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Introduction générale

Depuis plusieurs années, un des axes de recherche du laboratoire de Pharmacognosie (UMR8638
CNRS, Université Paris Descartes) est la valorisation d’iridoides abondants et renouvelables comme
synthons chiraux pour la synthése de molécules biologiquement actives. Ces travaux réalisés sur la
chimie de I’aucuboside (1) ont fait I’objet de plusieurs théses et ont permis la mise au point de
nouvelles méthodes de synthéses ainsi que l’obtention de nombreux synthons et de nouveaux
squelettes bicycliques ou tricycliques chiraux. Ils ont permis la découverte de composés cytotoxiques,

antibactériens et de nouveaux analogues contraints du GABA.

HO
X
(0]
H OH
OH
1
aucuboside

Dans le cadre de I’ANR-IRNACHIR, qui a pour but d’¢largir la diversité chimique accessible a partir
des iridoides en suivant les principes de la chimie verte, nous nous sommes intéressés a d’autres
matic¢res premieres renouvelables et abondantes. Plus particulieérement, nous avons choisi d’étudier
trois mati¢res premieres de types sécoiridoides : 1’oleuropéine (2), le sécologanoside (3) et le

sweroside (4).

HO 0._0
j@/\/ CO,CH3
H
HO N

X
= o) 0] o 0]
H OH || H OH
© OH o OH
2 3 4
oleuropéine sécologanoside sweroside

Mon projet de thése consiste a développer la chimie de ces composés afin d’avoir acceés a de nouveaux
synthons chiraux utilisables en synthése pour I’obtention d’une large variété de composés naturels ou
non naturels bioactifs.

La conduite de ce projet s’est effectué a partir de plusieurs objectifs :

» Mise au point de procédés d’extractions et de purifications verts des trois matiéres premicres
sur de grandes quantités a partir des sources les plus abondantes. Selon le principe de
réduction de la quantité de solvants, de produits toxiques et de la consommation d’énergie.

» Développement de nouvelles méthodes de synthéses applicablent a la complexité chimique
des sécoiridoides dans des conditions douces : température ambiante, pression atmosphérique,
réactifs non toxiques et peu dangereux.

» Synthése de chimiothéque de synthons de types sécoiridoides et de dérivés aldéhydiques

fonctionnalisés a partir des matiéres premicres extraites.
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» Valorisation des matiéres premicres et des synthons pour la synthése de produits naturels
bioactifs.

Ainsi, apres une introduction sur les iridoides et leurs réles dans la Nature et en synthése chimique,
nous verrons la mise au point des procédés verts d’extractions et de purifications des matiéres
premieres a partir de deux sources végétales cultivées dans le jardin de la Facult¢ de Pharmacie :
I’olivier (Olea europaea) et le chévrefeuille de Tartarie (Lonicera tatarica). Nous décrirons ensuite la
mise au point d’une nouvelle méthode douce d’ouverture de lactone par le TMSONa et son application
aux sécoiridoides dérivés du sweroside pour 1’obtention de nouveaux synthons de type 5. Cette
méthode sera ensuite mise a profit pour la synthése d’analogues fonctionnalisés du sécologanoside de
type 6 a partir du sweroside (4) et pour l’obtention de nouveaux dérivés isomériques du

sécologanoside de type 7 a partir de I’oleuropéine (2).

Enfin nous exploiterons différentes stratégies d’utilisation d’un synthon issu du sweroside pour aller

vers la synthése de composés marins bioactifs de types xénicanes comme la tsitsixénicine A (8).

OGlc
4
sweroside tsitsixenicine A
xénicane
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Chapitre 1 Introduction

1. Lesiridoides dans le regne végétal
1.1 Définition

Les iridoides stricto sensu sont des monoterpénes caractérisés par un squelette cyclopenta[c]pyrane,
parfois designé par le terme iridane. Le groupe des iridoides comporte actuellement pres de 1700
composés identifiés & ce jour' ®. Les représentants majoritaires de ce groupe sont les hétérosides

d’iridoides.

Schéma 1 : Structure du squelette iridane

Les iridoides doivent leurs noms aux fourmis lridomyrmex detectus a partir desquelles ont été isolées
des substances de défense propre & ces insectes en 1956”. Le premier iridoide a étre isolé est 1’iridodial

(9), un 1,5-dialdéhyde en équilibre avec la forme lactol 10% représentant la structure de base des

iridoides.
H
H /o N
_0 I o
H OH
9 10

Schéma 2 : Structure de I’iridodial

Le nom « iridoide » a été proposé par Briggs’ en 1963 et a été définitivement admis en 1969 par
Bobbit et Segebarth'. 11 est aussi admis que les sécoiridoides, issus de la rupture de la liaison 7-8 du
noyau cyclopenténique appartiennent aussi a ce groupe''. Par extension les iridoides simples (non

hétérosidiques) et les bisiridoides peuvent aussi étre désignés par le terme général iridoide.

7 11
4
LS )
g8 9~O
]
10

Schéma 3 : Structure du squelette sécoiridoide

Bien qu’ils aient été premieérement isolés chez les fourmis, les iridoides sont rares chez les insectes

mais sont particuliérement répandus dans le régne végétal. Ils sont présents uniquement dans les

11
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dicotylédones en particulier chez les Asteridae' : Dipsacales, Gentianales, Lamiales, Plantaginales,

. . . . .. . . o 12
Rubiales, Scrophulariales, ce qui en fait des marqueurs chimiotaxonomiques intéréssants ~.

Plusieurs classifications des iridoides ont été proposées. Parmi celles-ci, A. Bianco® divise les
monoterpénes cyclopentaniques en deux catégories :
» Les composés iridoiques subdivisés en quatre groupes (glycosides d’iridoides, iridoides
simples, sécoiridoides et bisiridoides).
» Les alcaloides monoterpéniques.
H. Franzyk considére trois catégories® :
» Les hétérosides d’iridoides (regroupant les iridoides carbocycliques, les sécoiridoides et les
bis-iridoides).
» Les iridoides simples.
» Les alcaloides monoterpéniques.

