et de démarrer les essais sur notre substrat principal : I’acide xérocomique.




2 ESSAIS DE DIMERISATION DE L’ACIDE XEROCOMIQUE EN
CONDITIONS OXYDANTES

2.1 Pré-requis sur la réactivité de I’acide xérocomique dans la littérature

Trés peu d’études ont été réalisées sur la réactivité des acides pulviniques, malgré
I’hypothése formulée par W. Steglich en 2004.° On peut seulement citer quelques
observations qui ont été faites dans les années 1970. Tout d’abord, il a été remarqué, lors de
collectes de champignons, que 1’endroit de la coupe devenait bleu au cours du temps, ce qui
est di 4 Poxydation des acides pulviniques au contact de I’air.??® Toujours selon une étude
datant de 1970, il a été noté que I’acide xérocomique (7) et son isomere, I’acide
isoxérocomique (333), ne présentent pas la méme réactivité en conditions oxydantes. En effet,
la fonction catéchol de I’acide xérocomique (7) s’oxyde en 0-quinone en presence de
Ks[Fe(CN)s]/NaHCO3, ce qui n’est pas le cas pour I’acide isoxérocomique (333). Et
inversement, en présence de Cu(OAc),/CH3CO;H, la fonction catéchol de I’acide
isoxerocomique (333) s’oxyde en o-quinone (permettant ainsi 1’addition-1,4 de I’acide
carboxylique sur 1’0-quinone générée pour former la xérocomorubine (387)), ce qui n’est pas

le cas pour I’acide xérocomique (Schéma 114).2%

K3[Fe(CN)e]*
NaHCOs,

_

réactions ultérieures
non explorées

—
—

Cu(OAc),
CH3CO,H

K3[Fe(CN)e]*
NaHCOs,

Cu(OAc),
CH3CO,H

e

Acide isoxérocomique (333) — - Xérocomorubine
(387)

* raucun solvant n'est spécifié.

Schéma 114 — Réactivité des acides xérocomique (7) et isoxérocomique (333) en condition oxydante par W.

Steglich. Le nombre d’équivalent des oxydants utilisés et le pH des solutions n’est pas spécifié.”®!




Cette différence de réactivité pose question, car les deux oxydants impliqués
(Ks[Fe(CN)sg] et Cu(OAc),) sont de structure proche (ce sont tous les deux des complexes de
métaux de transition) et présentent des potentiels rédox similaires (cf Tableau 22). Les auteurs

ne proposent d’ailleurs pas d’explication a ce fait.

Entrées Couples rédox Potentiel standard (V vs ESH) Réf.
1. NalO, (1047105)" 1,653 Ll
2. CAN 1,221 29
3. Ag,0/Ag" 1,173 285
4. o-chloranile 0,79 823
5. DDQ 0,741 246
6. p-chloranile 0,68 298
7 Ag,COy/Ag 0,47 286
8. [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* 0,36 280
9. Cu®*/Cu 0,34 286
10. PIFA -0,19 2%
11. PIDA -0,879 239

Tableau 22 — Récapitulatif des potentiels d'oxydo-réduction des réactifs impliqués dans les essais de
dimérisation de l'acide xérocomique (tous les potentiels sont donnés en V par rapport a 1’électrode standard a

hydrogéne, a 25°C et sous 1 bar)."
2.2  Essais d’oxydation de I’acide xérocomique

Gardant a I’esprit cette curiosité concernant I’acide xérocomique et son isomére, NOUS
avons essayé de tester une gamme diversifiée d’oxydants. Il est a noter que, comme pour
I’¢tude des flavonoides, toutes les expériences ont ét€¢ menées a 1’échelle préparative et un
suivi HPLC-MS a été systématiquement réalisé grace aux conditions mises au point

précédemment pour détecter I’acide xérocomique et la sclérocitrine au sein du champignon

' pKa (H10, / 104) = 1,70, donc lorsque NalO, est solubilisé & pH = 6 (pH de I’eau distillé utilisée), I’espéce
majoritaire est 10,4, le couple d’oxydo-réduction considéré est donc 10, / 105" : E° = 1,653 — 0,0591*pH (V vs
ESH). Donc, a pH =6, E(I04 /1057 = 1,298 V vs ESH.

Si pH < pKa, on considére que HIO, est sous la forme d’un adduit hydraté HIO4.2H,0 ou HslOs, le couple
d’oxydo-réduction considéré est donc HslOg / 105 et E° = 1,603 — 0,0295*pH (V vs ESH).

Y La demi-équation d’oxydo-réduction est : Ag,0O + 2H" + 2" &> 2Ag + H,0 et E° = 1,173 — 0,0591*pH (V vs
ESH). Donc, & pH = 6 (pH de I’cau distillé utilisée), E(Ag,O / Ag) = 0,818 V vs ESH.

Y Convertisseur de potentiels d’oxydo-réduction :  https://www.gamry.com/resources/electrochemical-

calculators-tools/convert-potentials-to-another-reference-electrode/




Scleroderma citrinum et présentées dans le Chapitre 2 de ce manuscrit (i. €. colonne XBridge,
gradient : H,O + NH;Ac (20 mM)/ACN).

Pour cela, des préléevements sont réalisés a t = 0 min, 15 min, 30 min, 1h, 2h, 3h, 6h,
12h, 24h, 48h. Ce suivi HPLC-MS avait pour objectif de détecter rapidement les potentiels
adduits issus de I’assemblage de 1’acide xérocomique, idéalement la sclérocitrine (M = 726,5
g.mol™), la chalcitrine (M = 682,5 g.mol™) et/ou la norbadione A (M = 678,5 g.mol™).

Enfin, les différents oxydants que nous avons choisi de tester sont les suivants :

- Kj3[Fe(CN)g], car, pour rappel, c’est grace a cet oxydant que D. Trauner a réalisé la
synthése totale de I’épicolactone par cycloaddition de type [5+2]%

- Ag.0, car, pour rappel, cet oxydant a été utilisé en 1985 par W. Steglich pour
réaliser le coeur central de la norbadione A lors d’une étude modéle®

- DDQ, car cet oxydant peut étre associé a des photosensibilisateurs dans le cadre
d’expériences en photochimie

- PIFA, comme exemple de I’action des iodes hypervalents sur I’acide xérocomique

- p-chloranile, pour pouvoir réaliser un suivi RMN de I’expérience

Les différentes conditions testées et les résultats associés sont rassemblés dans le
Tableau 23.

Premiérement, nous pouvons noter que dans aucune des conditions testées, il n’a été
possible de détecter, au cours du suivi HPLC-MS, la masse correspondant a la sclérocitrine, la
chalcitrine et la norbadione A. Certes, quelques masses comprises entre 600 et 800 Da
(correspondant a la gamme de masses des composés recherchés) ont pu étre détectées, mais
leur faible stabilité ne nous a pas laissé le temps de mettre au point des conditions HPLC

adéquates pour les isoler.




Entrées Réactifs Conditions Produits obtenus Réf.

Ks[Fe(CN)e] (5,0 éq.) ACN/H,0O Produits de haut poids moléculaire (600 85

o NaHCO; (5,0 éq.) t.a. —96h — 800 Da) qui se dégradent rapidement
ACN . . . .
. . Produits de haut poids moléculaire (600
2 DDQ (5.0 é.) C?O%S%Jg;i — 800 Da) qui se dégradent rapidement /
. ACN ] . . .
3 DDQ (5,0 éq.) LEDs bleues Produits de haut poids moleculaire (600 /
‘ Ru(bpy)sCl, (0,05 éq.) 0°C — 95h — 800 Da) qui se dégradent rapidement
4, Ag,0 (2,5¢€q.) Hg)?éﬂ’é&’\' Pas de conversion /
5 Ag,0 (5,0 éq. en 2 fois)" ACN Produits de haut poids moléculaire (600 /
: HCO,H (2,0 éq.) 60°C — 7h — 800 Da) qui se dégradent rapidement
) W HCO,H Produits de haut poids moléculaire (600
6. Ag,0 (5,0 €q. en 2 fois) 60°C — 7h — 800 Da) qui se dégradent rapidement /
G.-a-G.
7. PIFA (3,0 éq.) ACN/H,0 Dégradation "
t.a. —96h
8. o-chloranil (2,0 éq.) sSin[i)SFgﬁN / /

Tableau 23 — Récapitulatif des conditions d'oxydation testées sur I'acide xérocomique (7). L'acide xérocomique

est toujours introduit & 1,0 équivalent (G.-a-G. : ajout goutte-a-goutte de I'oxydant).

En revanche, a I’exception de ’entrée 4. (Tableau 23), I’acide xérocomique était
systématiquement entierement consommé. Cette conversion de 1’acide xérocomique est
presque immédiate, dés I’ajout de ’oxydant dans le milieu réactionnel, car des le prélevement
a t = 0 min, on détecte la forme oxydée de I’acide xérocomique (m/z = 353,03 Da). De plus,
nous avons suivi 1’évolution de I’aire sous la courbe TIC des pics correspondants a 1’acide
xérocomique (m/z = 355,05 Da) et de sa forme oxydée (m/z = 353,03 Da) au cours du temps
(Figure 83) et il apparait que 90% de I’acide xérocomique est consommé au bout de 10

minutes, tandis que 95% de sa forme oxydée présente at =0 min a également réagi.

" Le deuxiéme ajout est réalisé at = 20 min.
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Figure 83 — Graphe représentant la conversion de I'acide xérocomique (7) (m/z = 355,05 Da) et de sa forme

oxydée (7a) (m/z = 353,03 Da) au cours du temps lors de I'oxydation par Ks[Fe(CN)¢]/NaHCO; (Tableau 23,
entrée 1.).
Cette cinétique rapide pose la question du devenir de 1’acide xérocomique dans le brut
réactionnel, car aucune formation franche de produit n’a été détectée. Dans I’hypothése d’une

dégradation de I’acide xérocomique, nous aurions dd observer la présence de résidus avec un
rapport m/z plus faible, ce qui n’a pas été le cas non plus.

Nous nous sommes également posé la question de la polarité des potentiels
intermédiaires formés : en effet, il est possible qu’avec nos conditions d’¢lution (i. €. colonne

XBridge, gradient : H,O+NH4Ac (20 mM)/ACN), des composes trés polaires sortent dans le
pic d’injection, tandis que des compos¢s tres apolaires ne sortent qu’apres un lavage prolongé
de la colonne a I’acétonitrile. Cela pourrait expliquer que nous n’observions pas de formation
de produit. A titre d’exemple, dans le cas de I’oxydation par Ks[Fe(CN)s]/NaHCOs (entrée 1.

— Tableau 23), nous avons remarqué que le pic d’injection présente une forte absorbance a
410 nm (Figure 84), qui est la longueur d’onde d’absorbance spécifique de I’acide
xérocomique et de ses analogues. Nous avons donc décidé de passer nos échantillons sur une
colonne présentant un greffage plus polaire, comme la « Synergi Fusion-RP » de

Phenomenex”, afin d’augmenter la rétention des potentiels produits polaires piégés dans le pic
d’injection, malheureusement sans succes.

* https://www.phenomenex.com/synergi?culture=fr




Figure 84 — Chromatogrammes du TIC (en haut) et de I'UV a 410 nm (en bas) lors de I'oxydation de 1’acide
xérocomique par K3[Fe(CN)s]/NaHCO; (Tableau 23, entrée 1.).

Au vu des difficultés rencontrées pour comprendre les mécanismes en jeu, nous avons
essayé de réaliser un suivi RMN (entrée 8. — Tableau 23) de I’oxydation de I’acide
xérocomique dans 1’acétone-dg par le p-chloranile (un oxydant soluble dans les solvants
organiques usuels et ne possédant aucun proton). Malheureusement, dans ce cas aussi, nous
n’avons pas pu conclure sur I’évolution du brut réactionnel en raison de I’évolution peu
marquée des intégrations des massifs, de ’apparition de nouveaux massifs de nature inconnue
et de I’augmentation du bruit de fond. De plus, nous étions limités dans 1’échelle de travail en

raison de la faible solubilité de I’acide xérocomique.

Suite a ces différents essais, il n’a pas été possible de produire suffisamment d’acide
xérocomique dans les délais de ce doctorat pour pouvoir relancer une vague d’essais de
dimérisation avec de nouveaux oxydants, alors qu’il aurait été intéressant d’appliquer a notre
substrat les protocoles d’électrochimie et de photochimie développés pour la quercétine et la
(+)-catéchine. Par ailleurs, au cours de ces différents essais, nous n’avons pas eu 1’occasion de
tester 1’oxydation par le CAN, alors que ce réactif s’est révélé particulieérement pertinent lors
de I’étude de I’'acide 3-(3,4-dihydroxyphényl)tétronique (360), modele de I’acide
xérocomique, car il nous a permis de synthétiser un dimeére (noté composé A (363)) par
aldolisations successives. Cet oxydant devra donc étre testé en priorité lors des prochains
essais de dimérisation de 1’acide xérocomique. Enfin, comme lors de I’étude de I’acide 3-(3,4-
dihydroxyphényl)tétronique (360), le systéme Ag,O/HCO,H s’est révélé prometteur, car nous

avons pu observer la formation de produits de haut poids moléculaire par HPLC-MS. La




cinétique d’oxydation de I’acide xérocomique étant élevée (moins de 10 minutes) (cf Figure
83), il serait donc intéressant, a I’avenir, de réaliser ’oxydation de 1’acide xérocomique avec
ce systeme Ag,O/HCO,H, puis de filtrer le brut réactionnel au bout de 10 minutes pour en
retirer les sels d’argent et de laisser évoluer I’0-quinone ainsi formée en appliquant différentes
conditions expérimentales (par exemple, en appliquant différentes valeurs de pH). En effet, ce
type de protocole nous permettrait d’avoir accés a une plus grande gamme de conditions

expérimentales sans nous limiter aux conditions propres a un oxydant donné.
2.3 Conclusions

Au cours de cette partie du doctorat, nous avons testé de nombreuses conditions de
dimérisation sur différents substrats : deux polyphénols (I’acide xérocomique et ’acide 3-
(3,4-dihydroxyphényl)tétronique) et deux flavonoides (la quercétine et la (+)-catéchine). A ce
stade des recherches, les résultats les plus probants ont été obtenus pour I’acide 3-(3,4-
dihydroxyphényl)tétronique) et les deux flavonoides, car des diméres ont pu étre isolés et
caracterisés. Une analyse globale de ces différents resultats et de ceux rappelés dans la
littérature (cf section 3.2 de I’Introduction générale présentant les synthéses totales de
I’épicolactone, la preuisolactone A et la (-)-pérézopérézone — page 91) ne permet pas de
mettre en exergue un ensemble de conditions réactionnelles pouvant induire
systématiquement une réactivité de type cycloaddition [5+2]. Un début de rationalisation de
ces differents résultats a été proposé par D. Trauner quelques semaines avant la remise de ce
manuscrit : le travail de synthése de la preuisolactone A realisée par son équipe (et présentée
dans la partie 3.2.2 de I’Introduction générale de ce manuscrit — page 93) les a conduit a
mener une étude théorique des différents intermédiaires et états de transition rencontrés au
cours de cette synthése. Les calculs d’énergie libre indiquent clairement que le pH du milieu
réactionnel et la nature des contre-ions impliqués peuvent jouer sur la stabilité des
intermédiaires de synthése en abaissant leur énergie libre de prés de 40 kcal.mol™.3** Pour la
poursuite de ce projet, il sera donc judicieux, lors des prochains essais de dimérisation réalisés

au laboratoire, de contrdler systéematiquement ces deux parametres.

A P’avenir, il serait préférable de compléter, dans un premier temps, I’étude de 1’acide 3-
(3,4-dihydroxyphényl)tétronique avant celle de I’acide xérocomique en lui-méme, qui est
difficile a synthétiser a grande échelle, afin de voir si d’autres modes d’accrochage peuvent

étre favorisés en fonction des conditions réactionnelles choisies. Les potentiels dimeres

&)




obtenus pourront alors étre post-fonctionnalisés pour terminer la synthése totale de la
sclérocitrine et de la chalcitrine ou pour anticiper la structure de diméres pulviniques naturels

inconnus a ce jour.







CONCLUSION GENERALE







CONCLUSION GENERALE

1 RAPPELS DES OBJECTIFS FIXES EN DEBUT DE DOCTORAT

Dans le cadre de ces travaux de thése réalisés au sein de I’équipe Chimie des
substances naturelles du laboratoire BioCIS (université Paris-Saclay), notre objectif était de
proposer une voie de biosynthese cohérente de deux pigments fongiques complexes, la
sclérocitrine (3) et la chalcitrine (4), isolés en 2004 par 1’équipe de W. Steglich a partir des
champignons Scleroderma citrinum et Chalciporus piperatus.*®® Ces deux pigments
présentent des structures similaires : un ceeur central comportant des fonctions exclusivement
oxygénées, substitué par des groupements identiques correspondant a un autre métabolite
fongique également produit par Scleroderma citrinum et Chalciporus piperatus : 1’acide
xérocomique (7). Ce constat a pousse W. Steglich a supposer que la sclérocitrine (3) et la
chalcitrine (4) sont biosynthétisées par dimérisation de I’acide xérocomique (7), sans pour
autant le déemontrer expérimentalement. Au sein du laboratoire, cette supposition a été reprise
et retravaillée, afin d’aboutir a I’hypothése suivante : un seul et unique évenement oxydant se
produit en debut de biosynthése sur l’acide xérocomique, ce qui permet d’enclencher une

cascade réactionnelle isohypsique conduisant a la sclérocitrine et la chalcitrine.

L’approche que nous avons suivie, au cours de ce doctorat, pour valider cette
hypothése a été d’associer un volet de synthése avec un volet analytique : d’une part, le volet
de synthese consistait en la synthése totale biomimétique de I’acide xérocomique en
laboratoire, puis en 1’étude de son comportement en milieu oxydant ; d’autre part, le volet
analytique revenait a réaliser une étude approfondie des structures des métabolites produits

par le champignon Scleroderma citrinum, pour identifier des intermédiaires de biosynthese.




2 SYNTHESES TOTALES BIOMIMETIQUES ET ETUDE DE
L’ACIDE XEROCOMIQUE ET DE DERIVES PULVINIQUES

2.1 Synthése totale biomimétique de I’acide xérocomique (7) et de dérivés
pulviniques

Le premier objectif du volet de synthese a été atteint en réalisant la synthese totale
biomimétique de 1’acide xérocomique. Dans ce but, deux voies de synthese différentes ont été
étudiees :

€@ Dialkylation de I’oxalate de diéthyle par des groupements phénylacétonitriles,

suivie d’une hydrolyse acide des fonctions nitriles.

@ Couplages de Suzuki-Miyaura entre une p-benzoquinone et des acides

phénylboroniques, suivis d’une contraction de cycle en milieu acide.

Nous avons retenu la deuxiéme voie de synthese en raison de sa reproductibilité et des
meilleurs rendements obtenus, bien que le nombre d’étapes soit plus grand. Apres plusieurs
optimisations, la synthése totale biomimétique de 1’acide xérocomique (7) a été achevée en 8
étapes avec un rendement global de 5,3%. Cette voie de synthése s’est révélée suffisamment
robuste pour permettre la synthése d’autres acides pulviniques naturels, comme 1’acide
atromentique (48), ’acide variégatique (8), I’acide pulvinique (323) et I’acide pinastrique
(291). Notons par ailleurs que grace a la méthode de déprotection des fonctions phénols
utilisées au cours de cette synthése, nous avons également pu réaliser la synthése totale de
I’atromentine (2) et de la variégatine (326), deux terphénylquinones naturelles qui sont des

intermédiaires dans la biosynthese des acides pulviniques.

2.2 Etude des propriétés spectrales des intermédiaires de synthése

Au cours du développement de cette voie de synthése, certains intermédiaires, les
acides bistétroniques, ont révélé des propriétes optiques singulieres, ce qui nous a amenés a
réaliser une étude approfondie des caractéristiques d’absorbance et d’émission de ces acides
bistétroniques. Il est apparu que ces intermédiaires de synthése présentent une absorbance
maximale vers 425 nm, ils émettent vers 550 nm et leurs valeurs de rendement quantique de
fluorescence sont comprises entre 0,03 et 0,22. Ces propriétés photophysiques, similaires a

celles du standard de fluorescence employé (le Lucifer Yellow dilithium salt CH), nous

@




permettent d’imaginer plusieurs stratégies de valorisation ultérieures de ces composés, par
exemple leur utilisation dans des dispositifs OLEDs ou le développement de sondes de
fluorescence « on-off », dites reaction-based, pour 1’étude des milieux biologiques. Dans ce
but, plusieurs améliorations devront étre apportées a ces composés, notamment en termes de

solubilité.
2.3 Synthese totale de diméres pulviniques

Le volet de synthése totale de ce projet a été poursuivi par 1I’étude du comportement de
I’acide xérocomique en conditions oxydantes. Les différentes tentatives de dimérisation par
oxydation de I’acide xérocomique ne se sont pas révélées concluantes : aucun dimére n’a pu
étre isolé, bien que des composés ayant des masses compatibles aient été détectés dans les
bruts réactionnels par HPLC-MS. Notre objectif de réaliser la synthése totale de la
sclérocitrine et de la chalcitrine par dimérisation de 1’acide xérocomique n’a donc pas été

atteint.

Pour tenter de mieux comprendre les mécanismes en jeu lors du processus de
dimérisation, nous avons décidé de travailler avec trois molécules modeéles de 1’acide
xérocomique (7) présentant I’avantage d’étre proches structurellement parlant ou facilement
accessibles.  Ainsi, nous avons choisi un acide tétronique (I’acide 3-(3,4-
dihydroxyphenyl)tétronique) (360), synthétisé en 3 étapes, au cours de ce doctorat, avec un
rendement global de 15%) et deux flavonoides commerciaux (la quercétine (361) et la (+)-
catéchine (362)). Les essais de dimérisation en conditions oxydantes de ces molécules
modeéles ont été plus fructueux et pour chacune de ces molécules, un dimére a pu étre isolé.
Les structures de ces dimeres et les conditions expérimentales associées sont rassemblées sur
le Schéma 115. Les deux dimeres de flavonoides obtenus sont des composés déja répertoriés
et caractérisés dans la littérature et leurs mécanismes de synthése sont connus. En revanche, la
structure du dimére d’acide tétronique est innovante. Le mécanisme impliqué est proche de
celui gque nous avons postulé pour la biosynthese de la sclérocitrine et de la chalcitrine, a
savoir : une oxydation de la sous-unité catéchol en o-quinone, suivie de deux additions de
Michael successives entre les cycles aromatiques. Néanmoins, il s’en détache par la
localisation des deux liaisons formées entre les cycles aromatiques. Cette proximité
mécanistique tend a valider notre hypothése de biosynthese de la sclérocitrine et de la

chalcitrine. D’autres expériences devront néanmoins étre menées a 1’avenir pour compléter ce
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résultat préliminaire, afin, notamment, de voir si d’autres modes d’accrochage peuvent étre
favoriseés en fonction des conditions réactionnelles choisies. Des essais de post-
fonctionnalisation des potentiels dimeres obtenus pourront alors étre réalisés, afin de proposer
une voie de synthese innovante de diméres pulviniques de la méme série chimique que la

sclérocitrine et le chalcitrine, qu’ils soient naturels ou non.

OH
HO. .
CAN (2,5 éq.
o (2.5 ¢a) Post-fonctionnalisations
ACN/H.O possibles des coeurs tétroniques
| O 2
{ ta., 24h
Acide 3-(3,4-
dihydroxyphényl)tétronique
(360)

Ag,CO5 (5,0 éq.)

OH O

3_OH Toluéne/Acétone o

OH Reflux ; 30 min 3 (o) OH
| 2

Quercétine OH PIFA (1,0 éq.)

(361) DIPEA (O ou 1,0 éq.) Composé B
(377)

THF distillé ; t.a. ; 48h

OH

3wOH Ag5CO; (5,0 éq.)
OH -
HO oﬁ Toluéne/Acétone HO
(+)-catéchine OH Reflux ; 30 min

(362)

Schéma 115 — Récapitulatif des conditions de dimérisations fructueuses utilisées au cours de ce doctorat.

A la lumiére des études complémentaires qui auront été réalisées sur le comportement
de T’acide 3-(3,4-dihydroxyphényl)tétronique (360) en conditions oxydantes, il sera alors
possible de reprendre les essais de dimérisation de 1’acide xérocomique (7) en reprenant
préférentiellement les conditions expérimentales qui auront été fructueuses pour le composé
(360). En parallele de ces travaux synthétiques nous renseignant sur la validité des hypotheses
de biosynthese de la sclérocitrine et de la chalcitrine que nous avons formulées, nous avons
également cherché a réaliser une étude approfondie des structures des métabolites produits par

le champignon Scleroderma citrinum, pour identifier des intermédiaires de biosynthése.

@



3 ETUDE DES METABOLITES PRODUITS PAR LE CHAMPIGNON
SCLERODERMA CITRINUM

3.1 Extraction et développement de conditions HPLC-MS adéquates

L’analyse des métabolites produits par Scleroderma citrinum a été réalisée a partir
d’un lot de 3,7 kg de champignons frais, et plus précisément, sur les enveloppes des
champignons débarassées de leurs spores, récoltés en Bretagne (56310 Quistinic) a la
Toussaint 2018. Le brut d’extraction méthanolique obtenu a ensuite été dépouillé de ses
composés les plus polaires (les glucides et les acides aminés principalement) par extraction
liquide-liquide. Puis, la phase organique obtenue a été pré-fractionnée en aveugle par
chromatographie en phase normale (DCM/MeOH + 1,0% HCO,H). Quinze fractions ont ainsi
pu étre formées, puis analysées par HPLC-MS. Les conditions classiques d’analyse par
HPLC-MS (a savoir, un éluant ACN/H,O + 0,1% HCO,H) se sont révélées inadaptées aux
caractéristiques de notre extrait. Nous avons donc décidé de jouer sur les états de protonation
des métabolites de I’extrait pour faciliter leur élution, ce qui nous a conduit, aprés plusieurs
optimisations, a travailler en mode négatif, avec une colonne XBridge et I’éluant ACN/H,0 +
NHsAc (20 mM). L’acétate d’ammonium a ¢été choisi dans le but de maintenir la phase
aqueuse a pH = 7, afin de travailler avec les bases conjuguées des acides carboxyliques
présents au sein de I’extrait. Grace a ce travail préparatoire, il a été ensuite possible d’utiliser
I’outil des réseaux moléculaires, une méthode classique de déréplication en chimie des

substances naturelles.

3.2 Déreplication par réseau moléculaire et isolement de métabolites par HPLC
préparative

Basés sur I’analyse HPLC-MS/MS des composants d’un extrait et la comparaison de
leurs fragments, les réseaux moléculaires forment un outil puissant pour I’analyse rapide des
constituants d’un extrait. Au cours de ce travail de thése, nous avons donc utilisé cet outil
pour réaliser une étude approfondie des métabolites produits par le champignon Scleroderma
citrinum. En combinant les points forts des deux plates-formes développées a ce jour (GNPS
et MetGEM), nous avons pu dépasser certaines limites, notamment le fait que la majorité des
bases de données de molécules naturelles ont été réalisées par ionisation en mode positif,
alors que notre extrait de Scleroderma citrinum pouvait étre analysé uniquement en mode

négatif. Grace aux réseaux annotés obtenus, nous avons pu cibler, isoler et caractériser cing




metabolites fongiques :

la sclérocitrine (3), deux analogues de ce pigment (la méthyl-

sclérocitrine A (334) et la méthyl-sclérocitrine B (335), que nous soupgonnons étre des

artéfacts d’extraction), ainsi que deux dipeptides (336) et (338), dont la particularité est de

présenter un ancrage peptidique rare, sous la forme d’une urée (Figure 85).

HO

HO

Méthyl-sclérocitrine A (334)

[Scleroderma citrinum]

Dipeptides (336) et (338)

HO

Sclérocitrine (3)

Figure 85 — Rappel des structures des cing métabolites fongiques isolés a partir de Scleroderma citrinum.

Rappelons que les dipeptides que nous avons isolés appartiennent a un cluster du

réseau moléculaire sur GNPS (Figure 35 — page 185), il est donc possible que d’autres

dipeptides de ce type soit produits par Scleroderma citrinum. A I’avenir, il sera intéressant de

poursuivre ce travail de purification pour les rechercher et les caractériser, en nous focalisant

principalement sur les fractions FO a F6 qui contiennent la majorité des composés de notre

extrait (Figure 86). Il est cependant nécessaire de garder a 1’esprit que le processus de
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« clusterisation » des composés de I’extrait en réseau moléculaire a été perturbé par la
formation d’adduits acétate au cours de 1’élution HPLC-MS, ce qui constitue une deuxieme

limite majeure de I’utilisation de 1’outil des réseaux moléculaires.

Scleroderma citrinum
(3,7 ka)

Macération

. Extrait MeOH

Evaporation
1

AcOEt / Eau + H,SO, (pH < 4)

SiO, | DCM : MeOH + 1,0 % AF
(100 : 0 — 0 : 100)
I
ooy vy Yy

(570 mg){1081 mg) (901 mg) (627 mg) (303 mg) (182 mg) (60 mg) (75 mg) (16 mg) (124 mg) (58 mg) (51 mg) (245 mg) (237 mg) (275 mg)
| | |
HPLC HPLC HPLC HPLC HPLC HPLC HPLC HPLC HPLC

]
¢
Dlpeptlde C Methyl-scleromtrme A
Dlpeptlde D Methyl-scleromtrlne B

Figure 86 — Rappel du schéma récapitulatif de I'isolement de 5 métabolites de Scleroderma citrinum. Les

purifications par HPLC ont été réalisées sur colonne XBridge, avec 1’éluant ACN/H,O + NH;Ac (20 mM).

Malgré I’isolement et la caractérisation de ces cinq métabolites fongiques dont un
squelette dipeptidique inhabituel (Figure 85), le bilan de cette étude des métabolites de
Scleroderma citrinum reste mitigé, car nous n’avons pas réussi a atteindre notre objectif
d’isoler des dimeéres pulviniques ou des métabolites intermédiaires dans la biosynthese de la
sclérocitrine. Nous ne pouvons donc pas nous prononcer sur la cohérence des hypothéses de
biosynthése de la sclérocitrine que nous avons formulées dans la section 1.3 de I’Introduction
générale, ce qui était notre but premier. Certes la crise du COVID-19 a fortement perturbé la
réalisation de cette partie du projet de these, mais cela peut aussi s’expliquer par la complexité
du brut d’extraction et les difficultés analytiques qui en découlent : en effet, les conditions
d’élution que nous avons mises au point sont spécifiques a la sclérocitrine et a I’acide

xérocomique, mais elles ne sont peut-étre pas adaptées aux autres métabolites présents dans




notre extrait. Cela peut également étre dd a une faible production de métabolites de la part de
Scleroderma citrinum, ou encore d’une convergence du métabolisme vers la production

exclusive de sclérocitrine.
3.3 Purification par chromatographie de partage centrifuge

L’étude du champignon Scleroderma citrinum, présentée dans la partie précédente, a
pu étre réalisée grace a I'utilisation itérative de I’'HPLC préparative pour la purification des
différents métabolites ciblés. En paralléle de ces travaux, nous avons également appliqué la
chromatographie de partage centrifuge (ou CPC), une technique prometteuse pour la

purification de bruts d’extraction complexes.

Au cours de ce doctorat, nous avons pu réaliser la preuve de concept d’une
purification de notre extrait méthanolique de Scleroderma citrinum par cette technique en
travaillant en mode « pH-zone refining » pour que la séparation des analytes s’effectue en
fonction de leur pKa. Aprés optimisation, le systéme de solvants choisi est le suivant : AcCOEt
+ TFA (10 mM)/H,0 + NH3; (20 mM), I’acide trifluoroacétique jouant le role de déplaceur et
I’ammoniaque celui de reteneur. Grace a ce systéeme de solvant, nous sommes capables de
purifier, en une seule injection, un extrait sec de 500 mg en 3 jours. Cependant, en raison de la
faible solubilité de I’extrait, nous n’avons pu isoler des fractions suffisamment importantes
pour pouvoir les caractériser, par la suite, par RMN. Nous restons malgré tout confiants dans
le fait que reproduire ce travail avec un systéeme analytique plus grand permettra de valider

pleinement 1’utilisation de la CPC pour notre extrait de Scleroderma citrinum.




PARTIE EXPERIMENTALE







PARTIE EXPERIMENTALE

1 GENERAL INFORMATION

All reactions were carried out under air atmosphere unless otherwise noted. THF was distilled
under argon over sodium and benzophenone. Unless otherwise noted, all reagent-grade
chemicals and other solvents were obtained from commercial suppliers and were used as
received. For silica gel chromatography, the flash chromatography technique was used, with
Merck silica gel 60 (230-400 mesh) and p. a. grade.

Electrochemical reactions were done with ElectraSyn 2.0 Package IKA. IR spectra were
recorded with a Vector 22 Bruker spectrometer or with an IRAffinity-1S Shimadzu
spectrometer. The NMR spectra were recorded on Bruker a AM-400 (400 MHz) or a AM-300
(300 MHz) apparatus. HR-ESI-MS and HPLC-MS were run using Electrospray lonization
(ESI) on a QToF 6530 Agilent Technologies spectrometer with a Sunfire® analytical Cyg
column (150 x 2.1 mm ; 3.5 um, Waters) or with a XBridge® C18 column (150 x 2.1 mm ; i.
d. 3.5 um, Waters). Xselect® and XBridge® analytical C1s column (19 x 150 mm ; i. d. 5 um)
were used for preparative HPLC separations using a Waters Delta Prep equipped with a
binary pump (Waters 2525), a UV-visible diode array detector (190-600 nm, Waters 2996).
For photophysical study, UV and emission spectra were recorded on Varian Cary 300 Bio

UV-Visible Spectrophotometer and Pekin-Elmer Luminescence Spectrometer LS 50B.




2 EXPERIMENTAL DATA

2.1 Bistetronic acids synthesis by J. Volhard/P. Bischoff’s method

2.1.1 Condensation of phenylacetonitrile on diethyloxalate

2.1.1.1 Sequential condensation

t-BuOK (2.0 eq )
EtO OEt + /©/\ OEt
THF
255 (254)

Reflux; 1h30  MeO (273)

3,4-(OMe)-Ar-CH,-CN (1.0 eq.)
CN OH OMe CN OH OMe tBuOK (2.0 eq.)
THF ; Reflux ; 3h
OMe
OH CN OH CN
MeO

(256a) (266a)

To a solution of 2-(4-methoxyphenyl)acetonitrile (254) (1.0 eq., 3.1 mmol, 420 pL) and
diethyloxalate (255) (1.0 eq., 3.1 mmol, 420 pL), t-BuOK (2.0 eq., 6.2 mmol, 694 mg) in
THF (10 mL) was added and the solution turned to bright yellow. The mixture was stirred at
reflux for 1h30. Then, 2-(3,4-dimethophenyl)acetonitrile (265) (1.0 eq., 3.1 mmol, 500 mg)
and t-BuOK (2.0 eq., 6.2 mmol, 694 mg) in THF (10 mL) were added to the mixture and the
solution turned to bright orange. The mixture was stirred at reflux for 3h. After cooling, the
reaction crude was concentrated to dryness and crude product was purified by flash
chromatography (Petroleum ether/CH,CI, : 2:8) affording dissymmetric compound (266a) as
an orange amorphous solid (yield : 24%) (cf description page 276), symmetric compound
(256a) as an orange amorphous solid (yield : 12%) (cf description page 277) and compound

(273) as an orange amorphous solid (cf description bellow).




- Ethyl 3-cyano-3(4-methoxyphenyl)-2-oxopropanoate (273)

Chemical formula : Ci3H13NO,

Molecular weight : 247.25 g/mol

e HNMR 6 ppm (400 MHz, chloroform-d;) : 7.81 (dt, J = 9.0, 2.1 Hz, 2H, Hy4 Hg),
6.90 (dt, J = 9.0, 2.1 Hz, 2H, Hy Hs), 4.47 (g, J = 7.1 Hz, 2H, Has), 3.79 (s, 3H, Hag),
1.43 (t, J=7.2 Hz, 3H, Hie) ;

e BC NMR & ppm (101 MHz, chloroform-dy) : 163.3 (Cy2), 160.1 (C,), 147.7 (C1o),
130.6 (2C, Cg4, Cg), 123.4 (Cs), 117.35 (Cy), 113.9 (2C, Cy, C3), 96.7 (Cy), 64.4 (Ci5),
55.3 (Cz), 13.9 (Cye) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 3363, 2958, 2839, 2218, 1708, 1604, 1512, 1465, 1442, 1421,
1400, 1375, 1340, 1311, 1296, 1255, 1213, 1182, 1116, 1068, 1016, 864, 835, 808,
785 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 248.0933, calculated for C13H1sNO," : 248.0917.




= 2-(3.4-dimethoxyphenyl)-5-(4-methoxyphenyl)-3,4-dioxohexanedinitrile (266a)

Chemical formula : C,;H;gN,05

Molecular weight : 378.12 g/mol

Full description could not be done, because of non-reproducibility of the reaction.

e HNMR 6 ppm (200 MHz, chloroform-d,) : 7.76 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Hg, Hg), 6.85
(d, J = 8.9 Hz, 2H, Hy Hs), 6.81-6.73 (M, 3H, H17, Hao, Ha1), 3.78 (s, 3H, OCHs), 3.77
(s, 3H, OCH3), 3.73 (s, 3H, OCHs) ;

e IR (neat)vmax cm™ : 3566, 3373, 3095, 3003, 2837, 1695, 1643, 1600, 1583, 1560,
1440, 1409, 1253, 1184, 1139, 1097, 1024, 989, 948, 852, 827, 806, 796, 761, 661,
634 ;

e HRMS (ESI +): m/z [M+H]" : 379.1352, calculated for Cy;H1oN,Os" : 379.1288 ;
[MM+H]" : 757.2444, calculated for C4oH37N4O10" : 757.2504.




- 2,5-bis(4-methoxyphenyl)-3.4-dioxohexanedinitrile (256a)

CN OH 21019 °\
1447
Ner
\o > OH CN

p 3 1" 15
(256a)

Chemical formula : CyyH16N,04

Molecular weight : 348.36 g/mol

Full description could not be done, because of non-reproducibility of the reaction.

e HNMR 5 ppm (200 MHz, chloroform-d;) : 7.21 (d, J = 8.5 Hz, 4H, Hs, Hg, Hi7,
H21), 6.88 (d, J = 8.7 Hz, 4H, Hy Hs, His, Hap), 3.78 (S, 6H, Has Hog) ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 349.1242, calculated for C,;H;9N,Os" : 349.1183 ;
[MM+H]" : 697.2267, calculated for C4oH33N4Og" : 697.2293.




2.1.1.2 Synthesis of compound (267a)

3,6-bis(3,4-dimethoxyphenyl)-furo-[3,2-b]-furan-2,5-dione (267a)

(o]
MeO EtONa (2 eq.
OEt CN (2eq.)
EtO
o MeO EtOH abs.
Reflux ; 18h
(255) (265)

Chemical formula : CyHyoN,Og

Molecular weight : 408.41 g/mol

Full description could not be done, because of non-reproducibility of the reaction.

e HRMS (ESI +): m/z [M+H]" : 409.1424, calculated for CyH,1N,Og" : 409.1394 ;
[MM+H]" : 817.2575, calculated for C44H41N4O1,": 817.2715.




2.1.2  Sulfuric hydrolysis of nitrile function and ring contraction

CN O Z A 1) H,SO, conc., H,O + AcOH
| Reflux ; 12h
N NS
|// O CN 2) Ac,0 ; Reflux ; 1h30

MeO

To an orange solution of methoxyphenyl-3,4-dioxohexanedinitrile (1.0 eq., 2.6 mmol)
dissolved in H,O/AcOH (5:5 v/v), concentrated H,SO,4 (5 mL) was added dropwise : at each
drop, the solution turned from orange to red. The mixture was heated to reflux for 12h. After
cooling, a brown solid was collected by filtration and dissolved in Ac,O (100 mL). The new
solution was heated to reflux for 1h30. Then, the reaction mixture was filtrated, affording the
corresponding bistetronic acid as an orange amorphous solid. Further purification by
trituration in octane delivered pure product (yield : 11% for compound (258), 12% for
compound (271) and 18% for compound (272)).

List of compounds synthesized by this procedure :

(258) OMe

Description page 326 Description page 328 Description page 332




2.2 Synthesis of pulvinic acids

2.2.1 (3,4-dibenzyloxyphenyl)boronic acid synthesis

2.2.1.1 Bromination of catechol

OH OH
OH NBS (1.1 eq)

ACN ;-30°C ; 12h
(302) Br (303) Br (390)

To a stirred solution of the catechol (302) (1.0 eq., 4.4 g, 40 mmol) in acetonitrile (30 mL),
NBS (1.1 eq, 7.5 g, 42 mmol) was added at -30°C. Once the addition is complete, the solution
was allowed to warm up to room temperature and stirring was maintained overnight. Then,
0.5 eq of NBS was added and the mixture was stirred for 30 min more. Then, the mixture was
poured into water and extracted with Et,O. The organic layers were washed with a 10%
aqueous solution of Na,SOs, dried over MgSO, and concentrated under pressure to afford
crude product as a brown oil. The crude product was used in the next step without further
purification. A purification by flash chromatography (C18 - H,O + 0.1% formic

acid/CH3CN : 8:2) was performed to produce a clean sample to authenticate the structure.

-> 4-bromocatechol (303)

Br (303)

Chemical formula : CgHsBrO,
Molecular weight : 189,01 g/mol

e HNMRS ppm (400 MHz, methanol-d,) : 6.88 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Hy), 6.77 (dd, J =
8.4,2.3 Hz, 1H, H,), 6.65 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Hy) ;

e C NMR § ppm (101 MHz, methanol-ds) : [147.6, 145.92 (Cs & Cs)], 123.4 (C»),
119.32 (C4), 117.62 (C4), 111.86 (Cs) ;

e HRMS (ESI -) : m/z [M-H] : 186.9405, calculated for CgH,"°BrO,™ : 186.9400.




2.2.1.2 Benzylation of bromocatechol

©/\ K2CO3 (3 eq)
Reflux ; 3h
(303) (390) Br (304) (391)

Acetone

To a stirred solution of bromocatechol (1.0 eq., 3.78 g, 20 mmol) in acetone (96 mL), K,CO3
(3 eq., 8.25 g, 60 mmol) and benzyl bromide (3 eq., 7.20 mL, 10.38 g, 60 mmol) were added.
The mixture was heated to reflux for 3h. After cooling, the solid pellets were eliminated by

filtration and washed with acetone. The combine filtrates were concentrated under pressure

affording a grey powder. Purification by flash chromatography (C18 — H,O + 0.1% formic
acid/CHsCN : 1:1) afforded 1,2-dibenzyloxy-4-bromobenzene (304) as a white powder (3.37
g, yield : 46%) and 1,2-dibenzyloxy-4,5-dibromobenzene (391) as a yellow powder (yield :

4%).

- 1,2-dibenzyloxy-4-bromobenzene (304)

20 14 24
19 7 25 23

5 O g

6 11

18 1 o 22

16 £

17 10 21
2

Br (304)

Chemical formula : CyH;7BrO,

Molecular weight : 369,26 g/mol

'H NMR 6 ppm (400 MHz, chloroform-d,) : 7.35 (m, 11H, His20 & Ha1-25), 7.08 (d,
J=2.3Hz, 1H, Hy), 7.00 (dd, J = 8.6, 2.3 Hz, 1H, H,), 6.80 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Hy) ;
13C NMR & ppm (101 MHz, chloroform-d;) : [149.9, 148.2 (Cs, Cs)], [136.9, 136.6
(Cu1, Cis)], [128.5, 128.5 (4C, Ci7, Cio, Ca2, C24)], [128.0, 127.9 (Cis, C29)], [127.3,
127.3 (4C, Ci,Coo, Co1, C25)], 124.2 (Cy), 118.3 (Cy), 116.6 (Cy), 113.5 (C3) ;

IR (neat) vmax cm™ : 1587, 1498, 1454, 1404, 1381, 1325, 1292, 1253, 1211, 1134,
1080, 1012, 916, 881, 837, 796, 736, 696, 624 ;

HRMS (ESI +): m/z [M+Na]® : 391.0304, calculated for CyHi;°BrNaO,"
391.0304 ; [M+NH,4]" : 386.0748, calculated for CaoH2:°BrNO," : 386.0750.




- 1,2-dibenzyloxy-4,5-dibromobenzene (391)

Chemical formula : CyyH;6Br,0,
Molecular weight : 448,15 g/mol

e 'H NMR § ppm (400 MHz, chloroform-dy) : 7.36 (m, 11H, Hig.20 & Ha1.25), 7.17 (s,
2H, Hy & Hy), 5.11 (5, 4H, H1o & H1a) ;

e CNMR & ppm (101 MHz, chloroform-d;) : 148.9 (2C, Cs, Cg), 136.2 (2C, Cy3,
Cis), 128.6 (4C, C17, C1o, C2z, C24), 128.1 (2C, Cug Ca3), 127.3 (4C, C16, Coo, Ca1, Cos),
119.5 (2C, Cy, C4), 115.5 (2C, C,, C3), 71.6 (2C, Cio, Cua) ;

e IR (neat)vma cm™: 1571, 1558, 1496, 1452, 1425, 1400, 1369, 1288, 1255, 1215,
1180, 1080, 1008, 974, 916, 896, 844, 831, 796, 734, 694, 651 ;

e HRMS (ESI +): m/iz [M+NH,]" : 465.9843, calculated for CyoHao *Br**BrNO," :
465.9835.




2.2.1.3 Borylation of dibenzyloxy-bromocatechol

1,2-dibenzyloxy-4-bromobenzeneboronic acid (301)

4 A
22 23
21 24
OBn .
OBn n-BuLi (1.5 eq.) s o 1213 25
+  B(OMe); HO o X 7 .
dist. THF ; -78°C ; 12h B =0
Br (304) 4o = QT@”
(301) 20 19
(. J

Chemical formula : CyH19BO,

Molecular weight : 334,18 g/mol

To a stirred solution of the 1,2-dibenzyloxy-4-bromobenzene (304) (1.0 eq., 1 g, 2.8 mmol) in
THF (12 mL) cooled to -78°C, n-BuLi (2.5 M in hexane, 1.5 eq., 1.6 mL, 4 mmol) was added
slowly. Once the addition is complete, the reaction mixture was stirred for 45 min at -78°C.
Then, trimethylborate (3.5 eq., 1.06 mL, 9.5 mmol) was added slowly and the solution was
allowed to warm up to room temperature. After an overnight stirring, the reaction was
quenched with a 2M-hydrochloric solution. The reaction mixture was extracted with
dichloromethane. The combined organic layers were dried over MgSO,, filtered and
concentrated under reduced pressure affording a white oil. Crude product was diluted with a
minimum of dichloromethane (10 mL) and a few drops of petroleum ether were added slowly
until precipitation. The mixture was then left at 4°C for 2h and the surnatant was left over,

affording the title compound (301) as a white amorphous solid (314 mg, yield : 35%).

The spectral analysis correspond to a trimeric form in equilibrium with a monomeric form (=

20%). The description bellow corresponds to the trimeric form.”

e HNMR ppm (300 MHz, chloroform-d,) : 7.72 (s, 1H, Hy), 7.43 (m, 16H, His.00 &
H21_25), 7.05 (d, J=81 HZ, ZH, H1 & Hz), 5.27 (S, 4H, HlO & le) ;

e C NMR 6 ppm (75 MHz, chloroform-d;) : [153.0, 148.4 (Cs, Cs)], [137.5, 137.0
(Cu1, Ci3)], [130.4, 128.5, 127.9, 127.5, 127.2 (11C, Cy, Cis20, C2125)], 121.9 (Cy),
113.8 (Cy), [71.8, 70.8 (C10, C12)] ;

e IR (neat) vmax cm™ : 3063, 3034, 2861, 1597, 1517, 1454, 1412, 1343, 1323, 1254,
1194, 1136, 1024, 1002, 936, 916, 875, 847, 814, 790, 740, 713, 693 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+NH,4]" : 352.1717, calculated for CoH23BNO," : 352.1715.

Y*H NMR & ppm (300 MHz, chloroform-d,) of the monomeric form : 7.72 (s, 1H, Hy), 7.43 (m, 16H, Hys.20,
Hy1.25), 6.97 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H;, Hy), 5.20 (s, 2H, CH,Ph), 5.19 (s, 2H, CH,Ph).
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Figure 87 — Evolution of the proportion of the trimeric form and the monomeric form of compound (301) as a function of the amount of water. The analysis
were recorded in DMSO-dg after 48h of stirring (abbreviations : T, trimeric form ; M, monomeric form).



2.2.2 Terphenylquinones synthesis
2.2.2.1 Synthesis of terphenylquinone by P. Baran’s method

2-(3,4-dimethoxyphenyl)-1.4-benzoquinone (392)

o B(OH), AgNO; (0.2 eq.)

K2S20s (3 €q.)
+ - >
(l) RT ; 6h
o

N DCM / HoO (1:1 viv)

(284)

Chemical formula : C14H1,0,

Molecular weight : 244.25 g/mol

To a solution of 1,4-benzoquinone (284) (1.0 eq., 4.8 mmol, 500 mg) in dichloromethane (40
mL), 3,4-dimethoxyboronic acid (1.5 eq., 8.3 mmol, 1.514 g), H,O (23 mL) and a solution of
AgNO; (0.2 eq., 162 mg in 17 mL of water) were added. Then, K;S,0s (3.0 eq., 3.846 g) was
added and the reaction mixture was stirred vigorously at room temperature for 6h. A second
batch of AgNO3 and K,S,0g was added after 3h of reaction. Upon consumption of 1,4-
benzoquinone (284), the reaction was diluted with dichloromethane (50 mL) and washed with
water (3x30 mL). The organic layer was collected and the aqueous layer was extracted with
dichloromethane (20 mL). The organic layers were combined, dried over MgSQOy,
concentrated under reduced pressure and the crude product was purified by flash
chromatography (Petroleum ether/CH,CI, : 1:1), affording the title product (392) as a dark
purple amorphous solid (783 mg, yield : 69%).

e HNMRS ppm (300 MHz, chloroform-d,) : 7.15 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1H, Hy4), 7.06
(d, J = 2.1 Hz, 1H, Hig), 6.94 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Hy3), 6.83 (M, 3H, Hy, Hz, Hy), 3.93
(s, 3H, OCH3), 3.92 (s, 3H, OCH) ;

e C NMR & ppm (75 MHz, chloroform-d;) : [187.7, 187.2 (Cs, Cs)], [151.3, 149.1,
145.4 (Cs, Cio, C11)], [137.3, 136.4, 131.4 (Cy, Cy, Cu)], 125.4 (Cg), 122.9 (Cya),
[112.4, 111.3 (C10, C13)], [56.2, 56.1 (C16, Ci)] ;

e IR (neat) vmax cm™ : 3078, 3041, 3003, 2974, 2951, 2912, 2835, 1651, 1589, 1577,
1514, 1477, 1467, 1448, 1436, 1419, 1371, 1336, 1278, 1255, 1222, 1166, 1145, 1091,
1028, 921, 900, 860, 833, 794, 777, 759, 644 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 245.0809, calculated for C14H130," : 245.0808.

&)



2-(4-methoxyphenyl)-1,4-benzoguinone (285)

o B(OH), AgNO; (0.2 eq.)
K2S20s (3 €q.)
+ _ >
RT ; 6h
o OMe DCM / HoO (1:1 viv)
(284)

Chemical formula : Ci3H1003

Molecular weight : 214.22 g/mol

To a solution of 1,4-benzoquinone (284) (1 eq., 1.9 mmol, 200 mg) in dichloromethane (16
mL), 4-methoxyboronic acid (1.5 eq., 2.8 mmol, 425 mg), H,O (9,5 mL) and a solution of
AgNO; (0.2 eq., 65 mg in 6.5 mL of water) were added. Then, K,;S,0g was added (3 eq.,
1,539 g) and the reaction mixture was stirred vigorously at room temperature for 6h. A second
batch of AgNO3 and K,S,0g was added after 3h of reaction. Upon consumption of 1,4-
benzoquinone (284), the reaction was diluted with dichloromethane (50 mL) and washed with
water (3x30 mL). The organic layer was collected and the aqueous layer was extracted with
dichloromethane (20 mL). The organic layers were combined, dried over MgSO, and
concentrated under reduced pressure. The crude product was purified by flash
chromatography (Petroleum ether — CH,Cl, : 1:1), affording the title product (285) as an
orange amorphous solid (345 mg, yield : 87%).

'H NMR 5 ppm (400 MHz, chloroform-d,) : 7.48 (dt, J = 8.9, 2.1 Hz, 2H, Hig, H14),

6.97 (dt, J = 8.9, 2.2 Hz, 2H, Hu1, His), 6.82 (m, 3H, Hy, Ha, Ha), 3.86 (s, 3H, His) ;

e C NMR § ppm (101 MHz, chloroform-d;) : 187.8 (C), 187.3 (C3), 161.6 (C12),
145.4 (Cs), [136.7, 136.4 (C1, C,)], 131.3 (C4), 131.0 (2C, C1o, C14), 125.1 (Co), 114.3
(2C, C11, Cy3), 55.6 (Cys) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 1654, 1643, 1602, 1589, 1508, 1465, 1440, 1344, 1300, 1249,
1178, 1116, 1103, 1029, 1010, 977, 947, 925, 850, 825, 781, 653 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 215.0647, calculated for C13H1105" : 215.0703.




2.2.2.2  Methylation of dihydroxybenzoquinone

2,5-dimethoxy-1,4-benzoguinone (286)

9
0o ; O
HO HCI conc. 11/0 1 5
Y
OH  MeOH;RT;72h 2 0
0 o 8
10
(275) (286)

Chemical formula : CgHgO,

Molecular weight : 168.15 g/mol

To a solution of 2,5-dihydroxy-1,4-benzoquinone (275) (79 mmol, 11,1 g) in MeOH (650
mL), an aqueous solution of HCI (37%, 24 mL) was added. The mixture was stirred at room
temperature for 3 days. A precipitate was formed, collected by filtration and washed with
Et,0O (50 mL), affording (286) as a yellow amorphous solid (12,31 g, yield : 92%).

e 'H NMR & ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 5.87 (s, 2H, Ha, Hs), 3.84 (s, 6H, Hii,
Hi2) ;

e “CNMR ppm (75 MHz, chloroform-d;) : 181.6 (2C, C3, Cs), 159.6 (2C, Cy, Cy),
105.5 (2C, Cy, Cs), 56.6 (2C, C11, C12) ;

e IR (neat)vmax cm™ : 1664, 1595, 1508, 1456, 1436, 1373, 1286, 1230, 1203, 997,
871, 607 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 169.0495, calculated for CgHyO4" : 169.0495.




2.2.2.3 Bromination of dimethoxybenzoquinone

2,5-dibromo-3,6-dimethoxy-1,4-benzoguinone (276)

7
o e O
1"
_0 NBS (1.2 eq.) 01 M s Br
> 13
_ 0 1
o DMF;RT;48h | 1,Br" 27+ O
o fo) 12
(286) (276) ¢

Chemical formula : CgHgBr,0,

Molecular weight : 325.94 g/mol

To a solution of 2,5-dimethoxy-1,4-benzoquinone (286) (1.0 eq., 73 mmol, 12,31 g) in DMF
(200 mL), NBS (1.2 eq., 84 mmol, 15 g) was added slowly. After 2 days of stirring at room
temperature, the reaction mixture was diluted with H,O (400 mL). The orange precipitate was
collected by filtration and washed with water, affording the title compound (276) as an orange
amorphous solid (10.19 g, yield : 76%).

e HNMR ppm (400 MHz, chloroform-d,) : 4.45 (s, 6H, Hi3, Hi4) ;

e “CNMR 6 ppm (100 MHz, chloroform-d;) : 174.7 (2C, Cs, Cg), 156.4 (2C, C4, Cy),
114.9 (2C, Cy, Cs), 62.2 (2C, C13, Cua) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 3023, 2958, 2855, 1703, 1649, 1564, 1455, 1440, 1332, 1209,
1153, 1052, 893, 786, 736 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 326.8691, calculated for CgH;°Br*BrO," : 326.8685.
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2.2.2.4 Pd"-catalysed first monofunctionnalization of benzoquinone

General procedure 1a:

fo) K,CO3 (2.5 eq.) o
_O Br PdCl,(dppf) (0.05 eq.) 0 Br
+ Ar—B(OH),
Br o~ Dry toluene ; 120°C, 24h Ar o~
o Sealed tube o
(276)

A flame-dried 250 mL sealed vial was filled with 2,5-dibromo-3,6-dimethoxy-1,4-
benzoquinone (1 eqg., 6 mmol) and the corresponding boronic acid (1.1 eq., 6.6 mmol). Then,
toluene (50 mL) was added and the solution was flushed with argon. Then, PdCl,(dppf) (0.05
eqd., 0,3 mmol) and K,COs (2.5 eq., 15 mmol) were added and the reaction mixture was heated
to 120°C for 24h. After cooling, the reaction mixture was concentrated under reduced
pressure and the crude product was purified directly by flash chromatography (Petroleum
ether/CH,CI, : 8:2) to afford the monoarylated benzoquinone.