C’est suivant cette derniere classification que nous allons présenter quelques exemples d’iridoides.

1.2 Classification

Par convention, les structures de ces composés et leurs dérivés seront toujours représentés comme ci-
dessous et dans le cas des hétérosides, le p-D-glucose sera remplacé par le symbole Glc. La
numérotation utilisée dans cette thése, sera la numérotation usuelle qui différe de la numérotation

IUPAC ou le squelette carboné est numéroté suivant les régles de fusion de cycle.

5 4

4a X 3

° (0]
7 7a 1

r OGlc

Nomenclature usuelle : Nomenclature IUPAC :
(1S)-1-(O-p-D-glucopyranosyl)- (1S5)-1-(O-p-D-glucopyranosyl)-
1,5,6,7,8,9-hexahydrocyclopentano[c]pyrane 1,4a,5,6,7,7a-hexahydrocyclopentano[c]pyrane

Schéma 4 : Nomenclature et numérotation des iridoides.
1.2.1 Hétérosides d’iridoides

Dans la majorité des hétérosides, le sucre est un glucose relié a la génine par une liaison osidique entre
I’hydroxyle en C1 de la génine avec I’hydroxyle porté par le carbone anomérique du sucre. Plus
rarement le sucre peut étre un rhamnose (11"7), un arabinose (jioglutoside (12)'*) ou un

oligosaccharide (rehmannioside (13").

12



Les iridoides dans le régne végétal

HO o
X
(0] X
HO O=
H oH Ho” O :
0L 5L on Y or o "Ly
o CHs 0~/
|
" 12 OH
5,6--époxy-7 f-hydroxy-8 - jioglutoside A rehmann|03|de A

méthyl-14-D-rhamnosidal iridoide

Schéma 5 : Exemples de différents sucres présent dans les hétérosides d’iridoides

1.2.1.a) Iridoides carbocycliques
16,17

Les iridoides possédent généralement 10 atomes de carbone (loganine (14)'®", géniposide (15)'%),

parfois le cycle pyranique est ouvert (népétariaside (16)"?).

COzMe COzMe
OGlc
COOH
OGIc OGIc
Iogamne gen|p05|de nepetanasnde

Schéma 6 : Exemples d'iridoides en C10

Il existe aussi des composés a 9 carbones. Dans ces composés, les carbones C10 (par exemple :

aucuboside (1), catalpol (17), harpagoside (18) ou Cl11 (par exemple: mentzefoliol (19),

randioside(20) sont présents.

1
HO HO on HO . CO,Me H CO,Me
X X X
Clin 5 )3
o ‘ o o) o
H = H CinnamoylO”: H 8 1 H
HO OGlc HO—  OGlc Me  OGlc HO™ H Ogie O " oacle
1 17 18 19 20
aucuboside catalpol harpagoside mentzefoliol randioside

Schéma 7 : Exemples d'iridoides en C9

Les composés en C8 sont plus rares et ne possédent pas les carbones C10 et C11 (unédoside (21),

thunbergioside (22)).
HO 4 HO 4
X X
Clinee
o o 0]
H
0Glc HO H G
21 22
unédoside thunbergioside

Schéma 8 : Exemples d'iridoides en C8
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1.2.1.b) Sécoiridoides

Les sécoiridoides dérivent biogénétiquement des iridoides par ouverture oxydante de la liaison C7-C8
de la génine. De ce fait, ils appartiennent a la famille des iridoides. Les différentes génines se

caractérisent par certaines fonctionnalités :

> Présence d’un groupe vinyle en C9 sous forme lactone (sweroside (4)°, gentiopicroside

23)*") ou ouverte (sécologanoside (3)*%) :
g
o.__0O o.__0O
CO,Me
0 H H
X X X N
0] o (0]
H H H
OGilc OGilc OGilc
3 4 23
sécologanoside sweroside gentiopicroside

Schéma 9 : Exemples de sécoiridoides possédant une chaine latérale vinylique

> Présence d’un groupement éthylidéne (oléoside (24)°") ou hydroxyéthylidéne (10-

hydroxyoléoside-11-méthylester (25)*°) en C9. Présence d’un acide carboxylique estérifié

HO 0._0O
:©/\/ CO,CH3
H
HO N

(oleuropéine (2)*®) ou non.

¥ (0]
OGlc OGlc
24 25 2
oléoside 10-hydroxy-11- oleuropéine

meéthylester-oléoside

Schéma 10 : Exemples de sécoiridoides avec un groupement éthylidéne ou hydroxyéthylidéne en C9
» Présence d’une structure tricyclique : par refermeture en C8 via une liaison C-O, comme pour
le sécogalioside (26)” :

COM
H o2V

H

n
v

Z OGlc
OH 26
Secogalioside

Schéma 11 : Structure du sécogalioside (26)
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1.2.1.c) Bis-iridoides
Les bis-iridoides ou iridoides dimériques sont formés de deux composés iridoiques (ou sécoiridoiques)
reliés par au moins une liaison (généralement une liaison ester). Les deux squelettes iridoides peuvent

étre liés directement entres eux (sylvestroside I (27)*) ou via un squelette intermédiaire (coelobillardin

(28)).