List of compounds synthesized by general procedure 1a :

(e} (e} (0}

MeO Br MeO Br MeO. Br
O ‘ OMe MeO O ‘ OMe BnO O ‘ OMe
o o
MeO MeO N

(@17) (393) BnO (394)
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2-bromo-3,6-dimethoxy-5-(4-methoxyphenyl)-1,4-benzoquinone (277)

Chemical formula : C15H.3BrOg

Molecular weight : 353.17 g/mol
e Procedure A — “Microwave”

A 10 mL microwave vial was filled with 2,5-dibromo-3,6-dimethoxy-1,4-benzoquinone (276)
(1 eq., 0.6 mmol, 195 mg) and 4-methoxyphenylboronic acid (1.1 eg., 0.66 mmol, 100 mg) in
dried toluene (5 mL) and the solution was left under ultrasound irradiation under argon for 1h.
Then PdCl,(dppf) (5% mol., 30 umol, 22 mg) and K,CO3; (2.5 eq., 1.5 mmol, 207 mg) are
added, the reaction vial was sealed and heated under microwaves irradiation at 120°C for 12h.
After cooling to 55°C, the reaction crude was concentrated under reduced pressure and
purified by flash chromatography (Petroleum ether/CH,CI, : 8:2) affording (277) a red
amorphous solid (yield : 75%).

e Procedure B — “Thermal heating”

General procedure la was also followed to give product (277) in 75% vyield as a red

amorphous solid.

'H NMR 5 ppm (200 MHz, chloroform-d,) : 7.24 (dt, J = 8.8, 2.2 Hz, 2H, His, Hio),
6.96 (dt, J = 8.8, 2.2 Hz, 2H, Hig, Hug,), 4.22 (s, 3H, Ha1), 3.85 (s, 3H, OCH3), 3.83 (5,
3H, OCHs) ;

e C NMR § ppm (75 MHz, chloroform-d;) : [181.5, 177.1 (Cs, Ce)], 160.0 (Cy7),
[156.7, 154.5 (2C, Cy, C4)], 131.9 (2C, Cis, Cig), 126.5 (Cy), 121.6 (Cy), 115.1 (Cs),
113.6 (2C, Cyg, Cig), [61.97, 61.95 (Cy3, C14)], 55.3 (C21) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 3014, 2954, 2852, 1654, 1604, 1581, 1510, 1456, 1440, 1319,
1303, 1292, 1247, 1222, 1176, 1124, 1029, 954, 910, 835, 806, 746, 667, 642, 607 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 353.0062, calculated for C15H14'°BrOs"* : 353.00109.

&)




2-bromo-3,6-dimethoxy-5-(3.4-dimethoxyphenyl)-1.4-benzoguinone (393)

o K,CO3 (2.5 eq.)
o Br o/ PdCl,(dppf) (0.05 eq.)
+
- \o B(OH
Br o (OH), Dry toluene ; 120°C, 24h
o Sealed tube
(276)

Chemical formula : C15H15BrOg
Molecular weight : 383.19 g/mol

General procedure 1a was followed to give product (393) in 5% vyield as a red amorphous
solid.

e 'H NMR & ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 6.94-6.82 (m, 3H, Has, Hig, Hig), 4.22
(s, 3H, OCH3), 3.91 (s, 3H, OCH3), 3.88 (s, 3H, OCHs3), 3.82 (s, 3H, OCH) ;

e C NMR & ppm (75 MHz, chloroform-d;) : [181.4, 177.0 (2C, Cs, Cs)], [156.6,
154.5, 149.6, 148.4 (4C, Cy, C4, Cys, Ci7)], [126.3, 121.8, 115.0 (3C, Cy, Cs, Cy2)],
[123.5, 113.7, 110.6 (3C, C1s, C1g, Ci0)], [62.0, 61.6 (2C, Ci3, C1a)], [55.94, 55.85 (2C,
Ca1, C3)] ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2954, 1662, 1585, 1516, 1456, 1315, 1265, 1249, 1222, 1170,
1143, 1120, 1043, 1026, 962, 810, 756, 609 ;

e HRMS (ESI +) : m/iz [M+H]" : 383.0125, calculated for C16H1s'°BrOs" : 383.0125.




2-bromo-3,6-dimethoxy-5-(3.4-benzyloxyphenyl)-1,4-benzoquinone (394)

o K,CO3 (2.5 eq.)
o Br BnO PdCly(dppf) (0.05 eq.)
" BnO—GB(OH)Z
Br o Dry toluene ; 120°C, 24h
o Sealed tube

(276)

Chemical formula : CygH»3BrOg

Molecular weight : 535.39 g/mol

General procedure 1a was followed to give product (394) as a red amorphous solid.

e HNMRS ppm (300 MHz, chloroform-d,) : 7.48-7.32 (m, 10H, Hys.35), 7.00 (d, J =
8.1 Hz, 1H, Hyg), 6.91 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Hys), 6.85 (dd, J = 8.4, 2.0 Hz, 1H, Hig),
5.21 (s, 2H, OCH,Ph), 5.18 (s, 2H, OCH,Ph), 4.21 (s, 3H, OCH3), & 3.69 (s, 3H,
OCHs) ;

e C NMR & ppm (75 MHz, chloroform-d;) : [181.4, 177.1 (Cs, Ce)], [156.8, 154.6
(Cq1, Cy)], [149.9, 148.3 (C16, Ci17)], [137.2, 137.1 (Co4, Cos)], [128.7, 128.6 (4C, Cy,
Ca9, Css, Css)], [128.0, 127.9 (Cys, Cas),] [127.4, 127.4 (4C, Cyg, Cso, Ca1, Cs5)], 126.2
(C12), 124.5 (Cyg), 122.5 (Cs), 117.9 (Cig), 115.2 (Cp), 114.0 (Cys), [71.5, 71.2 (Ca,
Ca3)], [62.0, 61.6 (Cy3, C14)] ;

e IR (neat) will be recorded as soon as possible ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 535.0750, calculated for C,gH,4"°BrOs" : 535.0751.




2.2.25 Pd"-catalysed second monofunctionnalisation of benzoquinone

General procedure 1b :

o CsF (2.5 eq.) fo)
/0 Br PdCl,(dppf) (0.02 eq.) /O Ar,
+  Ar,—B(OH),
Ar; o~ Dry toluene ; 120°C, 24h Ar; o~
o Sealed tube

A solution of 2-phenyl-5-bromo-3,6-dimethoxy-1,4-benzoquinone (1.0 eq., 6 mmol) and the

corresponding boronic acid (1.1 eq., 6.6 mmol) in dried toluene (50 mL) was flushed with
argon. Then, PdCl,(dppf) (0.02 eq., 120 umol) and CsF (2.5 eq., 15 mmol) were added. The
reaction mixture was stirred at 120°C for 24h. After cooling, the crude mixture was dried
under reduced pressure and purified by flash chromatography (Petroleum
ether/CH,CIl,/CH3CN : 70:27:3) affording the corresponding terphenylquinone.

List of compounds synthesized by general procedure 1b :
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2.2.26 One-pot  Pd"-catalysed  homo-difunctionnalization  of
benzoquinone

General procedure 2 :

fo) Base (2.5 eq.)
_O Br PdCl,(dppf) (0.05 eq.) _0 Ar
+  Ar—B(OH),
Br o~ Dry toluene ; 120°C, 24h Ar o~
Sealed tube
o
(276)

A flame-dried 250 mL sealed vial was filled with 2,5-dibromo-3,6-dimethoxy-1,4-
benzoquinone (276) (1.0 eq., 6 mmol) and the corresponding boronic acid (2.2 eq., 13.2
mmol). Then, toluene (50 mL) was added and the solution was flushed with argon. Then,
PdCl,(dppf) (0.05 eq., 300 umol) and a base (2.5 eq., 15 eq.) were added and the reaction
mixture was heated to 120°C for 24h. After cooling, the reaction mixture was concentrated
under reduced pressure and the crude product was purified directly by flash chromatography
(Petroleum ether/CH,CIl,/CH3sCN : 70:27:3) affording the homo-difunctionnalised

benzoquinone.

List of compounds synthesized by general procedure 2 :

MeO Br
MeO. ‘
O OMe MeO
(o)
MeO O
(393) MeO

Synthesis page 296
Description page 291

(7
Br

(395)

Synthesis page 297 ) o
Description page 298 Synthesis and description page 297

MeO. I Br
O OMe
(o]
HO

CaHs0C0 (295) (396)
Synthesis page 299 Synthesis page 299
Description page 299 Description page 300




2,5-dimethoxy-3,6-bis(4-methoxyphenyl)-1,4-benzoguinone (281)

o K,CO3 (2.5 eq.)
_o Br PdCly(dppf) (0.05 eq.)
+ MeO—@—B(OH)z
Br:@o/ Dry toluene ; 120°C, 24h
o

(276)

Chemical formula : Cy,H,00¢

Molecular weight : 380.40 g/mol

General procedure 2 was followed using K,CO; (resp. CsF — 4.5 eq.) as base to give product
(281) in 44% vyield (resp. 38% yield) as a red amorphous solid.

e 'H NMR & ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 7.31 (d, J = 8.4 Hz, 4H, His, Hig, Hao,
H2s,), 6.97 (d, J = 8.7 Hz, 4H, Hie, His, H21 & Hy3), 3.85 (s, 6H, OCH3), 3.83 (s, 6H,
OCHs3) ;

e “CNMR s ppm (75 MHz, chloroform-d,) : 183.8 (2C, C3, Cs), 159.8 (2C, Cy7, Cy2),
154.5 (2C, Cy, C4), 132.00 (4C, Cis, C1g, Cpo, C24), 127.1 (2C, Cyo, C11), 122.2 (2C, Cy,
Cs), 113.5 (4C, Cys, Cig, Ca1, Cp3), 61.4 (Cy3, C14), 55.3 (C26, Ca9) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2995, 2947, 2824, 1648, 1605, 1587, 1509, 1444, 1320, 1300,
1287, 1253, 1182, 1107, 1050, 1034, 941, 924, 844, 820, 783, 748, 656 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 381.1339, calculated for C,;H2106" : 381.1333.




Synthesis of compounds (282) and (393)

(o) Br PdCl,(dppf) (0.05 eq.)
e
Br (o) Dry toluene ; 120°C, 24h

(3,4-OMe)-Ar-B(OH), (2.2 eq.)
o K,CO4/CsF (2.5 eq.)

General procedure 2 was followed using K,COg3 as base to give product (282) in 7% vyield as a

brown

amorphous solid (cf description bellow). Alternatively, using CsF as base, product

(282) was obtained in 25% yield. The monoarylated compound (393) was afforded as a minor

product of this reaction sequence (red amorphous solid, 9% yield) (cf description page 291).

-> 2,5-dimethoxy-3,6-bis(3,4-dimethoxyphenyl)-1.4-benzoquinone (282)

Chemical formula : C,4H,405

Molecular weight : 440.45 g/mol

'H NMR 5 ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 6.95 (s, 2H, Hig, Hy), 6.94 (d, J = 14.7
Hz, 4H, His, Hig, Has & Hag,), 3.93, 3.89 & 3.82 (18H, His, Hi4, Hogs, Hag, H31, Has, S) ;
13C NMR 6 ppm (75 MHz, chloroform-d;) : 183.7 (2C, Cs, Cs), [154.6, 149.5, 148.4,
126.5, 122.4 (10C, C4, C,, C4, Cs, Cip, Ci1, Ci7, Cis, Cp1, Cp2)], 123.7 (6C, Cys, Cys,
Cio, Ca0, C23, Coa), [61.4, 56.0 (4C, Cys, Cio, Co0, Caa)], 127.1 (2C, Cio, C11), 122.2
(6C, Cis, Cus, Ca6, C29, Cs1, C33) ;

IR (neat) vmax cm™ : 3022, 3002, 2963, 2840, 1644, 1594, 1516, 1462, 1434, 1411,
1333, 1300, 1274, 1256, 1225, 1170, 1143, 1100, 1052, 1038, 1019, 951, 863, 823,
786, 758, 671, 623 ;

HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 441.1494, calculated for C4H2s0g" : 441.1544.




Synthesis of compounds (296) and (395)

(4-Br)-Ar-B(OH), (2.2 eq.)

K,COj3 (4.5 eq.)
0 Br PdCly(dppf) (0.05 eq.)
Br o~ Dry toluene ; 120°C, 24h
o]
(276)

General procedure 2 was followed using K,COs as base (4.5 eq.) to give product (296) in 36%
yield as a bright orange amorphous solid (cf description bellow). The monoarylated
compound (395) is afforded as a minor product of this reaction sequence (bright red
amorphous solid, 25% yield) (cf description page 298).

-> 2,5-dimethoxy-3,6-bis(4-bromophenyl)-1.4-benzoquinone (296)

Chemical formula : CyyH14Br,0,
Molecular weight : 478.14 g/mol

'H NMR & ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 7.58 (d, J = 8.4 Hz, 4H, Hig, Hig, Hao,

Has), 7.22 (d, J = 8.4 Hz, 4H, His, Hio, Ha1, Has,), 3.88 (s, 6H, His, Hua) ;

e CNMR 6 ppm (75 MHz, chloroform-d;) : 182.8 (2C, Cs, Cs), 154.7 (2C, Cy1, Cy),
[132.2, 131.2 (8C, Cs, C1s, Cis, Cio, Ca1, Caz, Cas, C25)], [128.9, 125.8, 123.0 (6C, Co,
Cs, Cio, C12, C17, C3)], 61.7 (2C, Cy3, C14) ;

e IR (neat)vmax cm™ : 1734, 1716, 1683, 1591, 1558, 1543, 1508, 1487, 1456, 1436,
1417, 1394, 1338, 1313, 1296, 1186, 1105, 1074, 1049, 1008, 925, 833, 812, 754, 613;

e HRMS (ESI +): m/z [M+H]" : 478.9309, calculated for CaoHis °Br*'BrO," :

478.9311.




- 3-bromo-2,5-dimethoxy-6-(4-bromophenyl)-1.4-benzoguinone (395)

Chemical formula : C14H1oBr,0,

Molecular weight : 402.04 g/mol

The title compound was afforded as a minor product of the reaction sequence synthesizing
symetrical compound (296) (bright red amorphous solid, 25% yield).

e HNMRS ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 7.52 (d, J = 8.4 Hz, 2H, His, Hisg), 7.13
(d, J = 8.4 Hz, 2H, His, Hio,), 4.19 (s, 3H, OCH3), 3.86 (s, 3H, OCHs) ;

e CNMR 6 ppm (75 MHz, chloroform-d;) : [180.6 & 176.8 (Cs, C)], [156.6, 154.7
(C1, C4)], [132.1, 131.2 (4C, Cis, Cis, Cis, Ca9)], [128.5, 125.5, 123.1, 115.0 (Co, Cs,
Ci2, C17)], [62.0, 61.8 (C13, C1)] ;

e IR (neat)vma cm™: 1662, 1577, 1558, 1543, 1508, 1489, 1456, 1394, 1321, 1257,
1226, 1126, 1072, 1045, 1012, 910, 806 ;

e HRMS (ESI +): m/z [M+H]" : 402.9001, calculated for CisHi:"°Bre'BrO," :
402.8998.




Synthesis of compounds (295) and (396)

o (4-OH)-Ar-B(OH), (2.2 eq.)
KzCO3 (45 eq)
0 Br PdCl,(dppf) (0.05 eq.)
Br O/ Dry toluene ; 120°C, 24h
o]
(276)

C,H50CO

General procedure 2 was followed using K,CO3 as base (4.5 eq.) to give product (295) in 2%

yield as a red oil (cf description bellow). The monoarylated compound (396) is afforded as a

side product of this reaction sequence (dark red amorphous solid, 3% vyield) (cf description

page 300).

-> 2,5-dimethoxy-3,6-bis(4-phenylpropionate)-1,4-benzogquinone (295)

Chemical formula : CyH,404¢
Molecular weight : 496.47 g/mol

e HNMR S ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 7.22 (d, J = 8.5 Hz, 4H, His, Hig, Hap,
H24), 6.88 (d, J =8.46 Hz, 4H, Hq;, His, H21, H23), 4,53 (q, J=14.1, 7.0 Hz, 4H, Haj,

H33), 3.82 (S, 6H, H13, H14), 1.42 (t, J=70 HZ, 6H, H32, H35) ;

e CNMR 6 ppm (75 MHz, chloroform-d;) : 181.6 (2C, Cyg, Ca), 177.3 (2C, Cs, C),
[156.7, 156.3, 154.5 (4C, Ci1, Ca, Ci7, C22)], 132.06 (4C, Cus, Cio, Coo, Ca4), [126.5,
121.6, 116.1 (4C, Cy, Cs, Cio, C11)], 115.1 (4C, Has, Hig, Ha1, Hazs), 71.00 (2C, Caz,

Css), 61.6 (2C, Cas, C14), 16.0 (2C, Css, C37) ;

e IR (neat)vmax cm™ : 2347, 2312, 1662, 1653, 1635, 1608, 1577, 1558, 1541, 1516,

1458, 1436, 1319, 1253, 1222, 1172, 1130, 1039, 810, 748 ;

e HRMS (ESI +): m/z [M-2C3H40.+H]" : 353.0021, calculated for CyHi7O0¢" :

353.1020.

&)



- 3-bromo-2,5-dimethoxy-6-(4-hydroxyphenyl)-1,4-benzoquinone (396)

Chemical formula : C14H;1BrOs

Molecular weight : 339.14 g/mol

The title compound is afforded as a side product of the reaction sequence synthesizing
symetrical compound (295) (dark red amorphous solid, 3% yield).

e HNMRS ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 7.22 (d, J = 8.5 Hz, 2H, His, Hisg), 6.88
(d, J = 8.5 Hz, 2H, Has, Hio), 4.48 (s br, 1H, Hag), 4.22 (s, 3H, OCHs), 3.82 (s, 3H,
OCHs) ;

e C NMR $ ppm (75 MHz, chloroform-d;) : [181.6, 177.2 (Cs, Ce)], [156.8, 156.3,
154.5 (4C, Cyq, Cy, Cy4, C17)], [132.1, 115.1 (4C, Cy5, Cy5, Cis, Ci9)], [126.5, 121.6 (Cs,
C12)], [61.9, 61.6 (Cy3, C14) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 3406, 3018, 2953, 2376, 1654, 1608, 1580, 1514, 1456, 1436,
1317, 1261, 1219, 1174, 1126, 1041, 958, 912, 839, 812, 750, 692, 667 ;

e HRMS (ESI +) : m/iz [M+H]" : 338.9862, calculated for C14H1,"°BrOs" : 338.9863.




2.2.2.7 One-pot  Pd"-catalysed  hetero-difunctionnalization  of
benzoquinone

General procedure 3 :

Ary-B(OH), (1.2 eq.) Ar,-B(OH), (1.2 eq.)
[o] K,CO; (2.5 eq.) o CsF (2.5 eq.) o
_o Br PdCl,(dppf) (0.05 eq.) P Br PdCl,(dppf) (0.02 eq.) _o Ar,
Br o~ Dry toluene ; 120°C, 24h Ar; o~ Dry toluene ; 120°C, 24h Ar; o~
Sealed tube Sealed tube
o o o
(276)

A flame-dried 250 mL sealed vial was filled with 2,5-dibromo-3,6-dimethoxy-1,4-
benzoquinone (1.0 eq., 6 mmol) and the first boronic acid (1.2 eq., 7.2 mmol). Then, toluene
(50 mL) was added and the solution was flushed with argon. Then, PdCI,(dppf) (0.05 eq., 300
pmol) and K,COs (2.5 eq., 12 mmol) were added and the reaction mixture was heated to
120°C for 24h. After cooling and TLC monitoring, the second boronic acid (1.2 eq., 7.2
mmol), PdCl,(dppf) (0.02 eq., 120 umol) and CsF (1.2 eq., 7.2 mmol) were added. The
reaction mixture was heated to 120°C for 24h. After cooling, the reaction mixture was
concentrated under reduced pressure and the crude product was purified directly by flash
chromatography (Petroleum ether/CH,CI,/CH3;CN : 70:27:3) affording the hetero-

difunctionnalised benzoquinone.




List of compounds synthesized by general procedure 3 :

(o]
MeO. ‘ Br
OMe
o
BnO (397) MeO
Synthes_is page 308 Synthesis page 303 Synthesis page 303
Description page 311 Description page 304 Description page 303

MeO (278) (282)
Synthesis page 305 Synthesis page 305 Synthesis page 305
Description page 295 Description page 305 Description page 296

(305) (398) (306)
Synthesis pages 308 et 312 Synthesis page 307 Synthesis page 308
Description page 310 Description page 307 Description page 308

(309) (310)

Synthesis page 312 Synthesis page 312
Description page 312 Description page 314




Synthesis of compounds (293) and (294)

_O Br PdCl,(dppf) (0.05 eq.)
Br o~ Dry toluene ; 120°C, 24h

phenylboronic acid (1.2 eq.) o
o K,COj3 (2.5 eq.)

(293)

4-methoxyphenylboronic acid (1.2 eq.)
CsF (2.5€q.)

PdCl,(dppf) (0.02 eq.)

Dry toluene ; 120°C, 24h

General procedure 3 was followed to give product (294) in 58% yield over the two steps as a
brown amorphous solid (cf description bellow). Compound (293) was afforded as a minor

product of this reaction sequence (brown solid, 31% vyield) (cf description page 304).

-> 2,5-dimethoxy-3-phenyl-6-(4-methoxyphenyl)-1,4-benzoguinone (294)

Chemical formula : C,;H1505

Molecular weight : 350.37 g/mol

e HNMRS ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 7.43 (d, J = 7.1 Hz, 4H, Ar-H), 7.31 (d,

J =75 Hz, 2H, Ar-H), 7.28 (s, 1H, Hi7), 6.98 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Ha1, H2s), 3.84 (s,
3H, OCHs), 3.82 (s, 3H, OCH3), 3.80 (s, 3H, OCH3) ;

13C NMR & ppm (75 MHz, chloroform-d;) : [183.9, 183.7 (Cs, Cg)], 160.0 (Cy),
[154.9, 154.6 (Cy, C4)], 132.1 (2C, Cyo, C2s), 130.7 (2C, Cus, Cig), 137.4 (C1o), 128.7
(C17), 128.1 (2C, C16, Cis), [126.9, 126.8 (Cy, Cs)], 122.3 (C11), 113.7 (2C, Cu1, C),
[61.7, 61.6 (C13, C14)], 55.43 (C29) ;

IR (neat) vmax cmM™ : 1653, 1606, 1591, 1558, 1543, 1508, 1489, 1458, 1298, 1249,
1178, 1109, 1049, 831, 698 ;

HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 351.1227, calculated for C;H1905" : 351.1227.




- 2,5-dimethoxy-3,6-bisphenyl-1,4-benzoquinone (293)

Chemical formula : CyoH160,

Molecular weight : 320.34 g/mol

The title compound is afforded as a minor product of the reaction sequence synthesizing
unsymetrical compound (294) (brown amorphous solid, 31% vyield).

e 'H NMR & ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 7.35 (d, J = 7.3 Hz, 4H, Hys, Hig, Ha,
Ha4), 7.42 (m, 2H, Hi7, Hy,), 7.35 (d, J = 7.4 Hz, 4H, Hys, Hig, H21, H2s), 3.84 (s, 3H,
OCHs), 3.83 (s, 3H, OCH3) ;

e CNMR & ppm (75 MHz, chloroform-d;) : 183.6 (2C, Cs, C), 154.9 (2C, Cy, Cs),
130.7 (4C, Cys Cio, Coo, Caa), 130.4 (2C, Cyo, C11), 128.8 (2C, Ci7, Cz2), 128.1 (4C,
Ci6, Cis, Ca1, C23), 126.9 (2C, C;, Cs), 61.7 (2C, Cy3, C14) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2954, 2927, 2854, 1761, 1739, 1718, 1691, 1654, 1591, 1570,
1492, 1452, 1396, 1357, 1301, 1207, 1134, 1089, 1041, 1002, 765, 742, 698 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 321.1198, calculated for CxoH170,4" : 321.1121.




Synthesis of compounds (278), (281) and (282)

o o o O OMe
MeO Br MeO Br MeO MeO.
— 1%t coupling — + ‘
Br OMe Br OMe Br OMe

0 0 (276) 0 (217
(276) |

[
2" coupling
|

Y Y
M
o OMe o OMe
MeO MeO
MeO O OMe MeO O OMe O OMe

o
MeO ° MeO o MeO

Experimental conditions :

Y
o OMe
MeO.
OMe
+

15t coupling : (HO)zB—©—0Me , K2CO3 (2 eq.), PACly(dppf) (0,05 eq.), dry toluene | 120°C, 12h

OMe

ford coupling : (HO)zB—G’OMG , CsF (2 eq.), PdCly(dppf) (0,02 eq.), dry toluene | 120°C, 12h

General procedure 3 was followed to give product (278) in 38% yield over the two steps as a
brown amorphous solid (cf description bellow). During this procedure, two symmetrical
compounds were also afforded as minor products : the symmetrical compound (281) (red
amorphous solid, 20% yield) (cf description page 295) and the symetrical compound (282)
(brown amorphous solid, 22% yield) (cf description page 296).




- 2.,5-dimethoxy-3-(3,4-dimethoxyphenyl)-6-(4-methoxyphenyl)-1.4-
benzogquinone (278)

Chemical formula : Cy3H,,07

Molecular weight : 410.42 g/mol

Following general procedure 1b, product (278) was obtained with 10% vyield as a brown
amorphous solid.

Following general procedure 3, product (278) was obtained with 38% yield over the two steps
as a brown amorphous solid.

e 'H NMR & ppm (400 MHz, chloroform-dy) : 7.31 (dt, J = 9.0, 2.4 Hz, 2H, His, Hig),
6.97 (dt, J = 8.8, 2.5 Hz, 2H, Hys His,), 6.96 (s, 1H, Hy), 6.94 (d, J = 10.8 Hz, 1H,
Hzs), 6.93 (d, J = 10.8 Hz, 1H, Hys), 3.93 (s, 3H, Ar-OCHs), 3.89 (s, 3H, Ar-OCH3),
3.85 (3H, Has, s), 3.82 (s, 3H, Q-OCH), 3.81 (s, 3H, Q-OCHa) ;

e BCNMR 6 ppm (101 MHz, chloroform-ds) : 183.8 (2C, Cs, Cs), 159.9 (C17), [154.6,
154.5 (Cy, C4)], 149.4 (C21), 148.5 (Cyy), 132.0 (2C, Cys, Cyo), [126.7, 126.6 (Co, Cs)],
123.7 (Ca4), [122.4 & 122.1 (Cyo, Cy1)], 114.0 (C3), 113.5 (2C, Cys, Cis), 110.7 (Cyp),
[61.4, 61.4 (Cy3, C14)], [56.0, 55.9 (Cz9, C0)], 55.3 (C26) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 3002, 2943, 2840, 1639, 1594, 1574, 1513, 1466, 1436, 1416,
1296, 1256, 1221, 1180, 1164, 1140, 1103, 1051, 1015, 932, 920, 875, 845, 810, 783,
763, 740, 614 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 411.4749, calculated for C,3H,30;" : 411.1438.




2,5-dimethoxy-3-(4-methoxyphenyl)-6-(3,4-dibenzyloxyphenyl)-1.4-benzoguinone (398)

o] KoCOs (2.5 eq.)
P Br PdCl,(dppf) (0.05 eq.)
+ MeO—@—B(OH)z
Br o~ Dry toluene ; 120°C, 24h
0
(276)

3,4-dibenzyloxyphenylboronic acid (1.2 eq.)
CsF (2.5 €eq.)

PdCl,(dppf) (0.02 eq.)

Dry toluene ; 120°C, 24h

Chemical formula : C35H3007

Molecular weight : 562.62 g/mol

General procedure 3 was followed to give product (398) in 34% yield over the two steps as a

brown amorphous solid.

e 'H NMR & ppm (400 MHz, chloroform-d;) : 7.48-7.45, 7.40-7.29, 7.02-6.91 (m,
18H, Has, His, Hig, H1g, Hao, Has, Haa, Has.30, Hao44), 5.21 (s, 2H, CH2Ph), 5.19 (s, 2H,
CH,Ph), 3.85 (s, 3H, OCH), 3.82 (s, 3H, OCHS3), 3.69 (s, 3H, OCHs3) ;

e BC NMR & ppm (101 MHz, chloroform-d;) : [183.7, 183.6 (Cs, Ce)], 159.8 (C17),
[154.5, 154.4 (Cy, C4)], 149.5 (Cs1), 148.1 (Cz), [137.2, 137.1 (Cao, Css)], 131.9 (2C,
Cis, Cig), [128.5, 128.5 (4C, Css, Cag, Cao, Cas)], [127.8, 127.8 (Caz, Ca2)], [127.3,
127.2 (4C, Czg, Cag, Ca1, Ca3)], [126.6, 126.3 (Cy, Cs)], 124.4 (Cas), 123.0 (C1y), 122.1
(C10), 117.8 (Cy), 114.0 (Ca4), 113.5 (2C, Cus, C1o), [71.4 & 71.1 (Cyo, Cs3)], [61.4,
61.3 (C13, C14)], 55.2 (C26) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 1651, 1607, 1590, 1510, 1454, 1413, 1382, 1289, 1248, 1178,
1139, 1104, 1053, 1026, 906, 837, 810 ;

e HRMS (ESI +): m/z [M+H]" : 563.2070, calculated for CssH0;" : 563.2064 ;
[M+Na]" : 585.1887, calculated for CssH3NaO;" : 585.1884.




Synthesis of compounds (305), (306) and (397)

(4-OBn)-Ar-B(OH), (1.2 eq.)
o K,COj3 (2.5 eq.)

_0 Br PdCly(dppf) (0.05 eq.)
- . o
Br (o) Dry toluene ; 120°C, 24h

BnO

(3,4-OBn)-Ar-B(OH), (1.2 eq.)
CsF (2.5 eq.)

PdCl,(dppf) (0.02 eq.)

Dry toluene ; 120°C, 24h

General procedure 3 was followed to give product (306) in 29% yield over the two steps as a
brown amorphous solid (cf description bellow). During this procedure, two other compounds
were also afforded as minor products : the symmetrical compound (305) (brown amorphous
solid, 3% yield) (cf description page 310) and the mono-arylated compound (397) (red oil, 7%
yield) (cf description page 311).

- 2,5-dimethoxy-3-(4-benzyloxyphenyl)-6-(3,4-dibenzyloxyphenyl)-1,4-
benzoguinone (306)

Chemical formula : C4H3,07
Molecular weight : 638.72 g/mol

e HNMRS ppm (300 MHz, chloroform-d,) : 7.44-7.32, 7.06-6.93 (m, 22H, His, His,
Has, Hig, Hao, Has, Has, Haso), 5.21 (s, 2H, OCH.Ph), 5.19 (s, 2H, OCH.Ph), 5.11 (s,
2H, OCH.Ph), 3.81 (s, 3H, OCH3), 3.68 (s, 3H, OCHs) ;

e C NMR & ppm (75 MHz, chloroform-d;) : [184.0, 183.8 (Cs, Cs)], [160.5, 159.4
(C1, C4)], 159.3 (C17), [149.7, 148.3 (Ca1, C22)], [137.4, 137.3, 137.0 (Cso, Caz, Cad)],
132.2 (2C, Cis, Cio), [128.8, 128.7, 128.6 (6C, Css, Css, Cuz, Cas, Cas, Cas)], [128.2,

@




128.0, 127.9 (Ca7, Caa, Cu7)], [127.7, 127.5, 127.4 (6C, Cas, Cas, Cuo, Cas, Cas, Cag)],
[124.6, 122.6 (C10, C11)], 118.0 (Cyaq), 114.5 (3C, Cip, Cig, Cpo), 114.2 (Cy3), [71.58,
71.32, 70.24 (Cyg, Cyg, C33)], 61.60, 61.44 (Cy3, C14) (C, and Cs are not visible) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 1653, 1604, 1591, 1508, 1454, 1413, 1382, 1298, 1247, 1176,
1139, 1105, 1080, 1051, 1024, 1012, 918, 862, 837, 808, 738, 696, 667 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 639.2391, calculated for C4;H350;" : 639.2377.




- 2,5-dimethoxy-3,6-bis(4-benzyloxyphenyl)-1.4-benzoguinone (305)

Chemical formula : C34H,50¢

Molecular weight : 532.59 g/mol

The title compound was afforded as a minor product of the reaction sequence synthesizing
unsymetrical compounds (397) and (306) (brown amorphous solid, 3% yield for each

experience).

e HNMR & ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 7.45, 7.42, 7.38, 7.34, 7.30, 7.27 (m,
14H, His, Hig, Hoo, Hos, H3241), 7.05 (d, J = 8.8 Hz, 4H, Hig, Hig, Ha1 Ha3), 5.12 (s,
4H, Hag, Hag), 3.84 (s, 6H, Hiz Hi4) ;

e “CNMR s ppm (75 MHz, chloroform-d,) : 184.0 (2C, C3, Cs), 159.3 (2C, Cy7, Cy2),
154.6 (2C, C4, C4), 137.0 (4C, Csp, C31), 132.2 (4C, Cis, Cig, Cpo, Ca4), 128.8 (4C, Csp,
Css, Cag, Cao), 128.2 (2C, Ca4, Cs9), 127.7 (4C, Cs2, Cs6, Cs7, Ca1), 126.9 (2C, Cig, C11),
122.6 (2C, C,, Cs), 114.5 (4C, C, Cis, Ca1, Ca3), 70.2 (2C, Cyg, Cy9), 61.6 (2C, Cys,
Cu4);

e IR (neat) vmax cm™ : 1649, 1606, 1589, 1508, 1465, 1452, 1381, 1298, 1240, 1176,
1105, 1064, 1010, 937, 916, 864, 825, 810, 750, 702, 644 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 533.1984, calculated for C3sH2906" : 533.1959.




- 2-bromo-3,6-dimethoxy-5-(4-benzyloxyphenyl)-1.4-benzoquinone (397)

Chemical formula : C,;H,7BrOsg

Molecular weight : 429.27 g/mol

The title compound was afforded as a minor product of the reaction sequence synthesizing
unsymetrical compound (306) (red oil, 7% yield).

e 'HNMR 6 ppm (200 MHz, chloroform-d;) : 7.43-7.36 (m, 5H, Has.57), 7.24 (dt, J =
8.8, 2.2 Hz, 2H, His, Hig,), 7.03 (dt, J = 8.9, 2.2 Hz, 2H, Hyg, Hig,), 5.10 (s, 2H, Ha1),
4.21 (s, 3H, OCHa), 3.83 (s, 3H, OCH) ;

e BC NMR & ppm (75 MHz, chloroform-d;) : 181.5 (Cg), 177.1 (Cs), 159.3 (C17),
[156.8, 154.5 (C1, C4)], 136.8 (C2), 132.0 (2C, Cis, Cig), 128.7 (2C, Cua, Co), 128.1
(Czs), 127.5 (2C, Cas, Cy7), 126.6 (C1), 122.0 (Cs), 115.2 (C,), 114.5 (2C, Cys, Cis),
70.1 (Cz1), [62.0, 61.7 (Cy3, Cas)] ;

e IR (neat) vmax cm™ : 3014, 2949, 2850, 1654, 1604, 1581, 1508, 1454, 1442, 1417,
1382, 1319, 1303, 1290, 1244, 1224, 1176, 1124, 1041, 1026, 954, 910, 864, 833, 808,
744, 698, 667, 636, 607 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 429.0535, calculated for C,;H1s"°BrOs" : 429.0332.




Synthesis of compounds (305), (309) and (310)

(4-OBn)-Ar-B(OH), (1.2 eq.)

K,CO3 (2.5 eq.)
O Br PdCl,(dppf) (0.05 eq.)
Br o~ Dry toluene ; 120°C, 24h

(3,4-OCH,0)-Ar-B(OH), (1.2 eq.)
CsF (2.5eq.)

PdCl,(dppf) (0.02 eq.)

Dry toluene ; 120°C, 24h

General procedure 3 was followed to give product (309) in 42% yield over the two steps as a
brown amorphous solid (cf description bellow). During this procedure, two other compounds
were also afforded as minor products : the symmetrical compound (310) (brown amorphous
solid, 7% vyield) (cf description page 314) and the symetrical compound (305) (brown
amorphous solid, 3% yield) (cf description page 310).

- 2,5-dimethoxy-3-(4-benzyloxyphenyl)-6-(3,4-methylenedioxyphenyl)-1,4-
benzoguinone (309)

Chemical formula : C,gH,,07

Molecular weight : 470.48 g/mol

e H NMR & ppm (300 MHz, chloroform-d,) : 7.47-7.34, 7.08-7.04, 6.88, 6.87 (m,
18H, Has, His, Hag, H1g, Hao, Has, Haa, Hai3s), 6.00 (s, 2H, Ha7), 5.12 (s, 2H, Hag), 3.87
(s, 3H, OCH3), 3.84 (s, 3H, OCH) ;

e °C NMR & ppm (75 MHz, chloroform-d;) : [183.3, 183.2 (Cs, Ce)], 158.8 (C17),
[154.3, 154.1 (Cy, C4)], [147.6, 147.0 (Cz1, C22)], 136.5 (Cso), 131.7 (2C, Cus, Cio),
128.3 (2C, Cs, Cas), 127.7 (Cs3), 127.1 (2C, Cay, Css), [126.3, 126.1 (C1g, C12)], 124.3




(Ca4), [123.1, 122.0 (C;, Cs)], 114.0 (2C, Cys, Cig), 110.7 (C), 107.7 (Cp3), 100.9
(C27), 61.7 (Cp), 61.1 (2C, C13, C14) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 3010, 2945, 2893, 2848, 1651, 1604, 1591, 1504, 1489, 1442,
1382, 1294, 1240, 1176, 1141, 1111, 1082, 1037, 929, 918, 864, 839, 796, 748, 698,
667, 650, 636 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 471.1466, calculated for C,gH230;7" : 471.1438.




- 2,5-dimethoxy-3,6-bis(3,4-methylenedioxyphenyl)-1,4-benzoguinone (310)

Chemical formula : C,,H160g
Molecular weight : 408.36 g/mol

The title compound was afforded as a minor product of the reaction sequence synthesizing

unsymetrical compounds (309) (brown amorphous solid, 7% vyield).

'H NMR 5 ppm (300 MHz, chloroform-d,) : 7.49-7.29 (m, 4H, His, Hig, Hao, Ha4),

7.04 (d, J=8.9 Hz, 2H, Hys, Haz3), 6.01 (s, 2H, Has, H2g), 3.83 (s, 6H, Hiz His) ;

e “CNMR $ ppm (75 MHz, chloroform-d;) : 178.0 (2C, C3, Cs), 159.1 (2C, Cy, Cy),
132.0 (4C, C17, C1s, Cy1, C22), 128.6 (2C, Cyo, C11), 128.1 (2C, Cy, Cs), 127.5 (2C, Cys,
Ca4), [114.7, 111.0 (4C, C1g, Cig, Cao, C23)], 114.4 (2C, Cyg, Cx), 61.44 (2C, Ci3, C14) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2954, 2926, 2852, 2358, 1651, 1595, 1506, 1489, 1444, 1298,
1232, 1176, 1111, 1037, 935, 800, 754 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 409.0962, calculated for C,;H;70g" : 409.0918.




2.2.2.8 One-pot  Pd"-catalysed  homo-difunctionnalization  of
benzoquinone with heterocycles

General procedure 4 :

CsF (3.0 eq.)
o Ag,0 (2.5 eq.) (o}
_0 Br PdCl,(dppf) (0.05 eq.) _0 Het
+ Het-B(OH),
Br o~ Dry toluene ; 120°C, 24h Mt o~
0o Sealed tube o
(276)

A flame-dried 250 mL sealed vial was filled with 2,5-dibromo-3,6-dimethoxy-1,4-
benzoquinone (276) (1.0 eq., 3 mmol) and the corresponding boronic acid (2.5 eg., 7.5 mmol).
Then, toluene (50 mL) was added and the solution was flushed with argon. Then, PdCl,(dppf)
(0.05 eq., 150 pmol), CsF (3.0 eq., 9 mmol) and Ag.O (2.5 eq., 7.5 mmol) were added and the
reaction mixture was heated to 120°C for 24h. After cooling, the reaction mixture was
concentrated under reduced pressure and the crude product was purified directly by flash
chromatography (Petroleum ether/CH,CI,/CH3CN : 70:27:3) affording the homo-
difunctionnalised benzoquinone.

List of compounds synthesized by general procedure 4 :

o (o]
MeO Br MeO Br
> OMe S OMe
\ o o \ S (0]
(297) (399) (300) (400)
Synthesis page 316 Synthesis page 316 Synthesis page 318 Synthesis page 318
Description page 316 Description page 317 Description page 318 Description page 319




Synthesis of compounds (297) and (399)

CsF (3 eq.)
o Ag,0 (2.5 eq.) o
_0 Br @\ PdCl,(dppf) (0.05 eq.) _o Br
+ +
Br o~ o~ ~B(OH): Dry toluene ; 120°C, 24h S o~
0 N0 o
(276) (300)

General procedure 4 was followed to give product (297) in 2% vyield as a dark amorphous
solid (cf description bellow). The mono-furanyl compound (399) was also afforded as side

product of this reaction sequence (dark red oil, 24% yield) (cf description page 317).

- 2,5-dimethoxy-3,6-bisfuranyl-1,4-benzoguinone (297)

Chemical formula : C46H1,0¢

Molecular weight : 300.27 g/mol

e HNMR S ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 7.61 (dd, J = 1.8, 0.8 Hz, 2H, Hi7, Hz1),
7.08 (dd, J = 3.5, 0.8 Hz, 2H, Hys Hag), 6.58-6.56 (S, 2H, Hag, Hzo), 4.05 (s, 6H, Hys,
Hua) ;

e CNMR & ppm (75 MHz, chloroform-d;) : 181.7 (2C, Cs, Cs), 153.3 (2C, C, Cy),
1445 (2C, Cyo, C11), 144.1 (2C, Ci7, Ca), 117.9 (2C, C,, Cs), 116.6 (2C, Cis, Cuo),
111.9 (2C, Cys, Ca0), 61.7 (2C, C13, Cu4) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2954, 2926, 2850, 2364, 2320, 1734, 1716, 1635, 1558, 1541,
1508, 1456, 1436, 1305, 1249, 1182, 1064, 1037, 773, 669 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 301.0739, calculated for C1¢H1306" : 301.0707.




- 2-bromo-3,6-dimethoxy-5-(furan-2-yl)-1.4-benzogquinone (399)

Chemical formula : C1,HyBrOs
Molecular weight : 313.10 g/mol

The title compound was afforded as side product of the reaction sequence synthesizing

symetrical compound (297) (dark red oil, 24% yield).

e 'H NMR § ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 7.57 (s br, 1H, Hy7), 6.98 (d, J = 3.5
Hz, 1H, His), 6.52 (m, 1H, Hs), 4.19 (s, 3H, OCH3s), 4.01 (s, 3H, OCHs3) ;

e C NMR 6 ppm (75 MHz, chloroform-d;) : [179.6, 176.7 (Cs, Ce)], [157.0, 152.9,
144.0 (Cy, C4, C12)], 144.3 (C1y), [117.7, 115.3 (Cy, Cs)], [116.7, 111.9 (Cis, Ci6)],
[62.0, 61.8 (Ci3, C14)] ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2951, 2362, 2330, 1662, 1585, 1558, 1541, 1506, 1456, 1319,
1255, 1226, 1188, 1163, 1122, 1041, 1020, 958, 931, 902, 885, 813, 742, 688, 667,
626, 605 ;

e HRMS (ESI +) : m/iz [M+H]" : 312.9704, calculated for C1,H1o"°BrOs" : 312.9706.




Svnthesis of compounds (300) and (400)

CsF (3 eq.) o

o Ag,0 (2.5 eq.)
_O Br m PdCl,(dppf) (0.05 eq.) /0 Br
LD :
B(OH) ~
Br o~ S % Dry toluene ; 120°C, 24h S o
o S (0]
(276) (400)

General procedure 4 was followed to give product (300) in < 5% vyield as a dark red
amorphous solid (cf description bellow). The mono-thiophenyl compound (400) was also
afforded as major product of this reaction sequence (dark purple oil, 24% vyield) (cf
description page 319).

- 2,5-dimethoxy-3,6-bis(thiophenyl)-1.4-benzogquinone (300)

Chemical formula : C15H120.S,

Molecular weight : 332.39 g/mol

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 333.0296, calculated for C15H1304S," : 333.0250.




- 2,5-dimethoxy-3-thiophenyl-6-bromo-1.,4-benzoquinone (400)

Chemical formula : C1,HyBrO,S
Molecular weight : 329.16 g/mol

The title compound was afforded as major product of the reaction sequence synthesizing
symetrical compound (300) (dark purple oil, 24% yield).

e 'H NMR 6 ppm (400 MHz, chloroform-d;) : 8.00 (dd, J = 3.9, 1.1 Hz, 1H, His), 7.54
(dd, J = 5.2, 1.1 Hz, 1H, Hy7), 7.15 (dd, J = 5.2, 4.0 Hz, 1H, Ha), 4.23 (s, 3H, OCHs),
4.16 (s, 3H, OCHs) ;

e BCNMR $ ppm (101 MHz, chloroform-d;) : 180.6 (Cs), 176.6 (C3), [157.1, 151.9
(C1, C4)], 132.2 (C1s), 130.3 (C1o), 130.1 (C17), 127.0 (C16), 121.8 (Cs), 115.2 (Cy),
[61.9, 61.3 (Cu3, C1d)] ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2956, 2922, 2852, 2364, 2322, 1749, 1734, 1662, 1653, 1560,
1496, 1456, 1436, 1332, 1207, 1157, 1114, 1099, 1053, 894, 790, 769 ;

e HRMS (ESI +) : m/iz [M+H]" : 328.9510, calculated for C1oH1o"°BrO,S* : 328.9478.




2.2.29 One-pot  Pd"-catalysed  hetero-difunctionnalization  of
benzoquinone with heterocycles

2,5-dimethoxy-3-phenyl-6-thiophenyl-1,4-benzoquinone (301)

CsF (3 eq.)

Ag,0 (2.5 eq.) 0 SN
O\ PdCl,(dppf) (0.05 eq.) /o ~
B(OH), _
Dry toluene ; 120°C, 24h  Br (0]
O (400)
(276)

phenylboronic acid (1.2 eq.)
CsF (2 eq.)

PdCl,(dppf) (0.05 eq.)

Dry toluene ; 120°C, 24h

Chemical formula : CygH;404S
Molecular weight : 326.37 g/mol

A dry 250 mL sealed vial was filled with 2,5-dibromo-3,6-dimethoxy-1,4-benzoquinone (276)
(2.0 eqg., 1.5 mmol, 500 mg) and the thiophenylboronic acid (2.5 eq., 3.8 mmol, 480 mg) in
dried toluene (25 mL) and the solution was flushed with argon. Then PdCl,(dppf) (0.05 eq.,
75 pmol, 59 mg), CsF (3.0 eg., 4.5 mmol, 685 mg) and Ag.0 (2.5 eq., 3.8 mmol, 869 mg) are
added and the reaction vial is sealed. The mixture is stirred at 120°C for 24h. After cooling,
the vial is unsealed, the reaction crude was dried and subjected to column chromatography for
an approximate purification (Petroleum ether/CH,Cl,/CH3;CN : 70:27:3). Compound (400) is
then engaged in the second step without further purification. Another dry 250 mL sealed vial
was filled with compound (400) (1.0 eg., 0.36 mmol, 118 mg) and the phenylboronic acid (1.2
eq., 0.42 mmol, 51 mg) in dried toluene (3 mL) and the solution was flushed with argon. Then
PdCl,(dppf) (0.05 eq., 18 pmol, 14 mg) and CsF (2.0 eq., 0.7 mmol, 111 mg) are added and
the reaction vial is sealed. The mixture is stirred at 120°C for 24h. After cooling, the vial is
unsealed, the reaction crude was dried and subjected to column chromatography for
purification  (Petroleum ether/CH,Cl,/CH3;CN : 70:27:3) affording the hetero-

difunctionnalised benzoquinone (301) as a red amorphous solid with 3% yield.

e 'HNMR 6 ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 7.48-7.34 (m, 7H, Ar-H), 7.09 (d, J =
8.4 Hz, 1H, Ar-H), 3.87 (s, 6H, Hiz, Hys) ;




3C NMR & ppm (75 MHz, chloroform-d;) : 183.9 (2C, Cs, Ce), [159.2, 154.6 (C4,
C4], [137.0, 132.1 (C1o, C11)], [128.7, 127.6 (4C, Cus, Cus, Cis, Ci0)], [128.6, 128.1,
127.5 (Ca0, Ca1, C22)], 114.5 (2C, Cy, Cs), 61.5 (2C, C13, C1a) ;

IR (neat) vmax cm™ : 2949, 2858, 1653, 1604, 1593, 1575, 1508, 1454, 1384, 1296,
1240, 1176, 1138, 1107, 1049, 1010, 920, 864, 831, 819, 748, 698, 667, 644 ;

HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 327.0715, calculated for C15H1504S" : 327.0686.




2.2.3 Ring contraction of terphenylquinones to bistetronic acids
2.2.3.1 General procedures for the ring contraction of terphenylquinones

General procedure 5 : Basic hydrolysis of terphenylquinones

o
NaOH (2m), EtOH HO Ar
Reflux ; 2h Ar OH

To a solution of 2,5-dimethoxyterphenylquinones (1.0 eq., 1.7 mmol) in EtOH (520 mL), a

2M-aqueous solution of NaOH (260 mL) was added. The reaction mixture was brought to
reflux for 2h. After cooling, the reaction was quenched with a 1M-hydrochloric acid solution
and the mixture turned from purple to orange. The product was extracted with
dichloromethane (3x200 mL). The combined organic layers are dried over Na;SO., filtered
and concentrated under reduced pressure affording the corresponding 2,5-
dihydroxyterphenylquinones, which is used for the next step without further purification.

General procedure 6 : Ring contraction of dihydroxyterphenylquinones

_ A%0,DMSO | o
70 C;3h;0.05 bar o |
Ar,

Crude 2,5-dihydroxy-terphenylquinones (1.0 eq., 0.71 mmol) was dissolved in DMSO (42

mL). Ac,0 (21 mL) was added and the dark solution was stirred at 70°C for 3h under vacuum
(0.05 bar). After cooling, the reaction was quenched with 1M-hydrochloric acid solution and
an orange precipitate was formed, collected by filtration and washed with water, affording the

corresponding bistetronic acid.




List of compounds synthesized by general sequence procedure 5 and 6 :

(315)

Synthesis and description page 324

(258) OMe

Synthesis and description page 326

OMe

(271) OMe

Synthesis and description page 328

OBn

(319) 0Bn

Synthesis and description page 331

OMe

(272) OMe

Synthesis and description page 332

(316)

Synthesis and description page 325

(317) OBn

Synthesis and description page 327

(320)

Synthesis and description page 329

o
SO
o
| o
o |
¢ UL
(321) o

Synthesis and description page 333




2.2.3.2 Compounds’ description

3,6-bisphenyl-furo-[3,2-b]-furan-2,5-dione (315)

NaOH (2M) Ac,0
_— _—
EtOH DMSO ; 70°C,
Reflux, 2h 1h30 ; 0.05 bar

Chemical formula : C1gH1004

Molecular weight : 290.27 g/mol

General procedure 5 was followed to give product (401) in > 99% yield as a dark amorphous

solid.

General procedure 6 was then followed for 1h30 to give product (315) in 50% yield as a

yellow amorphous solid.

e HNMR S ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 8.04 (d, J = 7.6 Hz, 4H, His, Hi7, His,
Hyp), 7.52-7.44 (m, 6H, Hi4.16, Hi9-21) ;

e CNMR 6 ppm (101 MHz, chloroform-d;) : 165.8 (2C, Cs, C;), 157.3 (2C, C,, Cy),
130.3 (2C, Cis, Cy), [129.3, 128.3 (8C, Ci3, Ci4, Ci6, C17, Cig, C19, Co1, C22)], 126.5
(2C, C11, Cy12), 101.5 (2C, C4, Cy) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 1813, 1791, 1656, 1606, 1494, 1448, 1359, 1334, 1317, 1259,
1172, 1163, 1055, 921, 873, 798, 773, 725, 688, 655, 619, 605 ;

e HRMS (ESI +): m/z [M+H]" : 291.0646, calculated for CigH1104" : 291.0652 ;
[M+MeOH+H]" : 323.0911, calculated for C1gH1505" : 323.0914.




3-(4-methoxyphenyl)-6-phenyl-furo-[3,2-b]-furan-2,5-dione (316)

NaOH (2M) Ac,0
—_— B ——
EtOH DMSO ; 70°C,
Reflux, 2h 1h30 ; 0.05 bar

Chemical formula : Cy9H;,05

Molecular weight : 320.30 g/mol

General procedure 5 was followed to give product (402) in > 99% yield as a dark amorphous

solid.

General procedure 6 was then followed for 1h30 to give product (316) in 80% vyield as an

orange amorphous solid.

e HNMR S ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 8.03 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Hy), 8.00 (d, J
= 9.1 Hz, 2H, Hiz Hi7), 7.46 (m, 4H, Hig, Hio, H21, H22), 7.01 (d, J = 8.8 Hz, 2H, Hya,
His), 3.87 (s, 3H, Ha4) ;

e BCNMR & ppm (75 MHz, chloroform-d,) : 166.2 (2C, Cs, C;), 161.2 (C1s), [157.5,
155.3 (C;, C3)], 132.6 (C12), [130.0, 129.3, 128.2 (6C, Ci3, Ci7, Cis, Cig, Ca1, C22)],
126.8 (Cz0), 119.2 (Cy1), 114.9 (2C, C14, Cie), [101.7, 101.1 (Cy, Cg)] ;

e IR (neat)vmax cm™ : 1770, 1735, 1678, 1602, 1512, 1490, 1463, 1440, 1371, 1305,
1278, 1249, 1180, 1161, 1066, 1029, 960, 904, 835, 781, 754, 694 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 321.0752, calculated for C19H1305" : 321.0757.




3,6-bis-(4-methoxyphenyl)-furo-[3,2-b]-furan-2,5-dione (258)

NaOH (2M)

_—
EtOH
Reflux, 2h

ACZO
_ =
DMSO ; 70°C,
1h30 ; 0.05 bar

(258) Y

Chemical formula : CyH140¢
Molecular weight : 350.33 g/mol

General procedure 5 was followed to give product (313) in > 99% yield as a dark amorphous

solid.

General procedure 6 was then followed for 1h30 to give product (258) in 69% yield as a

yellow amorphous solid.

e 'HNMR $ ppm (400 MHz, chloroform-d;) : 7.99 (d, J = 8.9 Hz, 4H, Hi3 Hi7, His,
Hy,), 7.00 (d, J = 8.9 Hz, 4H, Hy4 His, Hig, H21), 3.87 (S, 6H, Has, Hag) ;

e BC NMR & ppm (101 MHz, chloroform-d;) : 166.5 (2C, Cs, C;), 161.0 (2C, Cis,
Ca0), 155.6 (2C, Cy, Cs), 129.9 (4C, Cis, C17, Cis, C), 119.4 (2C, Cy1, Cro), 114.9
(4C, Cy4, Cys, Cig, Cp1), 101.3 (2C, C4, Cg), 55.6 (2C, Cz4, Cpp) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2969, 2938, 2843, 2360, 2341, 1817, 1803, 1779, 1658, 1604,
1571, 1510, 1464, 1354, 1311, 1299, 1262, 1190, 1162, 1122, 1064, 1022, 872, 845,
824, 803, 750, 728, 631 ;

e HRMS (ESI +): m/z [M+MeOH+H]" : 383.1117, calculated for CzHi907" :
383.1125.