H COzMe
HO HO =
o O
COzMe 0 OGlc

o 0Glc "
H H \\\ Q
OGlc o
27

sylvestroside | COZMe coeloblllardin

Schéma 12 : Exemples de bisiridoides
1.2.2 Iridoides simples

Les iridoides simples se différencient des hétérosides d’iridoides par I’absence de 1’unité glucosidique
en Cl1. IlIs sont souvent appelés aglycones d’iridoides ou génines d’iridoides. Selon Béal, ils peuvent
étre classés en quatre sous-groupes’”

» Type pluméria (pluméricine (29), allamandine (30) : possédant le squelette de la pluméricine

(29)*"** avec un cycle spiro en C8 :

M
HC02 e

29 30
pluméricine allamandine

Schéma 13 : Iridoides de type Pluméria

» Type valeriana (valtrate (31), patrinoside (32)): possédant une structure comparable au

valtrate (31)**

15
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%_/{o CH,OAc CH,0GIc

(0]
0]
H
Y
31 0]
valtrate patrinoside

Schéma 14 : Iridoides de types valériana

» Type iridiol (menztriol (33), eucommiol (34), gelsemiol (35)) : caractérisé par 1’absence du

cycle dihydropyrane® 7 :
@)
W - W
l\ “*CH,0H “*NCH,0H
"CH,OH “/CH,OH
H CH,OH HOH,C ud H 2
33 34 35
mentzetriol eucommiol gelsemiol

Schéma 15 : Iridoides du type iridiol

> Types divers: regroupant les autres iridoides non glucosylés® *: spécionine (36),

cistachlorine (37), noviburtinal (38).

O

Q H

OEt M
HO

i < \

PR Ho=: b 0
Ho”  OFt =0 OHC

36 37 38
(-)-spécionine cistachlorine noviburtinal

Schéma 16 : Iridoides simples divers
1.2.3  Alcaloides monoterpéniques

Peu d’iridoides alcaloidiques naturels sont décrits, de plus il s’agit souvent d’artéfacts d’extraction
réalisées en présence d’ammoniaque. Il existe quatre types de d’alcaloides monoterpéniques :
> Les alcaloides monoterpéniques dérivés de pyridine*** : (-)-actinidine (39), (+)-rhéxifoline

(40).
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HO CO,Me
® S
_N | _N
39 40
(-)-actinidine (+)-rhéxifoline

Schéma 17 : Exemples d’alcaloides monoterpéniques dérivés de pyridine

> Les alcaloides monoterpéniques dérivés de pipéridine™* : (+)-skythantine (41), incarvilline

(42).
H
HOwe
N N\
H
4
(+)-skytanthine incarvilline

Schéma 18 : Exemples d'alcaloides monoterpéniques dérivés de pipéridine

> Les alcaloides monoterpéniques glycosidiques comme le bakankoside (43)* :

H
OGilc
43
bakankoside

Schéma 19 : Le bakankoside (43) : iridoide azoté naturel

» Les alcaloides monoterpéniques indoliques comme la strictosidine (44) et le strictosamide (45)

qui proviennent du sécologanoside (3) et du tryptophane™ :

H H
OGilc OGilc
44 45
strictosidine strictosamide

Schéma 20 : Exemples d'alcaloides monoterpéniques indoliques

Les alcaloides indolo-monoterpéniques représente la classe la plus importante. Nous détaillerons les

caractéristiques de ces composés dans le Chapitre 13.1.1.
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1.3 Origine biosynthétique

L’¢étude de la biosynthése des iridoides a fait 1’objet de nombreux travaux grace au rdle que joue le

4752 Dans ces

sécologanoside (3) dans la biosynthése des alcaloides indolo-monoterpéniques
métabolites, le caractére terpénique des iridoides ou des alcaloides indoliques a pu étre montré par
I’incorporation d’acide mévalonique (MVA) et de géraniol marqués. Le précurseur commun, le
Géranyl PyroPhosphate (GPP) (46) est converti en 10-hydroxygéraniol (47) puis aprés oxydation, en
10-oxogéranial (48). La fermeture du cyclopentane conduit a I’iridodial (9-10) qui est oxydé en
iridotrial 49-50. Ce trialdéhyde est ensuite transformé en loganine ou loganoside (14). L’ouverture
oxydante de la liaison C7-C8 meéne au sécologanoside (3). Bien que différentes voies aient été

envisagées pour cette derniere transformation, aucun mécanisme n’a pu étre prouvé et jusqu’a présent,

aucune enzyme n’a pas pu étre isolée.

CH,OPP
—_— —_— E— —_—
XN (0]
H
46 47 48

I
I

OH
GPP 10-hyd éraniol 10 éranial 9 10
-hydroxygéranio -oxogérania iridodial
o H CO,Me H CO,Me y _0
X X A _0
- HO - -
(0] O
=0
H OGlc H OGlc H iridotrial
3 14 49
sécologanoside loganoside

Schéma 21 : Biosynthése du sécologanoside (3)

11 est a noter que la formation du GPP (46) ne vient pas entiérement de la voie du mévalonate. En effet
des études plus récentes™, utilisant du 1-désoxy-D-xylulose-5-phosphate (DOXP) (51) marqué, ont
montré qu’il était majoritairement incorporé dans le sécologanoside (3). Ces résultats ont permis
d’établir que la voie du méthylérythritol phosphate (MEP/DOXP ou voie non-mévalonique) est

privilégiée par rapport a la voie du mévalonate.
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Voie du mévalonate :

Ho_ Me O

O
n n

Ho o 0 OH
OH™ OH

acide 5-diphosphomévalonique

(MVA-5PP) A/K “)\
PPO — pPO" N

isopentenyl- diméthylallyl-
Voie du méthylérythritol phosphate ; pyrophosphate (IPP) pyrophosphate
(DMAPP)
OH O
HO\P,OM )\/\
“l OPP
195 OH &
51
1-désoxy-D-xylulose-5-phosphate — CH,OPP
DOXP
X
46
géranyl-pyrophosphate
GPP

Schéma 22 : Les deux voies de biosynthése du GPP (46)

4
1> ont

En ce qui concerne la formation des composés de type oléosidique (24 et 52), Inouye et a
montré qu’ils sont formés a partir du sécologanoside (3) via un intermédiaire époxydé 53 au niveau
des atomes C8-C10. Aprés ouverture de 1’époxyde, 1’élimination d’un proton de 54 a ou de 54b

conduit a la formation des composés de type oléoside (24) ou 10-hydroxyoléoside (52).