3,6-bis-(4-benzyloxyphenyl)-furo-[3,2-b]-furan-2,5-dione (317)

OBn
NaOH (2M)
—_—
EtOH
Reflux, 2h
BnO
Ac,0, DMSO
( 70°C, 1h30

0.05 bar

Chemical formula : C3,H,,0¢
Molecular weight : 502.52 g/mol

General procedure 5 was followed to give product (312) in > 99% yield as a dark amorphous
solid.

General procedure 6 was then followed for 1h30 to give product (317) in 23% yield as a

yellow amorphous solid.

e HNMR & ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 7.39-7.35 (m, 14H, Ar-H), 6.85 (d, J =
9.0 Hz, 4H, Ar-H), 5.04 (s, 4H, Has, Has) :

e C NMRwill be recorded as soon as possible ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2372, 2320, 1772, 1734, 1683, 1647, 1558, 1541, 1521, 1506,
1458 ;

e HRMS (ESI +): m/z [M+MeOH+H]" : 535.1720, calculated for CassH»/O7" :
535.1751.




3-(3.4-dimethoxyphenyl)-6-(4-methoxyphenyl)-furo-[3,2-b]-furan-2,5-dione (271)

o
NaOH (2M) Ac,0
—_ B —
EtOH DMSO ; 70°C,
Reflux, 2h 3h; 0.05 bar

(271)

Chemical formula : C,;H;607

Molecular weight : 380.35 g/mol

General procedure 5 was followed to give product (403) in > 99% yield as a dark amorphous
solid.

General procedure 6 was then followed for 3h to give product (271) in 69% yield as an orange

amorphous solid.

e HNMRS ppm (400 MHz, chloroform-d;) : 7.99 (dd, J = 8.9, 1.9 Hz, 2H, Hig, Hz)),
7.67 (dd, J = 8.5, 2.1 Hz, 1H, Hy3), 7.54 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Hy7), 7.00 (dd, J = 8.9, 1.9
Hz, 2H, Hig, H1), 6.95 (d, J = 8.6 Hz, 1H, His), 3.97 (s, 3H, Hy7), 3.94 (s, 3H, Hag),
3.87 (s, 3H, H) ;

e CNMR ppm (101 MHz, chloroform-d,) : 166.2 (2C, Cs, C;), 160.9 (Cy), [155.5,
155.4 (Cy, Cg)], 150.6 (Cis), 149.4 (Cie), [129.8, 129.7 (Cus, C22)], 121.9 (Cy3), 119.5
(C12), 119.2 (Cy1), 114.7 (2C, Cig, Cy1), 111.4 (Cy4), 110.5 (Cy7), 101.1 (2C, Cy, Cg),
56.1 (Cy7), 56.0 (Czs), 55.4 (C2) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2961, 2920, 2851, 1814, 1780, 1659, 1602, 1514, 1458, 1361,
1301, 1280, 1257, 1176, 1144, 1026, 914, 837, 822, 799, 727 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 381.1009, calculated for C;H;70;" : 381.0969 ; m/z
[M+MeOH+H]" : 413.1255, calculated for Co,H»Og" : 413.1231.




3-(3,4-methylenedioxyphenyl)-6-(4-benzyloxyphenyl)-furo-[3,2-b]-furan-2,5-dione (320)

NaOH (2M)

—_—
EtOH
Reflux, 2h

BnO

Ac,0, DMSO
70°C, 1h30
0.05 bar

Chemical formula : CysH1607

Molecular weight : 440.41 g/mol

General procedure 5 was followed to give product (404) in > 99% yield as a dark amorphous
solid.

General procedure 6 was then followed for 1h30 to give product (320) in 56% vyield as an

orange amorphous solid.

e HNMRS ppm (400 MHz, chloroform-d;) : 7.98 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hi3, Hi7), 7.61
(dd, J = 8.2, 1.7 Hz, 1H, Hig), 7.53 (d, J = 1.8 Hz, 1H, Hyy), 7.43-7.35 (M, 5H, Hag.34),
7.08 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hi4, Hyg), 6.92 (d, J = 8.2 Hz, 1H, Hio), 6.04 (s, 2H, Hz7), 5.13
(s, 2H, Haa) ;

e CNMR 6 ppm (101 MHz, chloroform-d;) : 166.2 (2C, Cs, C), 160.3 (C1s), [155.8,
155.4 (C,, Cs)], [149.3, 148.6 (C2, C21)], 136.5 (Czs), 130.0 (2C, Cy3, Cy7), [128.9,
128.4, 127.7 (5C, Cs0.34)], 123.4 (C1g), 120.7 (C12), 119.5 (Cy1), 115.8 (2C, Ci4, Cie),
109.2 (Cag), 108.1 (C22), 101.8 (Cz7), [101.4, 101.2 (Cy, Cg)], 70.3 (Cas) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2376, 2320, 1811, 1772, 1653, 1602, 1506, 1456, 1348, 1244,
1224, 1170, 1109, 1056, 1033, 991, 981, 914, 842, 833, 794, 746, 729, 698, 663 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+NH,4]" : 458.1238, calculated for CsH2oNO-" : 458.1234.




3-(3,4-bis[benzyloxyphenyl])-6-(4-methoxyphenyl)-furo-[3,2-b]-furan-2,5-dione (318)

OBn
NaOH (2M)
—_—
EtOH
Reflux, 2h
(o)
I
- N Ac,0, DMSO
70°C, 2h30

0.05 bar

(318) 32

Chemical formula : C33H,,07

Molecular weight : 532.55 g/mol

General procedure 5 was followed to give product (405) in > 99% yield as a dark amorphous

solid.

General procedure 6 was then followed for 2h30 to give product (318) in 29% vyield as an

orange amorphous solid.

'H NMR 5 ppm (300 MHz, chloroform-d,) : 7.98 (dt, J = 8.9, 2.1 Hz, 2H, Hi3, H17),
7.63-7.34 (M, 13H, Hig, Hig, Haz, Ha1.40), 7.00 (dt, J = 9.2, 1.6 Hz, 2H, His, Hi4), 5.24
(s, 2H, OCH3Ph), 5.22 (s, 2H, OCH,Ph), 3.87 (s, 3H, Hzz) ;

13C NMR $ ppm (75 MHz, chloroform-d;) : 166.3 (2C, Cs, C;), 161.1 (Cys), [155.7,
155.4 (Cy, Cs)], 150.6 (Cz), 149.2 (Cz1), [136.9, 136.8 (Czs, Cs0)], 129.9 (2C, Cys,
C17), [128.8, 128.7, 128.2, 127.8, 127.4 (10C, C31.40)], 122.4 (Cyg), 120.0 (Cyp), 119.3
(C11), 114.8 (2C, Cu4, Cig), 114.7 (Cyg), 114.1 (Cz), [101.3, 101.1 (Cy, Cg)], [71.4,
71.1 (Cz6, C27)], 55.6 (C24) ;

IR (neat) vmax cM™ : 2374, 1818, 1647, 1604, 1514, 1456, 1359, 1301, 1257, 1222,
1182, 1141, 1062, 1026, 823, 736, 696 ;
HRMS (ESI +): m/z [M+MeOH+H]" :
565.1857.

565.1854, calculated for Cs4H,9Os"




3-(4-(benzyloxy)phenyl-6-(3,4-bis(benzyloxy)phenyl)-furo-[3,2-b]-furan-2,5-dione (319)

OBn OBn

NaOH (2M)

- N
EtOH

Reflux, 2h

Ac,0, DMSO
70°C, 3h,
0.05 bar

(319)

Chemical formula : C3gH,307

Molecular weight : 608.65 g/mol

General procedure 5 was followed to give product (311) in > 99% yield as a dark amorphous
solid. General procedure 6 was then followed for 3h to give product (319) in 57% yield as an

orange amorphous solid.

e HNMR 5 ppm (300 MHz, chloroform-d,) : 7.67 (d, J = 8.5 Hz, 2H, His Hj,), 7.63
(d, J = 1.9 Hz, 1H, Hys), 7.60 (dd, J = 8.7, 2.0 Hz, 1H, Hy7), 7.53-7.32 (m, 15H, Ha,.
46), 7.06 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hie, Ha1), 7.99 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Hy), 5.23 (s, 2H,
OCH,Ph), 5.21 (s, 2H, OCH,Ph), 5.11 (s, 2H, OCH,Ph) ;

e C NMR 6 ppm (75 MHz, chloroform-d;) : [166.3, 166.3 (Cs, C7)], 160.2 (Cx),
155.7 (2C, Cy, Cs), 155.7 (Cis), 149.2 (Cia), [136.9, 136.8, 136.5 (C27, Czs, Can)l,
129.9 (2C, Cig, Ca2), 128.8 (2C, Caz Cus), [128.7, 128.7 (4C, Ca, Cas, Cas, Cao)], 128.4
(Cas), 128.2 (Cag), 127.8 (2C, Ca7, Ca1), 127.6 (2C, Cap, Csg), 127.4 (2C, Cap, Cag),
122.4 (Cy7), 120.0 (C11), 119.6 (C1a), 115.7 (2C, Cio, Ca1), 114.7 (Cie), 114.1 (Ca),
[101.2, 101.1 (Cy, Cs)], [71.4, 71.1, 70.3 (C24, C26, C20)] ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2923, 1814, 1789, 1658, 1600, 1514, 1454, 1432, 1383, 1353,
1312, 1259, 1237, 1180, 1136, 1090, 997, 933, 844, 830, 805, 729, 695, 644, 633 ;

e HRMS (ESI +): m/z [M+MeOH+H]" : 641.2130, calculated for CsH330s" :
641.2170.




3,6-bis(3,4-dimethoxyphenyl)-furo-[3,2-b]-furan-2,5-dione (272)

NaOH (2M)
_—
EtOH
Reflux, 2h

ACQO
_
DMSO ; 70°C,
1h30 ; 0.05 bar

~
(272) 19 O

Chemical formula : C,,H150g

Molecular weight : 410.38 g/mol

General procedure 5 was followed to give product (406) in > 99% yield as a dark amorphous

solid.

General procedure 6 was then followed for 1h30 to give product (272) in 65% vyield as an

orange amorphous solid.

e H NMR 6 ppm (400 MHz, chloroform-d,) : 7.695 (dd, J = 8.5, 2.1 Hz, 2H, Hyy,
Hig), 7.555 (dd, J = 2.1 Hz, 2H, His Ha,), 6.97 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Hig, Hig), 3.98 (s,
6H, Ha4, Hog), 3.95 (s, 6H, Hag, Hao) ;

e “CNMR s ppm (75 MHz, chloroform-d;) : 166.4 (2C, Cs, C7), 155.6 (2C, C;, C3),
150.9 (2C, Cis, Cao), 149.6 (2C, Cia, Co1), 122.1 (2C, Ci7, C1s), 119.6 (2C, Cu1, C12),
111.6 (2C, Cig, C1o), 110.7 (2C, Cis, Ca2), 101.4 (2C, Cy, Cs), 56.3 (2C, Cag, Cao), 56.2
(2C, Cy4, Cyp) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2915, 2844, 1807, 1777, 1660, 1640, 1598, 1579, 1520, 1464,
1446, 1417, 1366, 1326, 1289, 1264, 1233, 1141, 1023, 954, 870, 822, 764, 746, 730,
621 ;

e HRMS (ESI +): m/z [M+MeOH+H]" : 443.1366, calculated for Cj3H30¢" :
443.1337.




3,6-bis(3,4-methylenedioxyphenyl)-furo-[3,2-b]-furan-2,5-dione (321)

NaOH (2M)

—_—
EtOH
Reflux, 2h

ACzo
B —
DMSO ; 70°C,
1h30 ; 0.05 bar

Chemical formula : CyyH100g
Molecular weight : 378.29 g/mol

General procedure 5 was followed to give product (407) in > 99% yield as a dark amorphous
solid.

General procedure 6 was then followed for 1h30 to give product (321) in 23% vyield as an
orange amorphous solid.

e 'H NMR can not be recorded because of low solubility of (321) ;

e 3C NMR can not be recorded because of low solubility of (321) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2954, 2922, 2852, 2366, 1734, 1716, 1558, 1508, 1458, 1261,
1182, 1082, 968 ;

e HRMS (ESI +): m/iz [M+2MeOH+2ACN+H,0]" : 518.3786, calculated for
Ca4H26N,01; " : 518.1537.




2.2.4 Ring opening of bistetronic acids
2.2.4.1 Hydrolysis of bistetronic acids

General procedure 7a :

O o)
Ary Ar, o
| o Acetone / H,0 (4:1) | o Ar O on
HO +
o | Reflux ; 1h \ A o ]
HO r2
Ar, Ary
o] Y d

A suspension of bistetronic acid (0.13 mmol) in aqueous acetone (acetone/H,O : 4:1) (100

mL) was heated to reflux for 1h. After cooling, the crude mixture was concentrated. Crude
products were purified by flash chromatography (CH,CI,/ACN : 4:1). From bistetronic acid,

two corresponding products were obtained, which quickly reisomerize after purification as a
mixture of both isomers.

List of compounds synthesized by general procedure 7a :

(269b)

Synthesis and description page 335 Synthesis and description page 336 Synthesis and description page 337




Pulvinic acid (323)

Acetone / H,0 (4:1)

(315)

Chemical formula : C1gH1,05
Molecular weight : 308.30 g/mol

General procedure 7a was followed to give product (323) in > 99% yield as a yellow oil.

e HNMR S ppm (400 MHz, chloroform-d;) : 13.69 (s, 1H, OHyg), 8.13 (dd, J = 8.5,
1.3 Hz, 2H, Ar-H), 7.46 (d, J = 1.7 Hz, 1H, Ar-H), 7.44 (d, J = 2.1 Hz, 3H, Ar-H),
7.42 (s, 1H, Ar-H), 7.36 (t, J = 1.3 Hz, 1H, Ar-H), 7.33 (dd, J = 7.9, 1.7 Hz, 2H, Ar-
H) ;

e BC NMR & ppm (101 MHz, chloroform-d;) : 172.2 (C;), 165.7 (Cs), 160.1 (Cy),
156.0 (C3), 131.9 (C11), 128.8 (C12), 129.9 (Ar-C), 128.9 (Ar-C), 128.5 (Ar-C), 128.4
(Ar-C), 127.9 (Ar-C), 114.7 (Cs), 105.4 (C1) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2927, 1772, 1751, 1676, 1610, 1595, 1490, 1442, 1371, 1296,
1261, 1163, 1074, 1058, 956, 904, 783, 727, 692 ;

e HRMS (ESI -) : m/z [M-H] : 307.0622, calculated for C1gH1;05 : 307.0612.




Synthesis of compounds (269) and (268)

Acetone / H,O

—_—

(4:1) (viv)

OMe

General procedure 7a was followed to give product (268) in 27% yield as a orange oil (cf
description bellow) and product (269) in 73% vyield as a orange oil.

- 2-(4-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-hydroxy-5-oxofuran-2-(5H)-ylidene)-2-(4-
methoxyphenyl)-acetic acid (268)

Chemical formula : C,;H150g

Molecular weight : 398.37 g/mol

General procedure 7a was followed to give product (268) in 27 % yield as a yellow oil.

e 'H NMR & ppm (300 MHz, acetonitrile-ds) : 8.13 (d, J = 9.1 Hz, 2H, Hag, Hz), 7.94
(d, J = 2.0 Hz, 1H, Hy7), 7.77 (dd, J = 8.5, 1.9 Hz, 1H, Hi3), 7.20 (d, J = 8.6 Hz, 1H,
Hia), 6.94 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Hyg, Hx), 3.83 (s, 3H, OCHj3), 3.82 (s, 3H, OCHs), 3.80
(s, 3H, OCHj3) ;

e ®C NMR & ppm (75 MHz, chloroform-d,) : [166.58, 166.4 (Cs, Cs)], 159.7 (Cq),
159.1 (Cq), 149.3 (Cq), 149.0 (Cq), 148.6 (Cq), 148.5 (Cq), 131.5 (C17), 129.2 (C1a),
124.8 (Cq), 124.5 (Cq), 122.1 (Cq), 121.7 (Cq), 121.2 (CH-Ar), 113.9 (CH-Ar), 113.6
(CH-Ar), 111.0 (CH-Ar), 110.8 (CH-Ar), [55.89, 55.84 (C27, C2g)], 55.3 (C26) ;

e IR (neat) vma cm™ : 2937, 2839, 1769, 1683, 1596, 1513, 1465, 1413, 1368, 1249,
1182, 1143, 1059, 1025, 993, 956, 915, 865, 835, 812, 767, 744, 697 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 399.1085, calculated for C,;H190g" : 399.1074.

e HRMS (ESI -) : m/z [M-H] : 397.0894, calculated for C,;H170g" : 397.0929.




2-(3,4-dimethoxyphenyl)-2-(4-[3,4-dimethoxyphenyl]-3-hydroxy-5-oxofuran-2-(5H)-
ylidene)-acetic acid (270)

Acetone / H,O (4:1)

(270) 31

Chemical formula : Cy,H,004
Molecular weight : 428.39 g/mol

General procedure 7a was followed to give product (270) in > 99% yield a orange amorphous

solid.

e 'H NMR & ppm (300 MHz, DMSO-ds) : 8.07 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Hyy), 7.85 (s, 1H,
Hig), 7.71 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Ha1), 6.94 (dd, J = 8.4, 3.3 Hz, 1H, H13), 6.83 (s, 1H,
Hi7), 6.76 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Hy4), [3.79, 3.76, 3.73 (s, 12H, OCH3)] ;

e BCNMR 6 ppm (75 MHz, DMSO-dg) : [169.1, 168.5, 167.3 (C, Cs, C7)], 152.1 (C),
[148.2, 148.0, 147.6, 146.7 (C1s, C16, C19, C20)], [128.4, 125.2 (C11, C12)], [117.4, 95.3
(C1, Cg)], [122.7, 118.2, 114.5, 111.7, 110.9, 109.5 (C13, C14, C17, Cis, Co1, C22)],
[55.5, 55.5, 55.3 (4C, C, C27, Cas, Ca1)] ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2839, 1751, 1704, 1599, 1515, 1466, 1413, 1390, 1361, 1322,
1253, 1214, 1175, 1139, 1066, 1021, 924, 869, 814, 794, 766, 701, 655, 626 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+Na]" : 451.1019, calculated for C,,H20NaOg" : 451.1000.




2.2.4.2 Transesterification of bistetronic acids by methanol

General procedure 7b :

o) 0
Ary Ary A OMe
| o MeOH | o "\
. OH
HO \
o | Reflux ; 12h o |
MeO Ar,
Ar, Ary
o o} o

A suspension of bistetronic acid (0.3 mmol) in MeOH (15 mL) was heated to reflux for 12h.

After cooling, the crude mixture was concentrated and crude products were purified by flash
chromatography (cyclohexane or petroleum ether/AcOEt : 7:3) affording the two
corresponding permethylated pulvinic acids.

List of compounds synthesized by general procedure 7b :

(279b) (279a)

Synthesis page 342

Synthesis and description page 342 Description page 345

(328a)

Synthesis page 346

Description page 347 Synthesis and description page 346

(291)

Synthesis page 339

o Synthesis and description page 339
Description page 340




Synthesis of compounds (291) and (408)

MeOH

_—

Reflux ; 12h

(316)

General procedure 7b was followed to give isopinastric acid (408) in 63% yield as orange oil
(cf description bellow) and pinastric acid (291) in 33% yield as orange oil (cf description page
340).

- Isopinastric acid (408)

Chemical formula : CyoH160¢
Molecular weight : 352.34 g/mol
e 'H NMR & ppm (400 MHz, chloroform-d;) : 13.72 (s, 1H, OHas), 8.14 (dd, J = 8.4,
1.3 Hz, 2H, Hys, Hy7), 7.44 (tt, J = 7.4, 1.7 Hz, 2H, Hi4, Hi), 7.33 (tt, J = 7.4, 1.3 Hz,
1H, His), 7.21 (dt, J = 8.8, 2.2 Hz, 2H, Hig, Hp), 6.95 (dt, J = 8.8, 2.1 Hz, 2H, Hi,,
H21), 3.90 (s, 3H, Hao), 3.85 (s, 3H, Hze) ;
e C NMR § ppm (101 MHz, chloroform-d;) : 171.9 (C;), 166.0 (Cs), 160.3 (C»),
159.8 (Cz0), 154.6 (Cs), 131.4 (2C, Cug, C22), 128.4 (2C, Cus4, Cys), 128.3 (C15), 127.9
(2C, Cus, Ci17), 124.1 (C11), 115.6 (Cg), [113.7, 113.6 (C1o, C21)], 105.1 (Cy), 55.3
(C26), 54.4 (Cx0) ;
e IR (neat) vmax cm™ : 2954, 2927, 1772, 1678, 1606, 1512, 1463, 1440, 1317, 1305,
1288, 1249, 1180, 1161, 1066, 1031, 960, 948, 904, 835, 781, 731, 698 ;
e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 353.1016, calculated for C,oH1706" : 353.1020.




-> Pinastric acid (291)

Chemical formula : CyoH160¢
Molecular weight : 352.34 g/mol
e 'H NMR & ppm (400 MHz, chloroform-d;) : 13.55 (s, 1H, Hyg), 8.13 (dt, J = 9.1, 2.0
Hz, 2H, His, Hi7), 7.42-7.39 (m, 2H, Ar-H), 7.27-7.25 (m, 3H, Ar-H), 6.97 (dt, J =
9.1, 2.0 Hz, 2H, Hy4, His), 3.88 (s, 3H, Hsp), 3.85 (s, 3H, Hsy) ;
e BC NMR & ppm (101 MHz, chloroform-d;) : 171.9 (C;), 166.2 (Cs), 159.8 (C1s),
158.7 (Cy), 155.2 (Cs), [130.1, 128.7, 128.3 (5C, Cis-22)], 129.5 (2C, Ci3, C17), 121.8
(C12), 115.3 (Cs), 114.1 (2C, Cy4, Cy6), 105.5 (Cy), 55.4 (C32), 54.5 (Cso) ;
e IR (neat) vmax cm™ : 2956, 2926, 2601, 1774, 1716, 1676, 1597, 1514, 1492, 1456,
1438, 1417, 1371, 1307, 1276, 1251, 1184, 1161, 1103, 1076, 1064, 1029, 960, 902,
835, 732, 698 ;
e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 353.1007, calculated for CxoH1706" : 353.1020.




Methyl 2-(3-hydroxy-4-(4-methoxyphenyl)-5-oxofuran-2-(5H)-ylidene)-2-(4-

methoxyphenyl) acetate (325)

MeOH

Reflux ; 12h

Chemical formula : C,;H;507
Molecular weight : 382.37 g/mol

General procedure 7b was followed to give product (325) in 84% yield a orange amorphous
solid.

e HNMR ppm (400 MHz, chloroform-d;) : 13.53 (1H, OHas, s), 8.13 (dt, J = 9.0,
2.2 Hz, 2H, His, Hy7), 7.20 (dt, J = 8.8, 2.1 Hz, 2H, Hasg, Hy,), 6.97 (dt, J = 9.0, 2.2 Hz,
2H, Hig, H21), 6.94 (dt, J = 8.7, 1.7 Hz, 2H, Hi4, His6), 3.88 (s, 3H, Hsp), 3.85 (s, 3H,
Ar-OCHj3), 3.84 (s, 3H, Ar-OCHj3) ;

e C NMR 6 ppm (101 MHz, chloroform-d;) : 172.1 (C;), 166.3 (Cs), 159.9 (Cy),
159.7 (Cy), 158.8 (C1s), 154.9 (Cs), 131.6 (2C, Cis, Ci17), 129.5 (2C, Cig, Cy2), 124.4
(C11), 121.9 (Cyp), 115.2 (Cg), 114.07 (2C, Cyg, Cp1), 113.8 (2C, Cy4, C16), 105.3 (Cy),
55.4 (2C, Cy, Css), 54.4 (Cq) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 3014, 2967, 2936, 2837, 2726, 2360, 2340, 1768, 1748, 1675,
1607, 1582, 1511, 1445, 1413, 1364, 1328, 1302, 1274, 1246, 1188, 1159, 1101, 1063,
1031, 959, 941, 902, 822, 783, 765, 744, 700, 652, 637 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 383.1118, calculated for C;H;90;" : 383.1125 ; m/z
[MM+H]" : 765.2106, calculated for C4H37014" : 765.2178.




Synthesis of compounds (279a) and (279b)

MeOH

B ——

Reflux ; 12h

(271) (279b)

General procedure 7b was followed to give product (279b) in 43% yield as orange oil (cf
description bellow) and compound (279a) in 57% yield as orange oil (cf description page
345).

- Methyl 2-(4-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-hydroxy-5-oxofuran-2-(5H)-ylidene)-2-

(4-methoxyphenyl)-acetic acetate (279b)

Chemical formula : Cy,H,00g

Molecular weight : 412.39 g/mol

e HNMRS ppm (300 MHz, chloroform-d,) : 7.82 (dd, J = 8.6, 1.8 Hz, 1H, Hi3), 7.81
(1H, Hy7, d, J = 1.8 Hz), 7.21 (dt, J = 8.7, 1.9 Hz, 2H, Hig Ha), 6.94 (dt, J = 8.8, 2.1
Hz, 2H, Hig & Ha1), 6.93 (d, J = 9.0 Hz, 1H, Hu,), [3.94, 3.92 (s, 6H, Hy7, Hag)], 3.88
(s, 3H, Hao), 3.85 (s, 3H, Has) ;

e C NMR & ppm (75 MHz, chloroform-d;) : 172.1 (C;), 166.3 (Cs), 159.9 (Ca),
158.9 (Cy), 154.8 (Cs), 149.3 (Cus), 148.8 (Cig), 131.6 (2C, Cig, Cz2), 124.3 (C1y),
122.2 (C12), 121.3 (Cu3), 115.2 (Cg), 113.7 (2C, Cig, Cz1), 111.1 (C14), 110.9 (C1y),
105.2 (Cy), [56.0, 56.0 (C27, Casg)], 55.4 (C26), 54.49 (Cs0) ;

e IR (neat)vmax cm™ : 3431, 2959, 2933, 2838, 1777, 1711, 1675, 1596, 1572, 1512,
1466, 1440, 1410, 1373, 1321, 1305, 1288, 1249, 1180, 1144, 1114, 1067, 1025, 960,
825, 813, 766, 748, 701, 654, 626 ;




e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 413.1213, calculated for Co,H0g" : 413.1231 ; m/z
[l\/||\/|+H]Jr 1 825.2313, calculated for C44H41016+ 1 825.2389 ;
e Cristallography :

A little prismatic crystal of 0.21 x 0.19 x 0.07 mm, grown from acetonitrile, was used for data
collection. Empirical formula C2H200s, CoHsN , M = 454,43, T = 293 K. Triclinic system,
space group P-1, Z =2, Z' = 1, a = 8.3166(3), b = 9.5989(3), ¢ = 141786(5) A, o =
74.6770(10)° , B = 89.390(2)° , y = 82.354(2)°, V = 1081.58(6) A3, F(000) = 476, u = 0.883
mm™.
X-ray diffraction data for compound (279b) were collected by using a VENTURE
PHOTON100 CMOS Bruker diffractometer with Micro-focus IuS source CuK,, radiation (&
=1.54178 A). Crystals were mounted on a CryoLoop (Hampton Research) with Paratone-N
(Hampton Research) as cryoprotectant and then flashfrozen in a nitrogen-gas stream at 200 K.
For compounds, the temperature of the crystal was maintained at the selected value by means
of a 700 series Cryostream cooling device to within an accuracy of + 1K. The data were
corrected for Lorentz polarization, and absorption effects. The structures were solved by
direct methods using SHELXS-97°*° and refined against F* by full-matrix least-squares
techniques using SHELXL-2018*° with anisotropic displacement parameters for all non-
hydrogen atoms. Hydrogen atoms were located on a difference Fourier map and introduced
into the calculations as a riding model with isotropic thermal parameters. All calculations
were performed by using the Crystal Structure crystallographic software package WINGX.®

The crystal data collection and refinement parameters are given in Table 24.
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Figure 88 — Crystallographic image of compound (279b). 3 intramolecular hydrogen bonds induce flatness of
the two cycles C2-C7 and C9-C12.




Compound (279b)

M; 453.43

Crystal system triclinic

a, A 8.3166(3)

c, A 14.1786(5)

B, ° 89.390(2)

Cell volume, A3 1081.58(6)

T, K 200(1)

Fooo 476

range, ° 3.233 - 66.965

Reflections unique 3835

GOF 1.123

Parameters 306

R value (1>2(1)) 0.0427

Table 24 — Crystallographic data and structure refinement details.




- Methyl 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-2-(3-hydroxy-4-(4-methoxyphenyl)-5-

oxofuran-2-(5H)-ylidene) acetate (279a)

Chemical formula : C5,H,00g

Molecular weight : 412.39 g/mol

General procedure 7b was followed to give product (279a) in 57% vyield as orange oil.

e 'HNMR 6 ppm (400 MHz, acetone-ds) : 8.09 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Hi3, Hi7), 7.05 (d,
J=1.9 Hz, 1H, Hig), 7.02 (d, J = 9.1 Hz, 2H, Hyq4, Hig), 6.99 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H,y),
6.94 (dd, J = 8.3, 2.0 Hz, 1H, Hy), 3.91 (s, 3H, Hao), 3.86 (s, 3H, Hyg), 3.84 (s, 3H,
Has), 3.81 (s, 3H, H3p) ;

e BCNMR & ppm (101 MHz, acetone-dg) : 173.1 (C;), 167.0 (Cs), 160.7 (C,), 160.3
(C1s), 155.0 (Cs), 150.8 (Cx0), 149.9 (C19), 130.1 (2C, Cy3, C17), 126.1 (Cy11), 124.1
(C22), 123.0 (Cy2), 116.6 (Cs), 115.5 (Cus), 114.9 (2C, Cu4, Cys), 112.3 (Cz1), 105.0
(C1), 56.5 (Cs2), 56.3 (C26), 55.8 (Czg), 55.0 (Cao) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 3016, 2956, 2935, 2837, 2590, 1770, 1676, 1597, 1512, 1458,
1438, 1411, 1369, 1305, 1249, 1217, 1182, 1143, 1103, 1066, 1026, 997, 950, 908,
871, 835, 806, 750, 698, 667, 651, 632 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 413.1281, calculated for Cy,H»0g" : 413.1231 ; m/z
[MM+H]" : 825.2345, calculated for C44H41016" : 825.2389.




Synthesis of compounds (328a) and (328b)

General procedure 7b was followed to give product (328a) in 54% yield as a orange oil (cf

description bellow) and compound (328b) in 46% yield as an orange oil (cf description page

347).

- Methyl 2-(3,4-bis[benzyloxyphenyl]) 2-(3-hydroxy-4-[4-methoxyphenyl]-5-

oxofuran-2-(5H)-vlidene) acetate (328a)

Chemical formula : C34H,505

Molecular weight : 564.59 g/mol

e 'H NMR & ppm (400 MHz, chloroform-d;) : 13.50 (s, 1H, OHyg), 8.12 (dt, J = 9.1,

2.2 Hz, 2H, Has, Hi7), 7.49-7.30 (M, 10H, Has.4s), 6.97 (dt, J = 9.2, 2.2 Hz, 2H, Hia,
Hi), 6.96 (d, J = 8.2 Hz, 1H, Hig), 6.85 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Hy,), 6.82 (dd, J = 8.2, 2.1
Hz, 1H, Hig), 5.20 (s, 2H, Has), 5.17 (s, 2H, Ha3y), 3.85 (s, 3H, Has), 3.79 (s, 3H, Hao) ;
13C NMR & ppm (101 MHz, chloroform-d,) : 171.9 (C;), 166.3 (Cs), 159.7 (Cys),
158.8 (C3), 155.0 (Cs), 149.7 (Ca0), 148.4 (C2), [137.4, 137.3 (Ca3, Cas)], 129.5 (2C,
Cus, C17), [128.7, 128.6 (4C, Css, Cas, Ca1, Cs3)], [128.0, 127.9 (Ca7, Ca2)], [127.5,
127.4 (4C, Css, Cag, Ca0, Caa)], 125.1 (C11), 124.0 (Cug), 121.9 (C12), 117.7 (C3y), 115.0
(Cs), [114.2, 114.1 (C14, Cig)], 105.4 (Cy), 71.8 (C32), 71.3 (Cu), 55.4 (Cyg), 54.4
(Cao);

IR (neat) vmax cmM™: 3456, 2355, 1697, 1677, 1646, 1554, 1538, 1507, 1252, 841, 832,
786, 733, 698, 673, 648 ;

HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 565.1854, calculated for C34H290g" : 565.1857.

@



- Methyl 2-(4-(3,4-bis[benzyloxyphenyl])-3-hydroxy-5-oxofuran-2-(5H)-ylidene)-

2-(4-methoxyphenyl) acetate (328b)

(328b)

Chemical formula : C34H,305
Molecular weight : 564.59 g/mol

General procedure 7b was followed to give product (328b) in 46% yield as a orange oil.

e 'HNMR S ppm (400 MHz, chloroforme-d;) : 13.61 (s, 1H, OH), 7.93 (d, J = 2.1 Hz,
1H, H17), 7.79 (dd, J = 8.6, 2.1 Hz, 1H, Hi3), 7.55-7.28 (m, 10H, Ar-H), 7.22 (dt, J =
8.8, 2.1 Hz, 2H, Ar-H), 7.0 (d, J = 9.3 Hz, 2H, Ar-H), 5.24 (s, 2H, OCH,Ph), 5.23 (s,
2H, OCH,Ph), 3.90 (s, 3H, OCH3), 3.87 (s, 3H, OCH3) ;

e BC NMR $ ppm (101 MHz, chloroform-d;) : 171.7 (C;), 166.0 (Cs), [159.6, 158.6
(C2, Ca0)], 154.6 (Cs), [149.1, 148.6 (Cis Cig)], [137.3, 137.2 (Css, Ca4)], 131.4 (2C,
Cis, C2), [128.5, 128.4 (4C, Cgs, Css, Cu1, Ca3)], [127.8, 127.6 (Cs7, Ca2)], [127.4,
127.2 (4C, Cgzs, Csg, Cao, Cas)], 125.0 (Cy2), 124.2 (Cy3), 122.6 (C11), 117.5 (C14), 114.9
(Cs), [114.5, 114.3 (C1g, Ca1)], 113.6 (C17), 104.9 (Cy), [71.2, 71.1 (Cys, Cs2)], [55.3,
54.2 (Cz, C30)] ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2916, 2848, 1699, 1597, 1558, 1504, 1456, 1251, 1968, 1026,
962, 738, 696 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 565.1847, calculated for C34H,90g" : 565.1857.




Methyl 2-(3,4-dimethoxyphenyl)-2-(4-[3,4-dimethoxyphenyl]-3-hydroxy-5-oxofuran-2-
(5H)-ylidene) acetate (324)

MeOH

_ =

Reflux ; 12h

Chemical formula : Cy3H,,04

Molecular weight : 442.42 g/mol

General procedure 7b was followed to give product (324) in > 99% yield as a orange oil.

e 'H NMR § ppm (400 MHz, chloroform-d;) : 13.60 (s, 1H, OHyg), 7.81 (d, J = 1.9
Hz, 1H, Hi7), 7.80 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H, Hi3), 6.94 (d, J = 9.0 Hz, 1H, Hy4), 6.91
(d, J = 8.3 Hz, 1H, H21), 8.84 (dd, J = 8.3, 2.0 Hz, 1H, Hy,), 6.78 (d, J = 2.0 Hz, 1H,
Hig), [3.94, 3.92, 3.88 (s, 12H, Has, Has, Haz, Has,)], 3.90 (s, 3H, Hao) ;

e C NMR 6 ppm (101 MHz, chloroform-d;): 172.1 (C;), 166.2 (Cs), 158.8 (C»),
155.3 (C3), [149.5, 149.4 (Cis, Cpo)], [148.9, 148.7 (Cy, Ci9)], 124.6 (Cy), 123.1
(C22), 122.2 (Cyp), 121.4 (Cy3), 115.3 (Cg), 113.7 (Cyg), 111.2 (C14), [110.99, 110.97
(C17, C21)], 105.4 (C1), [56.2, 56.1, 56.0 (4C, C26, C2s, Ca2, Caa)], 54.5 (Ca0) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 3369, 2956, 2935, 2837, 2584, 2254, 1776, 1674, 1597, 1516,
1463, 1440, 1411, 1371, 1330, 1307, 1284, 1255, 1230, 1217, 1141, 1116, 1068, 1024,
999, 960, 914, 883, 866, 833, 810, 788, 765, 729, 700, 648 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 443.1337, calculated for C,3H2300" : 443.1337.




2.2.5 Deprotection reactions
2.2.5.1 Deprotection reaction with ionic liquid

General procedure 8a :

| |
N HBr (1.4 eq.) N, o
/) @) +
&N RT ; 12h <\—R Br
| H
[HMIM] [Br]

To a solution of 1-methylimidazole (1.0 eq., 0.251 mol, 20 mL) in ACN (100 mL), an
aqueous solution of HBr (48 % in water) (1.4 eq., 0.351 mol, 40 mL) was added dropwise at
0°C. After 12h of stirring at room temperature, the reaction mixture was concentrated to
dryness. The resulting ionic liquid [HMIM][Br] was dried under vacuum, stored under argon

and used within two weeks.

General procedure 8b :

[HMIM] [Br]

MW ; 110°C ; 2h

A solution of permethylated pulvinic acid (1.0 eq., 0.23 mmol) in [HMIM][Br] (116 eq.,
26.38 mmol, 4.3 g) in a 10 mL vial was heated to 110°C for 2h under microwave irradiation.
After cooling to 55°C, the reaction mixture was partionned between water (25 mL) and
AcOEt (3x40 mL). The combined organic layers were dried over MgSO4 and concentrated
under reduced pressure. The crude product was purified by flash chromatography

(AcOEt/Acetone : 7:3) affording the corresponding pulvinic acid.




List of compounds synthesized by general sequence procedure 8a and 8b :

Synthesis and description page 355 Synthesis and description page 356

Synthesis and description page 354




Atromentic acid (48)

[HMIM][Br]

MW ; 110°C ; 1h30

Chemical formula : C1gH;,07

Molecular weight : 340.29 g/mol

General sequence procedure 8a and 8b was followed to give product (48) in 34% vyield as a
greenish yellow oil.

e 'HNMR & ppm (300 MHz, acetone-ds) : 8.14 (d, J = 8.8 Hz, 2H, His, Hi7,), 7.15 (d,
J =8.6 Hz, 2H, Hig, H,), 6.81 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Hi, H21), 6.78 (d, J = 8.3 Hz, 2H,
Hi4, Hie) ;

e C NMR & ppm (75 MHz, acetone-ds) : 170.6 (C;), 169.7 (Cs), 169.0 (C,), 157.3
(C20), 156.2 (C1s), 153.2 (C3), 132.7 (2C, Cig, C2), 128.7 (C11), 128.3 (2C, Cu3, Crv),
125.2 (C1), 119.5 (Cg), 115.5 (2C, Cy4, C1g), 114.8 (2C, C1g, C21), 97.5 (C1) ;

e IR (neat) vma cm™ : 2368, 2318, 1992, 1843, 1734, 1716, 1683, 1653, 1635, 1558,
1541, 1521, 1506, 1489, 1473, 1458, 1338 ;

e HRMS (ESI -) : m/z [M-H] : 339.0429, calculated for C1gH1;07 : 339.0510.




Xerocomic acid (7)

[HMIM][Br]

_—

MW ; 110°C ; 2h

Chemical formula : C1gH;,0g

Molecular weight : 356.29 g/mol

General sequence procedure 8a and 8b was followed to give product (7) in 67% yield as a
greenish yellow oil.

e HNMR S ppm (400 MHz, acetone-dg) : 7.74 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Hj3), 7.60 (dd, J =
8.4, 2.1 Hz, 1H, Hi7), 7.27 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Hyg Hy,), 6.88 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Hy,,
H21), 6.89 (d, J = 8.2 Hz, 1H, His) ;

e BC NMR $ ppm (101 MHz, acetone-dg) : 174.0 (C;), 167.1 (Cs), 160.6 (Cy), 158.3
(Ca0), 155.2 (Cs), 146.2 (Css), 145.5 (Cu4), 132.6 (2C, Cug, Cpp), 125.6 (Cur), 122.7
(C12), 121.0 (Cy7), 117.0 (Cs), 116.0 (Cys), 115.4 (2C, Cyg, Ca1), 115.4 (Cy3), 104.3
(Cy);

e IR (neat)vma cm™ : 3311, 1736, 1699, 1605, 1573, 1513, 1437, 1394, 1365, 1231,
1173, 1116, 1061, 1022, 1001, 963, 881, 838, 819, 770, 634 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [Mu+H]" : 355.0436, calculated for CigH110g" : 355.0448 ;
[M+H]" : 357.0589, calculated for CigH130s" : 357.0605 ; [MM+H]" : 713.1086,
calculated for CagHps016" : 713.1137 ;

e HRMS (ESI -) : m/z [M-H] : 355.0453, calculated for C1gH;;05g™ : 355.0459 ; [MM-
H] : 711.1029, calculated for C3sH23016 : 711.0992.




Isoxerocomic acid (333)

[HMIM][Br]

- =

MW ; 110°C ; 2h

Chemical formula : C1gH;,0g

Molecular weight : 356.29 g/mol

General sequence procedure 8a and 8b was followed to give product (333) in 67% yield as a
greenish yellow oil.

e H NMR 6 ppm (400 MHz, acetone-dg) : 8.16 (dt, J = 9.0, 2.2 Hz, 2H, His, H17),
6.81 (d, J = 1.5 Hz, 1H, Hy,), 6.80 (dt, J = 8.9, 2.1 Hz, 2H, Hi4, His,), 6.76 (d, J = 8.1
Hz, 1H, Hyg), 6.65 (dd, J = 8.2, 2.0 Hz, 1H, Hys) ;

e C NMR $ ppm (101 MHz, acetone-dg) : 170.0 (C;), 169.0 (Cs), 168.9 (Cy), 154.9
(Cis), 152.5 (Cs), 144.0 (Cao), 143.4 (Cz1), 131.9 (Ce), 128.6 (C11), 127.2 (2C, Cys,
C17), 124.8 (C12), 122.6 (Cyg), 118.1 (C22), 114.5 (2C, Cy4, Ci), 113.8 (C19), 97.3 (Cy);

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 357.0609, calculated for CigH130g" : 357.0605 ;
[MM+H]" : 713.1085, calculated for CasHz5016" : 713.1137 ;

e HRMS (ESI -) : m/z [M-H] : 355.0264, calculated for C15H;;0g" : 355.0459 ; [MM-
H] : 711.0722, calculated for C3sH23016 : 711.0992.




Variegatic acid (8)

[HMIM][Br]

-

MW ; 110°C ; 2h

Chemical formula : C1gH;,04

Molecular weight : 372.29 g/mol

General sequence procedure 8a and 8b was followed to give variegatic acid (8) in > 99% yield
as a brown oil. Caracterisation of variegatic acid (8) is still in progress.

e 'HNMR 6 ppm (300 MHz, acetone-dg) : 7.72 (d, J = 1.9 Hz, 1H, Ar-H), 7.54 (dd, J
= 8.5, 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 6.95 (d, J = 2.1 Hz, 1H, Ar-H), 6.93 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Ar-
H), 6.92 (d, J = 9.8 Hz, 1H, Ar-H), 6.74 (dd, J = 8.3, 2.0 Hz, 1H, Ar-H) ;

e 3C NMR will be recorded as soon as possible ;

e IR (neat) vma cm™ : 3304, 2364, 2191, 2032, 1635, 1558, 686, 673, 640, 619 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 373.0539, calculated for C1gH130" : 373.0554.




Atromentin (2)

[HMIM][Br]

MW ; 110°C ; 2h

Chemical formula : C1gH1,0¢
Molecular weight : 324.29 g/mol

General sequence procedure 8a and 8b was followed to give product (2) in 53% yield as a

violet oil.

e HNMR 5 ppm (400 MHz, acetonitrile-d3) : 8.04 (s, 1H, OH), 7.65 (dt, J = 8.6, 2.1
Hz, 4H, His, Hi7, Hig, H2p,), 6.82 (dt, J = 8.6, 2.1 Hz, 4H, Ha4, His, Hig H21) ;

e CNMR 6 ppm (101 MHz, acetonitrile-ds) : 170.9 (2C, Cs, Cg), 162.9 (2C, C4, Cy),
157.0 (2C, Cy, Cis), 132.7 (4C, Cy3, Ci7, Cig, C2), 124.3 (2C, Cyp, C11), 115.4 (4C,
Ci4, Ci6, Ci19, C21), 114.2 (2C, C;, Cs) ;

e IR (neat) will be recorded as soon as possible ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 325.0758, calculated for C1gH130s" : 325.0707 ;

e HRMS (ESI -) : m/z [M-H] : 323.0578, calculated for C1gH110¢ : 323.0561.




Variegatin (326)

[HMIM][Br]

MW ; 110°C ; 2h

Chemical formula : C1gH;,0g

Molecular weight : 356.29 g/mol

General sequence procedure 8a and 8b was followed to give product (326) in > 99% vyield as a
brown oil.

e 'H NMR & ppm (400 MHz, acetone-dg) : 6.98 (d, J = 1.9 Hz, 2H, Hi3, Hig), 6.84 (dd,
J=8.2, 2.0 Hz, 2H, Ha7, H2), 6.76 (d, J = 8.2 Hz, 2H, Hag, Ha1) ;

e BCNMR & ppm (101 MHz, acetone-ds) : 159.6 (2C, Cy, Cs), [145.9, 145.0 (4C, Cya,
Cis, Cig, C20)], 126.8 (2C, Cyo, C11), [123.7, 118.7, 115.4 (6C, Ci3, C16, Ci7, Cig, Co1,
C2)], 114.4 (2C, Cy, Cs) ; (Cs and Ce not visible) ;

e IR (neat) will be recorded as soon as possible ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 357.0585, calculated for C1gH130s" : 357.0605 ;




2.2.5.2 Selective hydrogenation of benzyl function

General procedure 9 :

Pd/C (10 %)

AcOEt ; Reflux ; 1h
OBn

To a stirred solution of permethylated pulvinic acid (1.0 eq., 0.035 mmol) in ethyl acetate (3.5
mL), Pd/C (10 % m/m) was added. The reaction mixture was brought to reflux for 1h under
an N, atmosphere. After cooling, the reaction mixture was filtered on celite and washed with
ethyl acetate. The combine filtrates were concentrated under reduced pressure and purified by
preparative HPLC (C18 — H,0 + 0.1 % formic acid/CH3CN : 1:1) to separate the products of
the crude.

List of compounds synthesized by general procedure 9 :

Synthesis page 358
Description page 359
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Synthesis of compounds (329) and (330)

Pd/C, AcOEt

—_—

Reflux ; 1h

General procedure 9 was followed to give product (330) in 50% yield as a yellow oil (cf

description bellow) and compound (329) in 50% vyield as a yellow oil (cf description page

359).

- Methyl 2-(4-(3,4-dihydroxyphenyl)-3-hydroxy-5-ox0-2.5-dihydrofuran-2-yl)-2-

(4-methoxyphenyl)-acetate (330)

Chemical formula : C,oH150g

Molecular weight : 386.36 g/mol

'H NMR § ppm (400 MHz, acetone-dg) : 7.81 (s br, OH), 7.36 (d, J = 2.0 Hz, 1H,
Hi7), 7.27 (dt, J = 8.7, 2.1 Hz, 2H, His, H2), 7.20 (dd, J = 8.3, 2.0 Hz, 1H, Hs3), 6.88
(dt, J = 8.8, 2.0 Hz, 2H, Hig, H21), 6.77 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Hi4), 5.37 (d, J = 4.0 Hz,
1H, H3), 4.51 (d, J = 4.0 Hz, 1H, Hg), 3.76 (s, 3H, H31), 3.75 (s, 3H, H3y) ;

13C NMR & ppm (101 MHz, acetone-ds) : 175.1 (C;), 171.1 (Cs), 170.7 (C,), 160.6
(C20), 145.4 (Cy6), 145.2 (Cys), 131.1 (2C, Cyg, Cy2), 125.4 (Cy1), 122.7 (Cy2), 120.4
(C13), 115.7 (C14), 115.5 (Cy7), 114.8 (2C, Cig, Ca1), 76.5 (C3), 55.5 (C32), 53.6 (Cs),
53.5 (Ca1) ; (Cy is not visible) ;

IR (neat) vmax cmM™ : 2374, 2320, 1772, 1734, 1716, 1683, 1670, 1653, 1647, 1635,
1616, 1558, 1541, 1506, 1489, 1473, 1458, 1436, 1396 ;

HRMS (ESI +): m/z [M+H]" : 387.1073, calculated for CyH19Og" : 387.1074 ;
[MM+H]" : 773.2083, calculated for C4oH37016" : 773.2076.

e



- Methyl 2-(4-(3,4-dihydroxyphenyl)-3-hydroxy-5-oxofuran-2(5H)-vlidene)-2-(4-

methoxyphenyl)-acetate (329)

Chemical formula : CyoH160g

Molecular weight : 384.34 g/mol

General procedure 9 was followed to give product (329) in 50% vyield as a yellow oil.

e 'H NMR § ppm (400 MHz, acetone-dg) : 13.74 (s br, 1H, OHag), 8.15 (s br, 1H,
OHa3), 8.05 (s br, 1H, OHa3), 7.72 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H17), 7.58 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz,
1H, Hig), 7.34 (dt, J = 8.9, 2.2 Hz, 2H, Hig, Hyy), 6.98 (dt, J = 8.9, 2.2 Hz, 2H, Hyg
H21,), 6.90 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Hu4), 3.91 (s, 3H, Ha1), 3.85 (s, 3H, Ha) ;

e CNMR ppm (101 MHz, acetone-ds) : 173.2 (C;), 161.0 (Cy), 146.6 (Ci5), 145.9
(Cis), 132.5 (2C, Cig, C2), 125.9 (C11), 122.6 (C1), 121.3 (C13), 116.5 (Cg), 116.1
(C14), 115.7 (C17), 114.3 (2C, Cyg, Cy1), 105.6 (Cy), 55.6 (Csp), 54.8 (Csy) ; (Co, Csand
Cs are not visible) ;

e IR (neat)vmax cm™ : 2364, 1734, 1716, 1683, 1653, 1635, 1558, 1541, 1458, 1249,
1180 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 385.0963, calculated for C,oH;70g" : 385.0918.




Synthesis of compounds (331) and (332)

General procedure 9 was followed to give product (332) in 50% yield as a yellow oil (cf
description bellow) and compound (331) in 50% vyield as a yellow oil (cf description page
361).

- Methyl 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-(3-hydroxy-4-(4-methoxyphenyl)-5-0x0-2,5-
dihydrofuran-2-yl)-acetate (332)

Chemical formula : C,oH150g
Molecular weight : 386.36 g/mol

General procedure 9 was followed to give product (332) in 50% vyield as a yellow oil.

e HNMR 6 ppm (400 MHz, acetone-dg) : 7.82 (dt, J = 9.0, 1.9 Hz, 2H, His, Hi7,),
6.88 (d, J = 2.2 Hz, 1H, Hyg), 6.87 (dt, J = 9.0, 2.1 Hz, 2H, Hi4, His,), 6.74 (d, J = 8.1
Hz, 1H, H»), 6.68 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, 1H, Hy), 5.29 (d, J = 3.9 Hz, 1H, Hs), 4.40 (d,
J=3.9 Hz, 1H, Hg), 3.78 (s, 3H, H3y), 3.73 (s, 3H, H31) ;

e C NMR § ppm (101 MHz, acetone-dg) : 175.0 (C;), [159.4, 159.3 (Cys, C1g), 145.8
(C20), 129.1 (2C, Cy3, C17), 125.1 (C11), 124.0 (Cy2), 121.6 (C2), 117.0 (Css), 116.0
(Ca1), 114.2 (2C, Cy4, Cy), 101.3 (Cy), 77.0 (C3), 55.5 (C32), 53.6 (Cs), 53.4 (C31) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 2368, 2320, 1734, 1716, 1699, 1683, 1653, 1558, 1541, 15186,
1508, 1249, 1174, 1028, 669, 615 ;

e HRMS (ESI +): m/z [M+H]" : 387.1073, calculated for CHi90g" : 387.1074 ;
[MM+H]" : 773.2083, calculated for C4oH37016" : 773.2076.

&)



- Methyl 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-(3-hydroxy-4-(4-methyoxyphenyl)-5-

oxofuran-2(5H)-vlidene)-acetate (331)

Chemical formula : CyoH160g

Molecular weight : 384.34 g/mol

General procedure 9 was followed to give product (331) in 50% vyield as a yellow oil.

e 'HNMR 6 ppm (400 MHz, acetone-ds) : 8.15 (s br, 1H, OH3s), 8.09 (dt, J = 9.1, 2.2
Hz, 2H, His, Ha7), 8.02 (s br, 1H, OHa3), 7.04 (dt, J = 9.1, 2.2 Hz, 2H, Hi4, Hie), 6.93
(d, J = 2.1 Hz, 1H, Hig), 6.89 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H,y), 6.77 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz, 1H,
H»2), 3.93 (s, 3H, H31), 3.86 (s, 3H, H3y) ;

e C NMR & ppm (101 MHz, acetone-ds) : 173.0 (C;), 166.9 (Cs), 160.5 (C1s), 160.1
(Co), 146.5 (Cy), 145.4 (Cyg), 130.0 (2C, Cy3, Cy7), 125.0 (Cy1), 123.1 (Cy), 122.8
(C11), 118.4 (C1g), 115.6 (C21), 114.7 (2C, Ci4, Cig), 104.9 (Cy), 55.6 (C32), 54.8 (C1) ;
(Csand Cg are not visible) ;

e IR (neat) vmax cm™: 2364, 2320, 1772, 1749, 1716, 1683, 1653, 1558, 1541, 1506 ;

e HRMS (ESI +): m/z [M+H]" : 385.0920, calculated for CyHi;0g" : 385.0918 ;
[MM+H]" : 769.1768, calculated for C4oH33016" : 769.1763.




2.3 3-(3,4-dihydroxyphenyl)tetronic acid synthesis (xerocomic acid model)

2-bromo-3-methoxyfuran-2(5H)-one (362)

NBS (1.2 eq.)
J:Q/ ACN ; RT; 12h

(361) " (362)

Chemical formula : CsHsBrO;

Molecular weight : 193.00 g/mol

To a solution of 3-methoxyfuran-2(5H)-one (361) (1.0 eq., 1.00 g, 8.8 mmol) in CH3CN (50
mL), NBS (1.2 eq, 1.87 g, 10.50 mmol) was slowly added at -30°C. Then, solution was
allowed to warm up to room temperature. After 12h of stirring at room temperature, the
reaction mixture was quenched with a saturated solution of Na,S,03 and extracted with DCM.
The organic layers were dried over MgSO, and concentrated under reduced pressure affording
(362) as a white amorphous solid (1.54 g ; 93.5% yield). The crude product was used in the

next step without further purification.

e HNMR ppm (200 MHz, chloroform-d,) : 4.70 (s, 2H, Hs, s), 4.10 (s, 3H, Hg) ;

e BCNMR & ppm (75 MHz, chloroform-d;) : 173.0 (Cy), 169.5 (Cs), 88.7 (C1), 67.3
(Cs), 58.9 (Cs) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 1772, 1743, 1708, 1635, 1442, 1367, 1313, 1246, 1228, 1172,
1155, 1047, 1037, 989, 923, 885, 806, 750, 719 ;

e HRMS (ESI +) : m/iz [M+H]" : 192.9496, calculated for CsHs °BrO;" : 192.9495.