CO,Me
HO,C—MH

— o

H CO,Me HO OGlc
—— 10-hydroxyoléoside

| 0
OGlc
3

sécologanoside

24
oléoside

Schéma 23 : Biosynthése des sécoiridoides de type oléoside 53 et 10-hydroxyoléoside 52 a partir du
sécologanoside 3

19



Introduction

2. Propriétés biologiques et pharmacologiques

2.1 Role desiridoides dans I’écologie végétale

Les iridoides en général, sont des substances qui jouent un réle majeur dans les relations hote-
prédateur entre les végétaux producteurs d’iridoides et les insectes herbivores mais aussi entre les
insectes et leurs prédateurs (oiseaux, araignées ...)*" ",

Par exemple, 1’aucuboside (1) intervient dans la spécialisation des insectes herbivores pour certaines
espéces de plantes appelées plantes-hétes. Dans certains cas, la plante le sécréte comme substance
toxique ou dissuasive (amertume de 1’aucuboside) pour se protéger contre les insectes phytophages
(des larves de papillons)*’. Dans d’autres cas, il stimule I’appétit et 1’oviposition de certaines espéces
de papillons.

Il existe aussi des especes d’herbivores capables de séquestrer les glucosides d’iridoides (GI) comme
le catalpol (17) ou I’aucuboside (1), pour s’en servir comme agents défensifs contre leurs prédateurs.
Par exemple, les chenilles Junonia coenia (Nymphalidae) séquestrent jusqu’a 25 % de leur masse
séche en aucuboside (1) et catalpol (17) lorsqu’elles sont élevées sur Plantago lanceolata (une espéce
contenant 10 a 12 % de la masse séche en GI totaux®) alors qu’elles ne contiennent que 4% de leur
masse en aucuboside (1) lorsqu’elles sont élevées sur une espéce de Plantago contenant une faible
quantité d’iridoides® (P. major, 0,12 % de la masse séche en GI totaux®'). Lorsque ces deux lots de
chenilles sont les proies des araignées Lycosa carolinensis, deux fois moins de chenilles ayant
séquestré la plus grande quantité de GI sont mangées®. Plus récemment, il a été montré que de faibles
concentrations de GI pouvaient avoir un effet anti-appétant. Par exemple, les larves d’altises
Longitarsus melanocephalus, hotes de Plantago lanceolata et qui contiennent 0,67 % de leur masse
séche en GI, montrent un effet dissuasif sur les fourmis Myrmica rubra.

Ainsi les iridoides jouent un réle important dans les interactions entre le monde végétal et animal.

2.2 Propriétés pharmacologiques

Les iridoides sont fréquemment présents dans les feuilles de plantes utilisées en phytothérapie et en
médecine traditionnelles pour leurs propriétés de toniques amers, antipyrétiques, antitussives,
hypotensives et dans le traitement de diverses affections et plaies cutanées.

Certaines plantes a iridoides sont inscrites a la pharmacopée européenne comme :

» L’harpagophyton (Harpagophytum procumbens, Pedaliaceae). Les racines séches utilisées
pour le traitement symptomatique des manifestations articulaires mineures, peuvent contenir
jusqu’a 2 % d’harpagoside (18).

» La gentiane (Gentiana lutea, Gentianacea), dont les racines séches sont utilisées comme

stimulant de 1’appétit. Elles peuvent contenir jusqu’a 9 % de gentiopicroside (23).
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» L’olivier (Olea europaea, Oleaceae), dont les feuilles séches ont des propriétés hypotensives,

hypoglycémiantes et diurétiques. Elles peuvent contenir jusqu’a 9 % d’oleuropéine (2).

A partir des usages traditionnels des plantes a iridoides, de nombreux travaux se sont intéressés aux
activités biologiques et pharmacologiques d’iridoides et de sécoiridoides. Ces travaux ont montré que
ces composés possédent de multiples activités biologiques et plusieurs revues™**® font état d’activités
pharmacologiques de type anti-allergique, hypotensif, anti-hépatotoxique, cholérétique,
hypoglycémiant, purgatif, anti-inflammatoire, antipasmodique, antitumoral, antiviral et antibiotique.
Malgré toutes ces activités aucun médicament contenant d’iridoides ou basé sur le squelette iridoide
n’est sur le marché. En effet nombreuses sont les activités mais trés faible est la spécificité de ces
monoterpenes.

C’est pourquoi ces composés sont peu intéressants d’un point de vue pharmacologique, mais nous
verrons qu’ils peuvent étre utilisés comme matiere premiére chirale pour la conception de molécules

bioactives que ce soit par la nature ou en synthese.

3. Les sécoirioides comme matiere premiere chirale naturelle

Parmi les différents iridoides dont nous avons pu voir les structures, le sécologanoside (3) occupe une
place particuliére. En effet, le sécologanoside (3) est un précurseur de plus de 2500 alcaloides indolo-
monoterpéniques, quinolines et isoquinolines naturelles. Ces alcaloides présentent de nombreux
intéréts biologiques (nombreuses activités pharmacologiques, écologie chimique) et chimiques (étude
de la biosynthese, synthése totale), c’est pourquoi ils ont été trés largement étudiés. Ainsi le mot clé
« secologanin » dans la base de données SCI-Finder donne plus de 1600 résultats. Depuis 1970, plus
de 800 études ont été publiées, et depuis 1990 le nombre de publications par an croit chaque année.
Ces résultats montrent que le sécologanoside (3) est une molécule importante dans « [’espace
chimique naturel » et qu’il constitue une matiére premiére indispensable pour ’accés a 1’énorme
diversité chimique des alcaloides indolo-mononoterpéniques. Dans cette partie, nous verrons donc

quelques exemples d’alcaloides d’intéréts biologiques et leurs biosynthéses a partir du sécologanoside

3.
3.1.1 Alcaloides indolo-monoterpéniques

La distribution de ce large groupe d’alcaloides est limitée & trois familles des Gentianales :
Apocynaceae, Loganiaceae et Rubiaceae. La plupart de ces composés ont pour précurseur commun la
strictosidine (44) et sont dérivés de la tryptamine (55) qui est issue du tryptophane.