2-(3,4-dimethoxyphenyl)-3-methoxyfuran-2(5H)-one (363)

(" 15 )
11
Pd(PPhs), (0.04 eq.) 77O w 6
Na,CO3 (2.4 eq.) AN o
o o\ A5
OB(OH)Z Dioxane/H,0 (4:1) (v/v) I | o4
MW ; 150°C ; 5 min '~
(362) 7
(363)
. J

Chemical formula : C13H1405
Molecular weight : 250.25 g/mol

To a solution of 2-bromo-3-methoxyfuran-2(5H)-one (362) (1.0 eq., 5.18 mmol, 1.0 g) and
3,4-dimethoxyphenylboronic acid (1.2 eq., 6.21 mmol, 1.130 g) in dioxane (21 mL) in a 30
mL vial, a solution of Na,COs (2.4 eq., 12.43 mmol, 1.317 g) in water (5.2 mL) and
Pd(PPhs3)s (4 % mol., 0.21 mmol, 287 mg) were added. The reaction mixture was heated to
150°C for 5 minutes under microwave irradiation. After cooling to 55°C, the reaction mixture
was filtred and concentrated to dryness. Crude product was purified by flash chromatography
(petroleum ether/AcOEt : 9:1) affording the title compound (363) as a white amorphous solid
(yield : 45%).

e 'H NMR & ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 7.45 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Hy,), 7.38 (dd,
J=8.4,2.0 Hz, 1H, Ha), 6.80 (d, J = 8.5 Hz, 1H, Hi1,), 4.72 (s, 2H, Hs), 3.86 (s, 3H,
OCHs), 3.82 (s, 3H, OCHz), 3.80 (s, 3H, OCH) ;

e ®C NMR & ppm (75 MHz, chloroform-d;) : 172.7 (Cs), 172.1 (C,), [148.5, 148.3
(C12, C13)], 122.1 (Cg), 120.4 (Cyo), [111.0, 110.8 (Cy1, C14)], 101.9 (Cy), 64.3 (Cy),
[57.8, 55.8, 55.7 (Cg, C17, Cig)] ;

e IR (neat) vma cm™ : 2997, 2956, 2837, 1735, 1645, 1604, 1581, 1517, 1463, 1442,
1411, 1382, 1344, 1325, 1269, 1247, 1222, 1174, 1141, 1120, 1060, 1026, 993, 941,
879, 864, 850, 813, 763, 725, 696, 653, 636 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 251.0915, calculated for C13H1505" : 251.0914.




2-(3,4-dihydroxyphenyltetronic acid (360)

'd N\
15 15
_O HO_ ! . HO_ ! .
10 10
- o) [HMIMI[Br] 2 o) 2 OH
o - > 16 HO 9 1 5 e 16 HO 9 5
| o Mw;110°C;2h “ | o “ T o
~o JHO™2 S ,0727%
(363) (360) (360)
. /

Chemical formula : C1oHgOs

Molecular weight : 208.17 g/mol

General sequence procedure 8a and 8b was followed to give product (360) in 35% yield as a
greenish yellow oil.

The spectral analysis correspond to a keto-enol tautomerism with an equilibrium with with an
enol tautomer on carbon C; (= 55 %) and an enol tautomer on carbone Cs (= 45 %). The

description bellow corresponds to the enol tautomer on carbon C,.*

e 'H NMR 6 ppm (400 MHz, DMSO-ds) : 7.46 (5, 1H, Hus), 7.27 (d, J = 8.2 Hz, 1H,
Hio), 6.71 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Hy1,), 4.63 (s, 2H, Hy) ;

e CNMR § ppm (101 MHz, DMSO-dg) : 174.5 (C,), 173.7 (Cs), 144.6 (C13), 143.6
(C12), 122.5 (Cy), 117.8 (C1p), 115.2 (C11), 114.0 (Ci4), 96.7 (C4), 66.2 (Cs) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 3259, 2364, 2318, 1734, 1716, 1653, 1616, 1558, 1541, 1521,
1417, 1340, 1280, 1259, 1151, 1120, 1055, 1026, 999, 881, 813, 725, 640, 621 ;

e HRMS (ESI -) : m/z [M-H] : 207.0307, calculated for C10H;Os : 207.0299 ; [MM-
H] : 415.0674, calculated for CH15010 : 415.0671.

2'H NMR & ppm (400 MHz, DMSO-d;) of the enol tautomer on Cs : 6.66 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Hi;), 6.57 (s, 1H,
His), 6.44 (d, J = 7.1 Hz, 1H, Hyp), 3.50 (s, 2H, Hs) ;

3C NMR & ppm (101 MHz, DMSO-ds) of the enol tautomer on Cs : 206.7 (C,), 163.1 (Cs), 145.2 (Cy3), 144.1
(C1), 125.7 (Cy), 120.3 (Cyo), 116.9 (Cy4), 115.6 (C11), 66.2 (Cs), 49.4 (Cy).




2.4 Dimerizations

General procedure 10a : Preparation of fresh Ag,COs

H,0
2 AgNO3 + Na2CO3 _— > 2 NaN03 + A92CO3
RT ; 15 min

To a solution of AgNOs (2.1 eq., 35 mmol, 6.0 g) in water (100 mL), a solution of Na,CO3
(1.0 eq., 17 mmol, 1.848 g) in water (32 mL) was slowly added protected from light. A
precipitate was formed immediately. The reaction mixture was stirred vigorously for 15 min.

Then, product was collected by filtration and washed with acetone, then dried.

General procedure 10b : Oxydation by Ag,CO3

To a stirred solution of initial substrate (1.0 eq., 0.44 mmol) in toluene (5 mL) and acetone (5
mL), fresh Ag,COs3 (5.0 eq., 2.2 mmol, 611 mg) (cf general procedure 10a) was added. The
reaction mixture was heated to reflux in darkness for 30 min. Then, the reaction mixture was
filtered on celite and concentrated to dryness. Crude product was purified by flash
chromatography (C18 — H,O + 0.1 % formic acid/ACN : 95:5 - 0:100).

General procedure 11 : Oxydation by PIFA

To a stirred solution of initial substrate (1.0 eq., 0.44 mmol) in THF (15 mL), PIFA (1.0 eq.,
0.44 mmol, 189 mg) was added. The reaction mixture was stirred at room temperature for
48h. Then, the reaction mixture was concentrated to dryness. Crude product was purified by
flash chromatography (C18 — H,O + 0.1 % formic acid/ACN : 95:5 - 0:100).

General procedure 12 : Oxydation by PIFA/DIPEA

To a stirred solution of initial substrate (1.0 eq., 0.44 mmol) in THF (15 mL), PIFA (1.0 eq.,
0.44 mmol, 189 mg) and DIPEA (1.0 eq., 0.44 mmol, 75 pL) were added. The reaction
mixture was stirred at room temperature for 48h. Then, the reaction mixture was concentrated
to dryness. Crude product was purified by flash chromatography (C18 — H,O + 0.1 % formic
acid/ACN : 95:5 - 0:100).




General procedure 13 : Oxydation by Ks[Fe(CN)g]/NaHCO3

To a stirred solution of initial substrate (1.0 eq., 0.44 mmol) in ACN (22 mL) and water (45
mL), a solution of K;[Fe(CN)g] (6.0 eq., 2.7 mmol, 876 mg) and NaHCO; (6.0 eq., 2.7 mmol,
224 mg) were added. Then, catechol (1.0 eq., 0.44 mmol, 48 mg) was dissolved in ACN (3.75
mL) and water (0.75 mL) and was added dropwise for 2 minutes to the stirred reaction
mixture. The reaction mixture was stirred at room temperature for 3h. Then, the reaction
mixture was quenched by adding few drops of TFA and extracted with AcOEt. The organic
phases were concentrated to dryness. Crude product was purified by flash chromatography
(C18 — H,0 + 0.1 % formic acid/ACN : 95:5 - 0:100).

General procedure 14 : Oxydation by photochemistry

Initial substrate (1.0 eq., 0.44 mmol), 4,4’-di-t-butylbiphenyl (0.25 eq., 0.11 mmol, 29 mg)
and 9-mesityl-10-methylacridinium perchlorate (0,02 eq., 8.8 umol, 3.6 mg) were dissolved in
MeOH (5 mL). Pyrocatechol (1.0 eq., 0.44 mmol, 48 mg) was dissolved in ACN (2 mL) and
added dropwise for 2 minutes to the stirred reaction mixture under flow of O,. Then, the
reaction mixture was stirred at room temperature for 24h under blue light irradiation. Then,
the reaction mixture was filtered and concentrated to dryness. Crude product was purified by
flash chromatography (C18 — H,O + 0.1 % formic acid/ACN : 95:5 - 0:100).

General procedure 15 : Oxydation by electrochemistry

Initial substrate (1.0 eg., 0.29 mmol) and NaCl (1.2 eq., 0.34 mmol) were dissolved in MeOH
(1.7 mL) and buffer solution (H3PO4/KH,PQO,4, 0.1 M, 1.7 mL, pH = 1.78) under flow of

argon. ElectraSyn 2.0 apparatus was used with the following parameters :

- Pt(+)/C(>)
- Constant current : 8.9 mA
- Inversion of polarity each minute

- Room temperature ; 1h

Then, the reaction mixture was concentrated to dryness. Crude product was purified by flash
chromatography (C18 — H,O + 0.1 % formic acid/ACN : 95:5 - 0:100).




List of synthesized dimers by oxydation reaction :

(376)
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2-(3,4-dihydroxyphenyl)-2,5,7-trihydroxychromane-3,4-dione (376)

H3PO4/KH2PO4 (pH = 178)

MeOH/H,0 (1:1) (v/v)
Pt(+)/C(-)
8.9mA ; RT; 1h

Chemical formula : C45H100g

Molecular weight : 318.24 g/mol

General procedure 15 was followed for dihydrated quercetin (361) to give product (376) in
<5% vyield as bright yellow oil.

e 'HNMR 6 ppm (400 MHz, DMSO-ds) : 10.81 (OH), 9.38 (OH), 8.60 (OH), 7.56 (s,
1H, Haz1), 7.56 (dd, J = 8.2, 2.2 Hz, 1H, Hi7), 6.81 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Hyg), 5.97 (d, J =
1.8 Hz, 1H, H3), 5.92 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H,) ;

e BCNMR & ppm (101 MHz, DMSO-dg) : 190.6 (Co), 190.3 (C1o), 172.2 (Cy), 167.7
(Cs), 158.9 (Cy4), 151.7 (C1o), 145.0 (Cy), 125.4 (C1s), 124.1 (Cy17), 117.7 (C21), 115.3
(C1s), 104.9 (Cs), 100.8 (Cs), 97.0 (Cs), 90.8 (C4) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 3361, 3226, 1701, 1668, 1624, 1519, 1463, 1446, 1386, 1298,
1211, 1161, 1101, 1045, 1024, 989, 827, 763 ;

e HRMS (ESI -) : m/z [M-H] : 317.0316, calculated for C15HqOg : 317.0303 ; [MM-
H] : 635.0685, calculated for C3oH19016 : 635.0679.




5a-(3,4-dihydroxyphenyl)-1.3,11a-trihydroxy-5a,11a-dihydro-12H-benzo-[5,6]-[1,4]-
dioxino-[2,3-b]-chromen-12-one (378)

Chemical formula : C,;H140g

Molecular weight : 410.33 g/mol

General procedure 13 was followed for dihydrated quercetin (361) to give product (378) in
<5% vyield as bright yellow oil.

General procedure 14 was followed for dihydrated quercetin (361) to give product (378) in
<5% vyield as bright yellow oil.

e 'H NMR 6 ppm (400 MHz, DMSO-ds) : 10.90 (OH), 9.16 (OH), 8.71 (OH), 7.16 (d,
J = 2.2 Hz, 1H, Hyg), [7.07, 6.99 (M, 4H, Hao.23)], 6.94 (dd, J = 8.4, 2.3 Hz, 1H, H.4),
6.70 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Hys), 5.98 (s, 2H, Hy, Hs) ;

e C NMR $ ppm (101 MHz, DMSO-dg) : 188.0 (C10), 168.0 (C,), 163.2 (Cs), 159.4
(C4), 146.9 (Cy), 144.7 (Cy7), [140.8, 140.41 (Cis Cio)], 124.9 (Cy17), [122.8, 122.6,
117.5, 117.1 (Cao23)], 119.3 (Cz4), 115.8 (Cag), 114.8 (Czs), 100.2 (Cg), 99.9 (Cs),
[97.1, 96.3 (C4, C3)], 90.4 (Cy) ;

e IR (neat) vmax cm™ : 3379, 1635, 1602, 1508, 1490, 1473, 1294, 1259, 1217, 1151,
1089, 1047, 1024, 997, 823, 763 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 411.0719, calculated for C2;H1s0¢" : 411.0711.




5a-(3,4-dihydroxyphenyl)-1,3,11a-trihydroxy-9-(3,5,7-trihydroxy-4-oxo-4H-chromen-2-
yl)-5a,11a-dihydro-12H-benzo-[5,6]-[1.4]-dioxino-[2,3-b]-chromen-12-one (377)

Chemical formula : C3H;014

Molecular weight : 602.46 g/mol

General sequence procedure 10a and 10b was followed for dihydrated quercetin (361) to give
product (377) in < 5% yield as bright yellow oil.

General procedure 11 was followed for dihydrated quercetin (361) to give product (377) in
<5% vyield as bright yellow oil.

General procedure 12 was followed for dihydrated quercetin (361) to give product (377) in
<5% yield as bright yellow oil.

General procedure 14 was followed for dihydrated quercetin (361) to give product (377) in
<5% yield as bright yellow oil.

e 'H NMR § ppm (400 MHz, DMSO-ds) : 12.37 (OH), 10.89 (OH), 9.66 (OH), 9.29
(OH), 9.15 (OH), 8.93 (OH), 7.88 (dd, J = 8.6, 2.1 Hz, 1H, Hy), 7.84 (d, J = 2.1 Hz,
1H, Hy3), 7.28 (d, J = 8.6 Hz, 1H, Hap), 7.18 (d, J = 2.4 Hz, 1H, Hag), 6.97 (dd, J = 8.4,
2.3 Hz, 1H, Hz4), 6.72 (d, J = 8.4 Hz, 1H, Has), 6.48 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Ha7), 6.22 (d, J
= 2.0 Hz, 1H, Hg), 6.01 (d, J = 2.1 Hz, 2H, Hy, Ha) ;

e CNMR & ppm (101 MHz, DMSO-ds) : 176.2 (Css), 167.9 (Cy), 164.3 (C3g), 163.3
(Ce), 160.8 (Cuo), 159.2 (C4), 156.4 (Ca3), 147.1 (Czg), 145.2 (Ca1), 144.8 (Cy7), 141.8
(C1g), 140.6 (C1g), 136.8 (Css), 125.8 (Cyy), 124.5 (C17), 122.5 (Cy1), 119.4 (Cz4), 117.3
(C20) 116.8 (C23), 115.8 (Czs), 115.0 (C3s), 103.3 (Cas), 100.4 (Cg), 99.9 (Cs), 98.5
(Cso), [97.3, 96.4 (Cy, C3)], 93.8 (Ca7) ;

e IR (neat) vma cm™ : 3392, 2366, 2312, 1647, 1635, 1506, 1394, 1273, 1247, 1213,
1166, 1089, 1047, 1024, 997, 825, 763 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 603.0780, calculated for C3yH19014" : 603.0769.




2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3.4-dihydro-2H-benzofuro-[2,3-h]-hromene-3,5,9,10-tetraol
(380)

Pyrocatechol (1.0 eq.)
Ag,CO3 (5.0 eq.)

Toluene/acetone (1:1) (v/v)
Reflux ; 30 min

Chemical formula : C,;H;60g
Molecular weight : 396.35 g/mol

General sequence procedure 10a and 10b was followed for (+)-catechin (362). Pyrocatechol
(302) (1.0 eq.) was added dropwise for 2 minutes. Product (380) is obtained in < 5% yield as
bright yellow oil.

e 'H NMR § ppm (400 MHz, DMSO-ds) : 8.90 (OH), 7.30 (s, 1H, Hag), 6.99 (s, 1H,
Hzs), 6.78 (s, 1H, Hz1), 6.73 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Hag), 6.66 (dd, J = 8.1, 2.0 Hz, 1H,
Hi7), 6.24 (s, 1H, Hi), 4.72 (d, J = 6.9 Hz, 1H, Hg), 4.03 (dt, J = 6.3, 6.0, 6.9 Hz, 1H,
Ho), 2.97 (dd, J =15.8, 5.1 Hz, 1H, Ha), 2.76 (dd, J = 15.8, 7.3 Hz, 1H, Hio) ;

e BC NMR & ppm (101 MHz, DMSO-ds) : [155.5, 152.9, 150.7 (Ca, Ca, Cs)], 148.9
(Ca4), 145.0 (2C, Cyg, Co0), 143.9 (Cy7), 142.1 (Cgs), 130.4 (Cis), 118.4 (Cyy), 115.3
(Cis), 114.9 (Cys), 114.5 (C21), 106.8 (Cpg), 106.2 (C3), 98.5 (Cy), 97.0 (C1), 96.2 (Cs),
81.5 (Cs), 65.7 (Co), 26.9 (Cyo) ;

o IR (neat) vma cm™: 3373, 2310, 1616, 1288, 1151, 1118, 1047, 1024, 995, 825, 763 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [Mox+H]" : 395.0763, calculated for C,;H150g" : 395.0761 ;

o [a?’] : optical rotation will be recorded as soon as new polarimeter will be delivered

to BioCIS laboratory.




Dehydrodicatechin A (381)

Ag,CO3 (5.0 eq.)

Toluene/acetone (1:1) (v/v)
Reflux ; 30 min

Chemical formula : C3yH,401,

Molecular weight : 576.51 g/mol

General sequence procedure 10a and 10b was followed for (+)-catechin (362) to give product
(381) in < 5% yield as bright yellow oil.

e 'HNMR & ppm (400 MHz, DMSO-ds) : 10.86 (OH), 4.87 (OH), 9.40 (s, 1H, OH1,),
8.98 (s, 1H, OHy,), 8.92 (s, 1H, OHyo.41), 7.00 (s, 1H, OHy), 6.76 (d, J = 2.0 Hz, 1H,
Hss), 6.73 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Hag), 6.64 (dd, J = 8.2, 2.0 Hz, 1H, Hao), [6.19, 6.18 (s,
2H, Hig, H2)], 5.90 (d, J = 2.3 Hz, 1H, Hy), 5.43 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H3), 4.87 (d, J =
7.0 Hz, 1H, Hay), 4.07 (d, J = 9.4 Hz, 1H, Hg), 3.96 (m, 1H, Ha,), 3.86 (m, 1H, Ho),
2.79 (dd, J = 15.0, 5.9 Hz, 2H, Hi), 2.69 (dd, J = 16.4, 5.2 Hz, 2H, Hs3), 2.62 (J =
11.7 Hz, 1H, Hy7), 2.45 (J = 11.6 Hz, 1H, Hy7) ;

e CNMR § ppm (101 MHz, DMSO-d) : 192.3 (C15), [165.9, 164.2, 161.0 (Cy3, Cys,
Cz7)], [157.2, 156.9 (C,, C4)], 154.7 (Ce), 153.6 (Cig), [145.6, 145.5 (Cgs, C37)], 130.1
(Css), 118.4 (Cgg), 115.8 (Css), 114.5 (C3s), 112.3 (C14), [103.8, 102.8 (Cyzg, C28)], 98.9
(Cs), 96.5 (C1), 94.6 (C16), 94.4 (C3), 90.1 (Cyy), 88.7 (Cyo), 82.2 (Ca1), 77.9 (Cg), 66.0
(Cs2), 65.2 (Co), 44.9 (C17), [27.5, 27.2 (Cyo, C33)] ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 577.1351, calculated for C3gH2501," : 577.1341 ;

o [a?’] : optical rotation will be recorded as soon as new polarimeter will be delivered

to BioCIS laboratory.




3,4.6,7-tetrahydroxy-1-(4-hydroxy-2-ox0-2,5-dihydrofuran-3-yl)-2°H-spiro[fluorene-
9.3’-furan]-2’.4’(5’H)-dione (363)

HO.

0 CAN (2.5 eq.)
HO
| ©  ACN/H,0 (1:1) (viv)
(360) RT ; 24h

HO

Chemical formula : CyH;204¢

Molecular weight : 412.31 g/mol

To a stirred solution of 3-(3,4-dihydroxyphenyl)tetronic acid (360) (1.0 eg., 0.24 mmol, 50
mg) in ACN (600 uL) and water (600 pL), a solution of CAN (2.5 eq., 0.6 mmol, 329 mg) in
ACN (600 pL) and water (600 puL) was added. The reaction mixture is stirred at room
temperature for 24h. Then, the reaction mixture was concentrated to dryness. Crude product
was purified by flash chromatography (C18 — Hyo + 0.1 % formic acid/ACN : 95:5 - 0:100)
affording the title compound (363) as a bright yellow oil (yield : < 5%).

e 'H NMR & ppm (400 MHz, DMSO-ds) : 9.73 (OH), 9.40 (OH), 9.08 (OH), 8.97
(OH), 7.58 (s, 1H, H27), 6.72 (s, 1H, H21), 6.67 (s, 1H, Hy), 5.26 (d, J = 16.8 Hz, 1H,
Hig), 4.74 (d, J = 17.1 Hz, 1H, Hyg), 4.71 (s, 2H, Hy) ;

e BCNMR 6 ppm (101 MHz, DMSO-ds) : 204.5 (C17), 175.7 (C,), 173.3 (Cs), 172.8
(C20), 146.0 (2C, Cio, Cy), 144.8 (Cyzs), 140.1 (Cy1), 132.2 (2C, Cyp, Cyg), 131.0 (Cy),
130.3 (Ci3), 117.8 (Cy2), 115.2 (Cy), 111.1 (Cy), 109.6 (C21), 97.8 (Cy), 74.2 (Cys),
66.7 (Ca4), 63.1 (Cip) ;

e IR (neat) vma cm™ : 3199, 1751, 1734, 1653, 1458, 1417, 1286, 1213, 1149, 1080,
1045, 1022, 981, 883, 821, 765, 723, 638 ;

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]" : 413.0510, calculated for CyH13010" : 413.0503 ;
[MM+H]" : 825.0951, calculated for C4oH2502" : 825.0934.




2.5 Synthesis of ureido-dipeptides

Dimethyl 2-aminohexanedioate hydrochloride (340)

;
HO,C SOCl, MeOH S, %6
2 COZH 2, MeOZC 2 4 Cone
NH,eHCI NH,eHCI
(339) (340)

To a solution of 2-aminohexandioic acid (339) (1.0 eq., 5.07 mmol, 1.00 g) in methanol (12
mL), SOCI, (3.0 eq., 1.2 mL, 15.28 mmol) was added. After 16 h of stirring at 60°C, the
reaction mixture was concentrated to dryness. Crude product was purified by flash
chromatography over silica gel (AcOEt/MeOH : 9:1) to afford the title product (340) as a
colorless oil (915 mg, 80% yield).

'H NMR & ppm (300 MHz, methanol-d,) : 4.07 (t, J = 6.2 Hz, 1H, H,), 3.87 (s, 3H,

OCHa), 3.69 (s, 3H, OCHj3), 3.33 (dt, J = 3.3, 1.6 Hz, 2H, Hs), 2.44 (t, J = 6.9 Hz, 2H,

Hs), 1.95 (m, 1H, Hs), 1.75 (m, 1H, H3) ;

e BC NMR & ppm (75 MHz, methanol-d,) : 175.0 (C=0), 170.8 (C=0), 53.8 (OCHs),
53.7 (OCHs3), 52.2 (Cy), 33.8 (Cs), 30.8 (Cs), 21.3 (Cy) ;

o IR (neat) vmax cm™: 3032, 2954, 2850, 2235, 1743, 1681, 1496, 1436, 1346, 1278,
1217, 118, 1012,

e HRMS (ESI +) : m/z [M+H]": 190.1073, calculated for CgH1sN4O". 190.1074 ;

o [a?’] : optical rotation will be recorded as soon as new polarimeter will be delivered

to BioCIS laboratory.




Synthesis of compounds (342) and (343)

H H
MeO,C N N_ .CO,Me
CO,Me Triphosgene CO,Me 2 \n’ w2
+ o
NH,eHCI CH,Cl, / NaHCOj sat. NCO

(341) (1:1) (v1) (342) (343)

To a biphasic solution of phenylalanine methylester hydrochloride (341) (1.0 eq, 4.65 mmol,
1 g) in 1:1 biphasic mixture of dichloromethane (9 mL) and a saturated aqueous solution of
NaHCO;3 (9 mL) triphosgene (0.33 eq, 460 mg, 1.55 mmol) was added in one portion. After
15 min of vigorous stirring, the reaction mixture was extracted with dichlomethane (3x30
mL). Combined organic layers were dried over Na,SO, and concentrated to dryness.
Purification by flash chromatography afforded isocyanate (342) as a white amorphous solid
(527 mg, 55% yield) and then urea (343) as a white amorphous solid (305 mg, 17% yield).

-> Carbonylphenylalanine methyl ester (342)

7
s A A COMe
1
U

5 (342)

e 'HNMR & ppm (300 MHz, chloroform-d;) : 7.43 — 7.29 (m, 3H, H,, Ha, He), 7.26 —
7.18 (M, 2H, Ha, Hs), 4.29 (dd, J = 7.8, 4.7 Hz, 1H, H,), 3.83 (s, 3H, OCH3), 3.19 (dd,
J =13.8, 4.7 Hz, 1H, Hp), 3.06 (dd, J = 13.8, 7.8 Hz, 1H, Hp) ;

e C NMR & ppm (75 MHz, chloroform-d;) : 171.1 (C;), 135.7 (Cy), 129.4 (2C, C,,
Cs), 128.8 (2C, Cs, Cs), 127.6 (C4), 127.0 (NCO), 58.7 (Cy), 53.2 (OCHs), 40.2 (Cp) ;

e IR (neat) vmax cm™: 3032, 2954, 2237, 1743, 1497, 1456, 1436, 1348, 1278, 1217,
1180, 1080, 1012, 748, 700 ;

e HRMS (ESI +) : not detected ;

o [a?’] : optical rotation will be recorded as soon as new polarimeter will be delivered

to BioCIS laboratory.




-> Carbonylbis(phenylalanine) dimethyl ester (343)

e02C COZMe
o'
p'
(343)

'H NMR & ppm (300 MHz, chloroform-dy) : 7.25 (m, 6H, Hz, Ha, He Hz:, Ha-, He),
7.09 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 4H, Hs, Hs, Hz, Hs), 5.31 (s, 2H, NH), 4.80 (t, J = 5.8 Hz,
2H, H,, Hy), 3.65 (s, 6H, OCHs3), 3.03 (d, J =5.8 Hz, 4H, Hg, Hp') ;

3C NMR & ppm (75 MHz, chloroform-d;) : 173.3 (2C, C=0), 156.3 (N,CO), 136.3
(2C, C4, Cy7), 129.5 (4C, Cy, Cs, Cy, Cs'), 128.6 (4C, C3, Cs, Cs, Cs'), 127.1 (2C, C4,
Cs), 54.2 (2C, C,, Cy), 52.3 (2C, OCHj3), 38.8 (2C, Cg, Cp') ;

IR (neat) vmax cm™: 3030, 2951, 1739, 1637, 1554, 1496, 1454, 1203, 1176, 112,
1014, 744, 700 ;

HRMS (ESI +) : m/z [M+H]": 385.1753, calculated for C»;HsBrN,Os" : 385.1758 ;

[a3®] : optical rotation will be recorded as soon as new polarimeter will be delivered

to BioCIS laboratory.




Svynthesis of compounds (344a)/(344b)

H H
co.m CH.Cl. NE MeO,C N\n/N CO,Me
Me MeO,C ,Clo. NEtg
. \{\/\COZMe S
NCo NH,eHCI
342 340
(342) (340) (344a) / (344p) CO2Me

A solution of carbonylphenylalanine methyl ester (1.0 eq., 23 mg, 0.11 mmol) and dimethyl
2-aminohexanedioate hydrochloride (1.0 eq., 25 mg, 0.11 mmol) in a 2:1 mixture of CH,Cl,
and EtsN (1.5 mL) was heated to 50°C for 72h. After cooling, the reaction mixture was
concentrated to dryness and purification by preparative TLC on silica gel (CH,Cl,/AcOEt
85:15) afforded the title product as white amorphous solid (5 mg, 12%).

- (1’S)-methyl (1,4-dicarbomethoxy-butylcarbamoyl)-L-phenylalaninate or

(1°’R)-methyl (1,4-dicarbomethoxy-butylcarbamoyl)-D-phenylalaninate (344a)

02C COZMe

Me
o
p
344a COzMe

e 'HNMR & ppm (400 MHz, acetone-ds) : 7.27 (tt, J = 6.7, 1.2 Hz, 2H, H,, He), 7.24 —
7.16 (m, 3H, Hs, Ha, Hs), 461 (t, J = 6.1 Hz, 1H, H,), 4.34 (d, J = 7.2 Hz, 1H, H,)),
3.67 (s, 3H, OCHj3), 3.65 (s, 3H, OCHs), 3.61 (s, 3H, , OCHg3), 3.07 (dd, J = 13.7, 5.7
Hz, 1H, Hg), 3.00 (dd, J = 13.7, 6.6 Hz, 1H, Hp), 2.32 (td, J = 7.1, 2.5 Hz, 2H, Hs),
1.82 - 1.74 (m, 1H, H3:), 1.69 — 1.56 (m, 3H, Hs: Hy') ;

e ®C NMR & ppm (101 MHz, acetone-dg) : 174.2 (C=0), 173.8 (C=0), 173.4 (C=0),
137.9 (Cy), 130.3 (2C, C,, Cg), 129.1 (2C, Cs, Cs), 127.5 (C4), 55.1 (C,), 53.3 (Cy),
52.2 (OCHg), 52.1 (OCHg), 51.6 (OCH3), 39.0 (Cg), 33.8 (Cs), 32.6 (C5'), 21.8 (Cy4) ;

e 'H NMR & ppm (400 MHz, chloroform-d,) : 7.24 (m, 3H, Hy, Hs, He), 7.10 (d, J =
7.3 Hz, 2H, Hs, Hs), 4.76 (s, 1H, H,), 4.47 (d, J = 7.4 Hz, 1H, Hy'), 3.70 (s, 3H,
OCHg), 3.67 (s, 3H, OCHg), 3.63 (s, 3H, OCHg), 3.06 (d, J = 5.3 Hz, 2H, Hpg), 2.30 (t,
J=6.3 Hz, 2H, Hs"), 1.79 (s, 1H, H3:), 1.63 (d, J = 6.1 Hz, 3H, H3- Hy") ;




3C NMR & ppm (101 MHz, chloroform-d;) : 173.9 (C=0), 173.6 (C=0), 173.0
(C=0), 156.5 (N,C=0), 136.1 (C1), 129.4 (2C, C,, Cs), 128.4 (2C, Cs, Cs), 126.9 (Cy),
54.0 (C,), 52.6 (Cy), 52.4 (OCHj), 52.2 (OCH3), 51.5 (OCHs), 38.6 (Cp), 33.3 (Cs),
32.2 (Cy), 20.7 (C4') ;

IR (neat) vmax cmM™ : 3375, 2953, 2924, 1735, 1645, 1558, 1496, 1436, 1206, 1176 ;
HRMS (ESI +) : m/z [M+H]": 395.1818, calculated for Cy9H27N,O;": 395.1813 ;

[a3°] : optical rotation will be recorded as soon as new polarimeter will be delivered

to BioCIS laboratory.




- (1’S)-methyl (1,4-dicarbomethoxy-butylcarbamoyl)-D-phenylalaninate or

(1°’R)-methyl (1,4-dicarbomethoxy-butylcarbamoyl)-L -phenylalaninate (344b)

7 H H 1
MeO,C__N N CO,Me
Y
3 8 0 s\ s
344b ,
4 e 6 (344b) 5 CO,Me
7

'H NMR & ppm (400 MHz, acetone-dg) : 7.27 (dd, J = 8.0, 6.3 Hz, 2H, H,, He), 7.24
— 7.15 (m, 3H, Hs, Ha, Hs), 6.10 (d, J = 8.4 Hz, 1H, NH), 5.94 (d, J = 8.2 Hz, 1H,
NH), 4.63 (m, 1H, H,), 4.36 (m, 1H, H,"), 3.66 (s, 3H, OCHj3), 3.65 (s, 3H, OCH3),
3.62 (s, 3H, OCHs), 3.09 (dd, J = 13.7, 5.7 Hz, 1H, Hg), 2.99 (dd, J = 13.7, 6.7 Hz,
1H, Hp), 2.33 (td, J = 7.1, 3.0 Hz, 2H, Hs), 1.77 (m, 1H, H3’), 1.68 — 1.58 (m, 3H, H3,
Hy) ;

3C NMR & ppm (101 MHz, acetone-dg) : 174.1 (C=0), 173.8 (C=0), 173.4 (C=0),
138.0 (Cy), 130.3 (2C, C,, Cq¢), 129.1 (2C, Cs, Cs), 127.4 (C4), 55.1 (C,), 53.3 (Cy),
52.2 (OCHg), 52.1 (OCHg), 51.6 (OCH3), 39.2 (Cg), 33.8 (Cs), 32.8 (Cs'), 21.7 (Cy) ;

'H NMR & ppm (300 MHz, chloroform-ds) : 7.28 (m, 3H, Hy, Ha, He), 7.14 (d, J =
7.3 Hz, 2H, H3, Hs), 4.76 (t, J = 5.6 Hz, Hy), 4.46 (s, Hy), 3.74 (s, 3H, OCHs3), 3.72 (s,
3H, OCHj), 3.69 (s, 3H, OCHy), 3.14 (d, J = 6.0 Hz, 1H, Hy), 3.11 (d, J = 6.0 Hz, 1H,
Hg), 2.36 (M, 2H, Hs>), 1.85 (m, 1H, H3:), 1.74 — 1.61 (m, 3H, Hs- Hy) ;

3C NMR & ppm (101 MHz, chloroform-d;) : 173.7 (C=0), 173.6 (C=0), 173.0
(C=0), 156.4 (N2C=0), 136.2 (C1), 129.4 (2C, C, Cs), 128.5 (2C, Cs, Cs), 126.9 (C4),
54.1 (C,), 52.6 (C»), 52.4 (OCHj), 52.2 (OCHs), 51.6 (OCHs), 38.6 (Cy), 33.4 (Cs),
32.3(C3), 20.7 (Cy) ;

IR (neat) vmax cm™ : 2954, 2916, 2848, 1735, 1622, 1496, 1446, 1207, 1178 cm *;
HRMS (ESI +) : m/z [M+H]": 395.1815, calculated for C19H,7N,0;" : 395.1813 ;
[a3?] : optical rotation will be recorded as soon as new polarimeter will be delivered

to BioCIS laboratory.




2.6 Extracted fungal metabolites

General procedure 16 : Isolation of metabolites from Scleroderma citrinum

The specimen of Scleroderma citrinum was collected manually in Bretagne (47° 55' 28,9" N -
3° 05' 48,8" W) on November of 2018. Air-dried mushroom (3.7 kg) was emptied of spores,
cut in thin strips and exhaustively extracted with MeOH (6 L, 2x48h). Combined extracts
were concentrated under reduced pressure inducing precipitation of steroids (grey solid).
After elimination by filtration, crude extract was afforded as a brown oil, which was extracted
by a 1:1 AcOEt/H,O (pH = 4) mixture. Pre-fractionnation was performed by flash
chromatography over silica gel using the following gradient : CH,Cl,/MeOH + 0.1% HCO,H
(from 0% to 100%). 15 fractions were constituted by UV detection (254 nm) : FO (570 mg),
F1 (1081 mg), F2 (901 mg), F3 (627 mg), F4 (303 mg), F5 (182 mg), F6 (60 mg), F7 (75 mg),
F8 (16 mg), F9 (124 mg), F10 (58 mg), F11 (51 mg), F12 (245 mg), F13 (237 nm), F14 (275
mg). This 15 fractions were analysed by HPLC-MS (XBridge® C18 column, 150 x 2.1 mm ; i.
d. 3.5 pm) using the following elution gradient : H,O + NH4Ac (20 mM)/ACN (from 0% to
100%).




3-deutero-sclerocitrin (3°)

Chemical formula : C3sH,:DO¢7

Molecular weight : 727.56 g/mol

After analyse by HPLC-MS of 15 fractions of crude extract from Scleroderma citrinum, F9,
F10, F11 and F13 were pooled together and purified by RP-18 reversed phase silica gel with
XBridge® C18 column (19 x 150 mm ; i. d. 5 pm) using the following elution gradient : H,O
+ NH4Ac (20 mM)/CH3CN (from 1% to 60% - 15 min), affording sclerocitrin (3) at r; = 6.3
min. After two months in D,O, compound (3’) was formed and extracted with a 1:1
AcOEt/H,0 + 0.1% TFA.

e HNMR 6 ppm (400 MHz, acetone-dg) : 7.27 (dd, J = 8.7, 3.7 Hz, 4H, Hg:, Hg-),
6.87 (d, J = 8.7 Hz, 4H, Hy:, Hy~), 5.71 (s, 1H, Hza), 4.35 (s, 1H, H7a), 4.20 (s, 1H,
H7p), 3.03 (s, 1H, Haa), 2.62 (t, J = 14.8 Hz, 1H, Hay) ;

e CNMR 6 ppm (101 MHz, acetone-ds) : 200.9 (C4), 196.1 (Cs), 174.3 (C,), [173.0,
172.4 (C¢, C¢)], 170.8 (C}»), 167.5 (Cy), [165.9, 165.8 (C3, C3)], 159.7 (C7), [158.5,
158.3 (Cio, Ci07)], 153.3 (C4»), 152.1 (Cy4'), 132.4 (Cs~), 132.2 (Cy-), 125.2 (C5»), 124.3
(C+), 120.0 (Csv), 118.7 (Cs), 115.4 (2C, Cy'), 115.2 (2C, Cy), 100.7 (Cy-), 97.3 (Cy»),
88.3 (Cup), 79.6 (C2a), 62.8 (C4a), 53.2 (C7¢), 51.2 (C7p), 45.5 (C3), 40.2 (C74) ; Cs is not
visible ;

e IR (neat)vmax cm™ for the deuterated form : 3410, 2368, 2310, 1683, 1541, 1508,
1203, 1174 ;

e IR (neat) vmax cm™ for the hydrogenated form : 3404, 2002, 1647, 1575, 1514, 1431,
1396, 1369, 651, 617 ;

e HRMS (ESI -) : m/z [M-H] : 726.0878, calculated for C3sH,0DO;7 : 726.0847 ;

o [a?’] : optical rotation will be recorded as soon as new polarimeter will be delivered

to BioCIS laboratory.




Methyl-sclerocitrin A (334)

Chemical formula : C3;H,4047

Molecular weight : 740.58 g/mol

After analyse by HPLC-MS of 15 fractions of crude extract from Scleroderma citrinum, F6,
F7 and F8 were pooled together and purified by RP-18 reversed phase silica gel with
XBridge® C18 column (19 x 150 mm ; i. d. 5 pm) using the following elution gradient : H,O
+ NH;Ac (20 mM)/CH3CN (from 7% to 40% - 15 min), affording compound (334) at r;= 7.9

min.

e HNMR ppm (400 MHz, acetone-dg) : 7.34 (d, J = 8.1 Hz, 2H, Hg-), 7.20 (d, J =
8.1 Hz, 2H, Hg-), 6.99 — 6.77 (m, 5H, He, Ho-, Ho+), 5.51 (d, J = 5.5 Hz, 1H, H,,), 4.51
(s, 1H, Hza), 4.03 (s, 1H, Hzp), 3.89 (s, 3H, OMe), 3.72 — 3.62 (m, 1H, Hs.), 3.08 (s,
1H, Haa), 2.66 (d, J = 16.9 Hz, 1H, Hsy) ;

e CNMR 6 ppm (101 MHz, acetone-ds) : 205.9 (C), 195.7 (Cs), 174.3 (C,), [173.5,
170.1 (C¢, Ce¢)], [167.8, 167.7 (Cy>, Cy»)], [166.7, 165.4 (C3,, C3-)], 161.3 (C7), 159.1
(Ci00), 158.2 (Cypv), 153.2 (C4'), 147.3 (C4), 1325 (2C, Cs~), 132.1 (Cg-), 125.8 (C),
123.6 (C7), 118.4 (Cs»), 118.2 (Cs), 118.1 (Cs), [116.1, 115.3 (4C, Cy, Co»)], 101.5
(Cy), 95.8 (Cy»), 88.3 (Cap), 81.8 (C2a), 62.9 (C4a), 54.2 (OMe), 53.3 (Cyc), 52.2 (Cyp),
45.8 (Cs), 40.8 (Ca) ;

e IR (neat) vma cm™ : 3433, 2924, 1716, 1606, 1516, 1456, 1271, 1219, 1178, 1049,
837 ;

e HRMS (ESI -) : m/z [M-H] : 739.0976, calculated for C37H,3017": 739.0941 ;

o [a?’] : optical rotation will be recorded as soon as new polarimeter will be delivered

to BioCIS laboratory.

@



Methyl-sclerocitrin B (335)

Chemical formula : C3;H,4047

Molecular weight : 740.58 g/mol

After analyse by HPLC-MS of 15 fractions of crude extract from Scleroderma citrinum, F6,
F7 and F8 were pooled together and purified by RP-18 reversed phase silica gel with
XBridge® C18 column (19 x 150 mm ; i. d. 5 pm) using the following elution gradient : H,O
+ NH;Ac (20 mM)/CH3CN (from 7% to 40% - 15 min), affording compound (335) at r; = 6.5

min.

e HNMR 6 ppm (400 MHz, acetone-dg) : [7.33, 7.26 (d, J = 8.0 Hz, 4H, Hs:, Hg»)],
6.99 — 6.78 (M, 5H, Hes, Ho», Ho»), 5.73 (d, J = 5.0 Hz, 1H, Ha,), 4.31 (s, 1H, H7s), 4.21
(s, 1H, Hzp), 3.92 (s, 3H, OMe), 3.74 — 3.61 (m, 1H, Ha,), 3.08 (s, 1H, Haa), 2.68 (d, J
=16.7 Hz, 1H, Hzyp) ;

e CNMR 6 ppm (101 MHz, acetone-ds) : 206.0 (C4), 195.6 (Cs), 174.5 (C,), [173.0,
172.2 (Cs’, Cs)], [169.4, 165.7 (C;-, C1»)], [167.7, 166.1 (C3-, C3»)], 159.7 (C-), [158.8,
158.6 (Cip, Caov)], [151.7, 151.2 (Cy4;, Cy)], 132.3 (4C, Cs, Cs+), [124.3, 123.7 (C7,
C7)], 120.2 (Ce), [119.1, 116.5 (Cs, Cs»)], [115.7, 115.5 (4C, Co, Co)], 100.5 (Cy),
99.0 (Cy), 88.3 (Cap), 79.8 (Cza), 62.9 (Csa), 54.9 (OMe), 53.4 (Czc), 51.3 (Crp), 45.6
(C3), 40.5 (C7a) ;

e IR (neat) vma cm™: 3427, 2883, 1772, 1705, 1203, 1180, 1139, 1051 ;

e HRMS (ESI -) : m/z [M-H] : 739.0966, calculated for C37H,3017": 739.0941 ;

o [a?’] : optical rotation will be recorded as soon as new polarimeter will be delivered

to BioCIS laboratory.




Dimethyl-2-(3-(1-methoxy-1-0x0-3-phenylpropan-2-yl)-ureido)-hexanedioate (EMG-394-
G) (336)

Chemical formula : C19H6N,0-

Molecular weight : 394.42 g/mol

After analyse by HPLC-MS of 15 fractions of crude extract from Scleroderma citrinum, F1
and F2 were pooled together and purified by RP-18 reversed phase silica gel with XSelect®
C18 column (19 x 150 mm ; i. d. 5 um) using the following elution gradient : H,O + NHsAc
(20 mM)/CH3CN (from 5% to 110% - 15 min), affording compound (336) at r; = 9.5 min.

e 'HNMR $ ppm (400 MHz, acetone-dg) : 7.27 (m, 2H, Hs, Hs), 7.24 — 7.17 (m, 3H,
H,, Ha, He), 4.64 (t, J = 6.1 Hz, 2H, Hp), 4.37 (td, J = 4.9, 1.9 Hz, 1H, Hy’), 3.67 (s,
3H, Hs), 3.64 (s, 3H, Hg), 3.60 (s, 3H, Hg), 3.08 (dd, J = 13.7, 5.8 Hz, 1H, H,), 3.01
(dd, J=13.7, 6.5 Hz, 1H, H,), 2.35 — 2.29 (m, 2H, H4"), 1.84 — 1.73 (m, 1H, H5-), 1.70
—1.59 (m, 3H, Hj-, Hs) ;

e BCNMR 6 ppm (101 MHz, acetone-dg) : 174.1 (C;-), 173.8 (C¢), 173.3 (C;), 157.8
(HNCONH), 137.8 (C4), 130.2 (2C, C,, C¢), 129.0 (2C, Cj3, Cs), 127.4 (C4), 55.0 (Cp),
53.3 (Cy), 52.2 (Cs-), 52.1 (Cs), 51.5 (Cs), 38.9 (C,), 33.7 (Cs’), 32.5 (C5°), 21.6 (Cs);

e IR (neat) vma cm™ : 3365, 2953, 1734, 1637, 1558, 1508, 1436, 1363, 1201, 1174,
1116, 1014, 748, 702 ;

e HRMS (ESI -) : m/z [M+AcO] : 453.1882, calculated for C,;H29N,Og : 453.1879 ;

o [a?’] : optical rotation will be recorded as soon as new polarimeter will be delivered

to BioCIS laboratory.




Dimethyl-2-(3-(1-methoxy-1-0x0-3-phenylpropan-2-yl)-ureido)-hexanedioate (EMG-394-
A) (380)

Chemical formula : C19H,6N,0-

Molecular weight : 394.42 g/mol

After analyse by HPLC-MS of 15 fractions of crude extract from Scleroderma citrinum, F1
and F2 were pooled together and purified by RP-18 reversed phase silica gel with XSelect®
C18 column (19 x 150 mm ; i. d. 5 um) using the following elution gradient : H,O + NHsAc
(20 mM)/CH3CN (from 5% to 110% - 15 min), affording compound (380) at r; = 6.0 min.

e 'H NMR $ ppm (400 MHz, acetone-dg) : 7.20 — 7.12 (m, 4H, Hy, Hs, Hs, He), 7.12 —
7.07 (m, 1H, Hy), 4.51 (t, J = 6.4 Hz, 1H, H,), 4.24 (d, J = 6.9 Hz, 1H, Hy), 3.57 (s,
3H, OMe), 3.51 (s, 3H, OMe), 3.50 (s, 3H, OMe), 3.05 (dd, J = 13.5, 5.0 Hz, 1H, Hp),
2.98 —2.89 (m, 1H, Hg), 2.26 — 2.15 (m, 2H, Hy), 1.74 — 1.64 (m, 1H, H3"), 1.54 (d, J
=4.3 Hz, 3H, H3,, Hs) ;

e CNMR 6 ppm (101 MHz, acetone-dg) : 174.3 (C;-), 174.2 (C¢), 173.9 (C;), 158.4
(HNCONH), 138.7 (C1), 130.5 (2C, Cz, C¢), 128.9 (2C, C3, Cs), 127.1 (C4), 55.2 (Cy),
53.5 (Cy), 52.2 (OMe), 52.1 (OMe), 51.6 (OMe), 38.8 (Cp), 33.8 (C4’), 32.4 (C3),
21.8 (Cs);

o IR (neat) vma cm™ : 3392, 2951, 1718, 1647, 1558, 1436, 1367, 1211, 1174, 750,
702,

e HRMS (ESI -) : m/z [M+AcO] : 453.0992, calculated for C,;H29N,Og : 453.1879 ;

o [a?°] : optical rotation will be recorded as soon as new polarimeter will be delivered

to BioCIS laboratory.




3 PHOTOPHYSICAL STUDY

3.1 Absorption and fluorescence spectra

Dilutions : a stock solution for each tested compound was prepared by dissolving them in
CH.Cl, (¢ = 1.0E-03 M). These stock solutions were used to prepare solutions of
concentration ¢; = 1.0E-05 M in the accurate solvent : for each compound, 100 pL of the
stock solution were put in a 10 mL volumetric flask and let to dry. 10 mL of the accurate
solvant was added and the resulting solution S; was homogenised by inversion.

To a 3.5 mL rectangular quartz cell, 3.0 mL of the solution S; (c; = 1.0E-05 M) was
added. Once the absorption and emission spectra were recorded, 1.5 mL of solution S; was
replaced by 1.5 mL of fresh solvent : the resulting mixture was homogenised by inversion,
giving the solution S, (c; = 5.0E-06 M). Once the absorption and emission spectra were
recorded, the same dilution procedure was repeated to record the absorption and emission
spectra of solution S3 (c; = 2.5E-06 M).

Absorption spectra were recorded from 250 nm to 800 nm. Emission spectra were

recorded under the same conditions on the same sample after excitation at their Amax.

Figure 89 — Absorption of compounds 1 (Atro), 2 (Xéro), 3 (XéroBn) and 4 (Varié) in acetone and AcOEt at

concentration c;.




Figure 90 — Absorption of compounds 1 (Atro), 2 (Xéro), 3 (XéroBn) and 4 (Varié) in CH,Cl, and 1,4-dioxane

at concentration c;.

Figure 91 — Absorption of compounds 1 (Atro), 2 (Xéro), 3 (XéroBn) and 4 (Varié) in DMF and pentane at

concentration ¢, (except for pentane because of solubility limit).

Figure 92 — Absorption of bistetronic acids in CHCI3 and toluene at concentration c;.




Figure 93 — Absorption of compounds 1 (Atro), 2 (Xéro), 3 (XéroBn) and 4 (Varié) in cyclohexane and

isopropanol at at unknown concentration (because of solubility limit).

Figure 94 — Absorption of compound 2 (Xéro) in ACN at unknown concentration (because of solubility limit).

Figure 95 — Emission spectra of compounds 1 (Atro), 2 (Xéro), 3 (XéroBn) and 4 (Varié) in CH,Cl, and ACN at

concentration ¢; (except for ACN, because of solubility limit) at their own Apay.
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Figure 96 — Emission spectra of compounds 1 (Atro), 2 (Xéro), 3 (XéroBn) and 4 (Varié) in acetone and AcOEt

at concentration c; at their own Aggy.

Figure 97 — Emission spectra of bistetronic acids in CHCI; and toluene at concentration c¢; at their own Apgy.

Figure 98 — Emission spectra of compounds 1 (Atro), 2 (Xéro), 3 (XéroBn) and 4 (Varié) in 1,4-dioxane at

concentration c; at their own Amay.




Figure 99 — Reported values of Anax for bistetronic acids in different solvents.
3.2 Molar extinction coefficients

Molar extinction coefficients were measured on the above solutions Si, S, and S;
(Amax < 1.0) at 25°C. The dimension of the rectangular quartz cell is | =1 cm. For pentane and

acetonitrile, only xerocomic acid was tested because of solubility limit.




Figure 100 — Calculations of molar extinction coefficients for each compound (1 - Atro, 2 - Xéro, 3 - XéroBn

and 4 - Varié) in acetone and AcOEt.

Figure 101 — Calculations of extinction coefficients for each compound (1 - Atro, 2 - Xéro, 3 - XéroBn and 4 -

Varié) in CH,CI, and toluene.

Figure 102 — Calculations of molar extinction coefficients for each compound (1 - Atro, 2 - Xéro, 3 - XéroBn
and 4 - Varié) in DMF and 1,4-dioxane.




Figure 103 — Calculations of molar extinction coefficients for each compound (1, 2, 3 and 4) in CHCl3, pentane
and ACN.

Figure 104 — Reported values of molar extinction coefficients (&) for compounds Pulv and Pina in different

solvents (the wavelength at which it has been calculated is reported on each histogram).

Figure 105 — Reported values of molar extinction coefficients (&) for compounds Atro and Xero in different

solvents (the wavelength at which it has been calculated is reported on each histogram).




Figure 106 - Reported values of molar extinction coefficients (g) for compounds XeroBn and Varie in different

solvents (the wavelength at which it has been calculated is reported on each histogram).
3.3 Quantum yields

Relative quantum yields were measured on the above solutions S; and Sz (Amax < 0.1)
at 25°C using Lucifer yellow dilithium salt CH (¢r = 0.21 in water) as reference. Emission

spectra were recorded after excitation at 427 nm.

The following equation was used to determine the relative fluorescence quantum
yield™ :

2
=t (2 g
fi Fref Nref

Where :

e &L : quantum yield of cumpound i at Aex

e fi: absorption factor (f; =1 — 1072(exc)) where A(hexc) is the absorbance of
compound i at Aexc

e F;: area under the emission curve of compound i at Aexc

e n;: refractive index of solvents (at 25°C) used in measurements

e N refractive index of solvent where the reference compound is dissolved (i. e.
water, Nyer = 1.333)




Figure 107 — Calculations of quantum yield for each compound (1 - Atro, 2 - Xero, 3 - XeroBn and 4 - Varie) in

acetone, AcOEt, CHCI; and CH,Cl,. Values for compound Pina are too small to be seen on plots.

Figure 108 — Calculations of quantum yield for each compound (1 - Atro, 2 - Xero, 3 - XeroBn and 4 - Varie) in

toluene and 1,4-dioxane. Values for compound Pina are too small to be seen on plots.




Figure 109 — Calculations of quantum yield for compound 2 (Xero) and LY in ACN and water.
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son comportement en milieu oxydant pour réaliser
la synthese totale biomimétique de diméres
pulviniques comme la sclérocitrine et la chalcitrine.
Grace a la voie de synthése biomimétique de l'acide
xérocomique développée au cours de ce travail de
these, huit autres métabolites fongiques de la méme
série chimique ont été synthétisés.
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sur trois molécules modeéles l'acide 3-(3,4-
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produit d'oxa-Diels-Alder et la (+)-catéchine,
conduisant a la déhydrodicatéchine A.

La derniére partie de ce travail de thése a consisté
en l'étude des métabolites produits par
Scleroderma citrinum. Les extraits bruts ont été
analysés par HPLC-MS/MS et l'outil des réseaux
moléculaires et purifiés par HPLC, puis purifiés par
chromatographie de partage centrifuge (CPC). La
sclérocitrine a été isolée, ainsi que deux analogues
structuraux : la méthyl-sclérocitrine A et la méthyl-
sclérocitrine  B. Deux dipeptides originaux,
présentant un pont urée, ont également été isolés.
Leur configuration a pu étre déterminée par
synthése.
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Abstract : Sclerocitrin and chalcitrin are two fungal
pigments isolated in 2004. They are pulvinic dimers
and belong to the same chemical family as
norbadione A. Different biosynthetic pathways have
been postulated in literature, based on a
dimerization process of xerocomic acid (another
fungal metabolite) in oxidative conditions but to
date, without experimental validation. This Ph. D
thesis dealt with the biomimetic total synthesis of
xerocomic acid and the study of its behavior in
oxidative conditions, in order to achieve the
biomimetic synthesis of pulvinic dimers, like
sclerocitrin and chalcitrin. Eight fungal metabolites
analog to xerocomic acid were synthesized through
the synthetic pathway developped for xerocomic
acid.

The oxidative dimerisation was studied on three
model:  3-(3,4-dihydroxyphenyl)tetronic  acid
(which led to a [3+2] cycloadduct), quercetin
(which led to an oxa-Diels-Alder dimer) and (+)-
catechin (which led to dehydrodicatechin A).

The last salient aspect of this thesis consisted in
the extraction and characterisation of metabolites
from Scleroderma citrinum. The crude extracts
were analysed by HPLC-MS/MS and molecular
networking. Crude products were isolated by
HPLC and by centrifugal partition chromatography
(CPC). Sclerocitrin and two analogs (methyl-
sclerocitrin A and methyl-sclerocitrin B) were
isolated. Two new dipeptides, including an ureido
linkage were also isolated. Their configuration
were determined by synthesis.