La strictosidine (44), qui posséde une configuration 38, est issue du couplage entre la tryptamine (55)
et le sécologanoside (3) catalysé par la Strictosidine Synthase (STR). Des expériences in-vitro avec de

la STR isolée de Cataranthus roseus, ont montré que la chimiosélectivité et la stéréosélectivité de
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cette réaction sont complétes. Cependant, le vincoside (56), dont la configuration est 3R, a aussi été

. , N , , . , . . . .4 64
isolé de cette plante. Jusqu’a présent aucune étude n’a permis d’élucider la formation du vincoside™.

COzMe
o H Strictosidine
X N Synthase
o}
| H OH
o._HO OH NH;
c
3 N
sécologanoside 44 56
55 3-(S)-strictosidine 3-(R)~vincoside
tryptamine

Schéma 24 : Biosynthese de la strictosidine (44) et structure du vincoside (56).

Les multiples réarrangements que peut subir I'unité sécologanoside de la stictosidine expliquent la
large diversité chimique des alcaloides indolo-monoterpéniques. Il existe trois groupes d’alcaloides
indoliques qui sont classés par origine biosynthétique :
» Type I: les corynanthéanes (Ia) et les strychnanes (Ib) dans lesquels le squelette de ’unité
monoterpénique du sécologanoside n’est pas réarrangée.
» Type II: les aspidomermanes dont 1’unité monoterpénique est réarrangée par coupure des
liaisons C2-C3 et C15-C16 puis par refermeture de la liaison C17-C20.
» Type III: les iboganes dont 1’unité monoterpénique est aussi réarrangée par coupure des
liaisons C2-C3 et C15-C16, mais dont la refermeture a lieu en C17-C14.
Les yohimbanes (yohimbine (57)) et hétéro-yohimbanes (cathénamine (58), ajmalicine (59)) ont pour
précurseur commun 1’aldéhyde 4,2 1-déhydrocorynanthéine (60). Les strychnanes (strychnine (61)), les
aspidopermanes (aspidospermine (62)) et les iboganes (ibogaine (63)) ont pour précurseur commun la
préakuammicine (64).
11 existe aussi des alcaloides de type quinoléique (alcaloides des quinquinas, quinine (65)) qui dérivent
aussi de la strictosidine (44) via le corynanthéal (66), par expansion du pyrrole de 1’indole. Enfin les
alcaloides de type camptothécine (67) sont aussi dérivés de la strictosidine (44), le passage indole —
quinoléine pourrait faire intervenir le cétolactame macrocyclique a 10 atomes 68 et le pumiloside (69).
Le
Schéma 25 montre 1’origine biosynthétique trés simplifiée des différents alcaloides indolo-

monoterpéniques a partir de la strictosidine (44).
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camptothécine

[ Type Camptothécane]

3-(S)-strictosidine

l

corynanthéal quinine

MeO,C

60
4,21-déhydrocorynanthéine
aldéhyde

l

.
strychnine

[ Type Strychnane ]

W N
H . N
MeO,C"" 63

OH
57 OH 64 ibogaine
yohimbine J l cathénamine préakuammicine [ Type Ibogane ]

{ Type Yohimbane ]

ajmalicine aspidospermine

[Type Hétéroyohimbane] [ Type Aspidospermane ]

Schéma 25 : Schéma biogénétique simplifi¢ des principaux types d'alcaloides indolo-monoterpéniques
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3.1.2  Alcaloides isoquinoléino-monoterpéniques

. . . /e ] . . . 1
Les alcaloides isoquinoléino-monoterpéniques sont beaucoup plus rares que les alcaloides indoliques .

Ils sont essentiellement présents chez les Cephaelis dont le représentant le plus connu est le Cephaelis

ipecacuanha (ou communément ipéca) autrefois utilisé comme vomitif. Ces alcaloides sont issus de la

condensation du sécologanoside (3) sur la dopamine (70) pour former le déacétylipécoside (71).

L’hydrolyse de I’isomeére 3a conduit a une génine instable 72 dont I’aldéhyde cyclise avec 1’amine

secondaire pour former la protoémétine (73). La molécule est ensuite décarboxylée et la condensation

du second aldéhyde avec une deuxiéme molécule de dopamine (70) conduit a la formation de

I’émétine (74), principe actif des ipécas.
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Schéma 26 : Schéma de biosynthése de I’émétine

MeO

MeO

MeO,C”~ “CHO

73
protoémétine
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4. Iridoides: matieres premieres chirales en synthése chimique

Dans cette partie, nous allons voir les différentes utilisations des iridoides comme matiéres premiéres
chirales en synthése organique. De nombreux travaux concernant ’utilisation de [’aucuboside (1)
comme matiére premicre ont été réalisés au laboratoire, par souci de concision, nous ne traiterons pas
ces ¢tudes et nous nous limiterons aux sécoiridoides qui nous intéressent dans le cadre de cette thése :

sécologanoside (3), sweroside (4) et oleuropéine (2).

4.1 Lesécologanoside : matiere premiere d’hémisynthese

4.1.1 Synthese d’alcaloides indolo-monoterpéniques a partir
du sécologanoside

Depuis 1’¢lucidation de la biogénése des alcaloides indolo-monoterpéniques, de nombreuses syntheses
biomimétiques a partir du sécologanoside (3) ont ét¢ décrites. Les produits de départ utilisés peuvent
étre le sécologanoside libre ou protégé, ou ses aglycones. Nous verrons quelques exemples de
synthéses biomimétiques des différents types d’alcaloides indolo-monoterpéniques. Ces exemples ont

été choisis afin de mieux comprendre la versatilité du sécologanoside (3) comme synthon.

4.1.1.a) Synthese de yohimbanes

L’équipe de Brown a effectué la synthése de plusieurs dérivés de la yohimbine (57). Leur premiére
synthése concerne la formation de quatre yohimbanes a partir du sécologanoside (3)* : I’acétate de f-
yohimbine (75), I’acétate de 19,20-déhydro de S-yohimbine (76), I’acétate de yohimbine (77) et
I’acétate de 19,20-déhydroyohimbine (78). Le ratio entre les composés S-yohimbine et yohimbine est
de 3 / 1. Le composé clé pour la condensation avec la tryptamine est 1’aglycone 79 obtenu par
hydrolyse enzymatique du 7-méthylester-sécologanoside (80) par la f-glucosidase a pH = 7. Le
composé 79, est obtenu en mélange R / S: 3 / 1. Il est ensuite converti en yohimbanes apres
acétylation, amination réductrice avec la tryptamine (55), cyclisation de Bischler-Napieralski par

POCl; et réduction.

1) Ac,0, Pyr.
H CO,Me . MeO,C CHO 2) tryptamine (55)
MeO,C A M, = Na(Ch)BHs
H © pH=7 MeO,C"" ©  3roc
Lee Sy 4)NaBH,
80 79
77 a-H17 78:0-H17
75: p-H17 76 p-H17

Schéma 27 : Synthése non sélective de Yohimbanes a partir du sécologanoside 3

L’inconvénient de cette synthése est qu’il n’y a aucune sélectivité pour la formation d’un seul
composé. Ce probléme a été résolu en utilisant 1’aglycone 81 qui est formé stéréoselectivement par

I’action de la f-glucosidase a pH = 7 a 37°C pendant 4 jours sur le sécologanoside éthyléne acétal
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(82)%. L’amination réductrice avec la tryptamine (55), suivie de la déprotection de I’acétal et de la

cyclisation de Pictet-Spengler en conditions acides conduit a la 3-iso-19,20-déhydroyohimbine (83).

o ° CO,Me 1) tryptamine (55)
H S-glucosidase Na(CN)BH3, 2].
X > -
pH=7 2)HClag. 10 %
37 °C, 4j. .
H daic 70 % 63 %
82 81

Schéma 28 : Synthése de la 3-iso-19,20-déhydroyohimbine 83 a partir de 82

L’hydrogénation de 83 sur PtO, permet la formation de la f-yohimbine (84), tandis qu’en présence de
palladium sur charbon, c’est la pseudo-S-yohimbine (85) qui est obtenue. L’alcool de ce composé 85
peut alors étre oxydé et sélectivement réduit par NaBH, pour donner la pseudo-yohimbine (86) qui
peut étre épimérisée en yohimbine (57) par chauffage dans 1’acide acétique pendant 2 a 3 jours. Cette
stratégie permet d’obtenir sélectivement quatre stéréoisoméres de la yohimbine a partir du

sécologanoside (3).

H
H,, PO, H
EtOH, 24 h MeO,C"
/ OH
84
S-yohimbine

1) Ac,0 AcOH, A

DMSO, 16 h H 2-4j. H
—_— —_—
2) NaBH, i i

iPrOH, 20 h MeOZC\\\\ : MeOzc‘\v

OH OH
86 57
pseudo-S-yohimbine pseudo-yohimbine yohimbine

Schéma 29 : Synthése sélective de yohimbanes a partir de 83

4.1.1.b) Synthese d’hétéro-yohimbanes

La synthése d’hétéro-yohimbane a aussi été étudiée par 1’équipe de Brown®"®. Ils ont montré que
I’hydrolyse enzymatique du sécologanoside (3) et ’amination réductrice avec la tryptamine (55) peut
étre réalisée « one-pot ». L influence du pH est important, en effet lorsque la réaction est effectuée a
pH = 5, les auteurs isolent comme compos¢ majoritaire la 2,3-sécoakuammigine (87) avec un
rendement de 30 %. Aucun dérivé pentacyclique n’a été isolé car la cyclisation en strictosidine (44) est

plus lente que la réduction par I’hydrure de bore.
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Tampon
CO,Me phosphate-citrate

H
N NH, o)

p-glucosidase

H H NaBH;CN
OGlc 37 °C, 18h
30%
55 3
tryptamine 2,3-sécoakuammigine

Schéma 30 : Synthése de la 2,3-sécoakuammigine (87)

Pour obtenir les dérivés pentacycliques, le sécologanoside (3) est condensé avec la tryptamine (55) a
pH = 4 pendant 48 heures, puis le pH est ajusté a 5 et la f-glucosidase et le Na(CN)BHj; sont ajoutés.
Apres 18 heures a 37°C, les auteurs isolent environ 70 % d’alcaloides. La séparation de ces composés
a permis ’isolement de la 2,3-sécoakuammigine (87) (30 %), de 1’akuammigine (88) (30 %), de la
tétrahydroalstonine (89) (10 %) et de traces d’ajmalicine (59),

H CO.Me 1) Tampon 2,3-sécoakuammigine akuammigine

w Ox N pH=4,48h 30 % 30 %
+
N NH, o
H

2) Tampon pH =5

H OGlc p-glucosidase
NaBH;CN
55 3 37 °C, 18h

tryptamine

89 59
tetrahydroalstonine ajmalicine
10 % traces

Schéma 31 : Synthése non sélective d’hétéroyohimbanes a partir du sécologanoside (3)

Jusqu’a présent aucune synthése sélective d’hétéroyohimbanes a partir du sécologanoside (3) n’a été

décrite.

4.1.1.c) Synthese de I'antirhine

L’action de la levure de boulanger (Saccharomyces cerevisiae) pendant 7 jours a pH 6,4 et 25 °C sur
le sécologanoside éthyléne acétal (82) conduit a la formation de 1’aglycone 90 avec un rendement
entre 60 et 80 %. Le synthon chiral clé 91 pour la synthése de 1’antirhine (92) est ensuite obtenu apres

saponification et déformylation par NaOH.
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o)
CO,Me Saccharomyces
H

cerevisae NaOH, A, 2 h.
AN > >
0 pH=6,4 76 %
H 25°C,7j.
OGIc 60-80 %

82
31 : o/

Schéma 32 : Synthese du synthon 91 a partir de 82

Le couplage de 91 avec la tryptamine (55) dans 1’éthanol au reflux fournit I’amide 93, qui est ensuite

converti en antirhine (92) aprés réduction, déacétalisation acide et cyclisation de Pictet-Spengler®.

1) LiAIHg, THF
X160, EtOH A, 24 h.
_—
A, 5] 2)HCl aq., A, 3h
69 %, 3 étapes
92
91 93 antirhine

Schéma 33 : Synthése de 'antirhine a partir de 91

Le synthon 90 a aussi été utilisé pour réaliser la synthése de dérivés de I’antirhine de type 94a-¢”° a

partir de dérivés de la tryptamine (95a-b).

90 94a: R=H
94b : R= OH
31 ol 94c : R = OGIc

Schéma 34 : Synthése des dérivés de 1’antirhine 94a-c a partir de 90

4.1.1.d) Synthese de la camptothécine

La synthése biomimétique de la camptothécine (67) a été réalisée par Brown ef al. en 2000"". La
premicre étape consiste en la formation des lactames strictosamide (45) et vincosamide (96) par

réaction du mélange strictosidine / vincoside : 2 / 3 avec Na,COs.

28



Iridoides : matieres premieres chirales en synthése chimique

o H CO.Me 1) Tampon
+ >
N NH, o
H 2) Na2C03’ A
OGlc
H
55 OGlc
tryptamine 3 45 : H3-p strictosamide

96 : H3-a vincosamide

Schéma 35 : Synthése du mélange 2 / 3 : strictosamide 45 / vincosamide 96

Le vincosamide (96) peut aussi étre obtenu sélectivement lorsque le mélange strictosidine / vincoside :
2/3 est traité avec Et;N. Pour la synthése de la camptothécine (67), le centre asymétrique en C3 étant
perdu au cours de 1’aromatisation, le mélange de 45 et 96 peut étre utilisé. Pour plus de clarté, nous

décrirons la synthese a partir du vincosamide (96) seul.

H COzMe

o 1) Tampon
W N N pH=4,48h
+
N NH, o}
H

2) EtsN, MeOH, A

OGlc

55 3
tryptamine vincosamide

Schéma 36 : Synthése sélective du vincosamide (96) a partir du sécologanoside (3)

Aprés acétylation et coupure oxydante par NalO, du vincosamide (96), le composé 97 est obtenu avec
un rendement de 64 %. La condensation aldolique en présence d’Et;N conduit au composé 98. La
cétone est réduite par chlorination suivie d’une hydrogénation. Au cours de I’hydrogénation, les

doubles liaisons du résidu monoterpénique sont aussi réduites, pour donner le composé 99.

(6]
0
N. _O EtsN,MeOH
1) AC,0, pyr. ” H A, 30 min
2) NalO,, MeOH 78 %
A, 30 min o
64 % H
° OGlIc(OAc), OGIc(OAC),
926 97 98

vincosamide

1) SOCl,, DMF
0°C, 10 min
_—
2) Ni Raney, H,
EtOH, 24 h

65 %

H
H OGIc(OAc),
OGIc(OAc),

99

Schéma 37 : Synthése du composé 99 a partir du vincosamide (96)
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La réaromatisation de la quinoline et du lactame, suivie par la déacétylation, I’hydrolyse enzymatique
et ’oxydation de I’hydroxyle résultant, permet I’acceés au composé 100 avec un rendement de 24 %
sur les quatre étapes. Le proton H20 est ensuite oxydé en groupement hydroxyle par O, / CuCl,,
cependant cette réaction n’est pas stéréosélective et le composé isolé est donc la camptothécine
racémique (+)-67.

1) DDQ, dioxane

A, 10 min
2) NaOMe, MeOH O, CuCl,
2h DMF, 10 h
_—
3) B-glucosidase 60 %
H pH=5,3].
OGIc(OAc); 4) PCC, DCM
99 30 min 100 rac-67
24 %

Schéma 38 : Synthése de la (+)-camptothécine (67) a partir de 99

4.1.1.e) Synthese d’aspidospermanes

Afin d’étudier la biosynthése des alcaloides de types aspidospermanes, Brown et al. ont effectué la
synthése énantiosélective de deux dérivés d’Aspidosperma a partir du sécologanoside (3)”*. La
synthése implique 1’aglycone de sécologanoside 101, obtenu en 5 étapes a partir du sécologanoside
(3). Ce composé se réarrange en 102, apres 3 jours a pH 7 et 37°C dans un mélange eau / acétone avec
un rendement de 80 %.

1) Acy,0O,Pyr.

2) H, Pd

H CO.Me EtOAc, H,0, 48 h
3) SOCl, DCM, 15 min

MezCO, Hzo
OH PH=7,37°C, 3j

H 4) NaOMe, MeOH, 1,5 h
OGilc 5) p-glucosidase
3 pH=5,2j,37°C

42 %

80 %

Schéma 39 : Synthése de I'aglycone 102 a partir du sécologanoside (3)

Le couplage entre le composé 102 avec I’indolo-azépine 103 dans le MeOH a reflux conduit & un

mélange du produit cinétique 104 (10 %) et du produit thermodynamique 105 (20 %).

| NH MeOH, A, 4 j
N —_—
H
H H

MeO,C CO,Me CO,Me

103 104 105

Produit cinétique Produit thermodynamique
10 % 20 %

Schéma 40 : Formation du mélange 104 / 105 par couplage entre 102 et 103

La formation du produit cinétique 104 passe par un intermédiaire de type sécodine 106, cet

intermédiaire peut subir une réaction de Diels-Alder intramoléculaire pour former le composé 104. Le
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chauffage de ce composé 104 a 65 °C pendant 6 jours dans le méthanol conduit a la formation

quantitative du produit de Diels-Alder thermodynamique 105.

Schéma 41 : Mécanisme de formation de 104 a partir de la sécodine 106

Cette synthése a permis de valider I’intervention de I’intermédiaire sécodine 106 dans la biogénése des

alcaloides de type Aspidospermane (cf page 23).

4.1.1.f) Synthese d’alcaloides des Cinchona

Les synthéses de la (+)-dihydrocinchonine (107) et de la (-)-dihydrocinchonine (108) ont été réalisées
en huit étapes a partir du 8,9-déhydrosécologanoside (109) avec un rendement global de 28 %". La
condensation de Knoevenagel entre le 1’acide 4-quinolylacétique (110) avec 109 conduit au composé
111 avec un rendement de 90 %. Le composé 111 est ensuite converti en tétrahydronicotinate 112 par

hydrolyse enzymatique et amination réductrice « one-pot » a pH 6,2 avec un rendement de 55 %.

CO,H
OGlc
_ @) B-glucosidase NH
N = NH,OAc P
110 Na(CN)BH,
MeOH, pyr. = COMe | S co,Me

ta. 36 h pH=6,2 18].

90 % X 55 % N

~Z —

N N
111 112

Schéma 42 : Synthése du composé 112 a partir du sécologanoside (3)

Le compos¢ 112 est alors décarboxylé, I’'imine résultante est réduite par Na(CN)BH,4, I’azote est
protégé sous forme d’amide et la double liaison 8,9 est époxydée par ’acide trifluoroperacétique,
conduisant au mélange d’époxyde 113. La déprotection de I’amide suivie de la cyclisation par I’amine
secondaire libérée conduit au mélange de la (+)-dihydrocinchonine (107) et de la (-)-

dihydrocinchonine (108) séparables par chromatographie sur gel de silice.
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NH " 4) Hol, MeOH NCOCF,
_ 2 ﬁ,’ 4&:]"'SH . 1) K,CO3 MeOH o d107 -
8/g CO,Me ) Na(CN)BH5 ta,2h (+)-dihydrocinchonine
2 (EFsC0)0 2) PhMe, EtOH
A 4) CF3CO3H, Na,HPO, A A2ah
N/ ta., 12h N/
112 3

108
(-)-dihydrocinchonine

Schéma 43 : Synthése de la (+)-dihydrocinchonine (107) et de la (-)-dihydrocinchonine (108)

4.1.1.g) Synthese des alcaloides de I'Ipéca
La synthése de cinq alcaloides de I’ipéca (proémétine (73), céphacline (114), émétine (74),
désoxytubulosine (115) et désoxyisotubulosine (116)) a été réalisée a partir d’un intermédiaire
commun 1177*. Cette pipéridone est obtenue en 9 étapes a partir du sécologanoside (3). La synthése
commence par 1’acétylation du glucose, suivie de I’oxydation de I’aldehyde”, de la méthoxylation de
I’acide résultant, de I’hydrogénation de la double liaison C8-C10 et de la déprotection du sucre, pour
donner le composé 118 avec un rendement global de 63 %. Le composé 118 est ensuite hydrolysé par
la f-glucosidase a pH 5. L’amination réductrice en présence de la 2-(3,4-diméthoxyphényl)éthylamine
(119) et du Na(CN)BHj; suivie de la décarboxylation en milieu acide conduit au composé 120. Le
traitement de la carbinolamine 120 par un exces de N,N-diméthylhydrazine permet la formation de la

pipéridone 117.

1) Ac,0, pyr.
- H COZMe 2) Cros’ HzSO4 H COzMe
X 3) CH2N2 MeOzC N
(0] O
H H 4) Hp Pd/C * H
OGIlc 5) MeONa, MeOH OGilc
3 118
H CO,Me 1) B-glucosidase
MeO,C X pH=4,18]. H,N—NMe,
(o)
v 2) 119, Na(CN)BH4

H OGlc MeOH, 15 min.

118 MeOD/\/NHQ
MeO

119

Schéma 44 : Synthése de I'hydrazone 117 a partir du sécologanoside 3

La proémétine (73) est ensuite obtenue a partir de 117 via une cyclisation de Bischler-Napieralski,
suivie de la réduction de la dihydroquinoline par NaBH, et de 1I’hydrolyse de 1’hydrazone en présence

de Cu(OAc),.
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MeO 1) POCl3, PhMe MeO
o M 2) NaBH,
MeO 3) Cu(OAc),, HO MeO

—NNMe,

proémétine

Schéma 45 : Formation de la proémétine 73 a partir de 117

La proémétime (73) est convertie en désoxytubulosine (115) et désoxyisotubulosine (116) via une
cyclisation de Pictet-Spengler avec la tryptamine (55). La céphaeline (114) est obtenue avec une faible
quantité¢ d’isocéphaéline (121) par cyclisation avec la 2-(3-hydroxy-4-méthoxyphényl)éthylamine
(122). La céphaeline (114) est convertie en émétine (74) par méthoxylation en présence de
diazométhane.

MeO

MeO

CHO
55 S 122
proémétine

MeO

MeO

115 116 114 121
désoxytubuloside désoxyisotubuloside céphaeline isocephaeline

CH5N,

émétine

Schéma 46 : Synthése de 5 alcaloides de 1'ipéca
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4.1.2  Synthese d’alcaloides monoterpéniques hétérosidiques

4.1.2.a) Syntheése de la dihydrocadambine et de la
cadambine

Les synthéses de la 3a-dihydrocadambine (123a) et de la 3f-dihydrocadambine (123b) ont été
effectuées a partir du sécologanoside (3) en 7 étapes par McLean et a/ en 1983. L’ intermédiaire clé est
le diol 124a dont nous verrons la formation plus en détail dans la partie 4.1.4.a). Le composé instable
125 est ensuite couplé avec la tryptamine (55) dans des conditions d’amination réductrice Na(CN)BHj;
pour donner le mélange d’épimeres 126. La réaction de Pictet-Spengler et la déprotection du sucre par
I’acide formique conduisent a la formation de la 3a-dihydrocadambine (123a) (40 %) et de la 3p-
dihydrocadambine (123b) (33%)’°.

/[ \
o CO,Me :
COMe  1)IRCI20, 310 H? tryptag””e (59) |
MeOH, 12 h Na(CN)BH3
_— > 1
0 THF / MeOH

o) 2) PCC,

H
: OGlc(OAc) kMR o Olc(0Aq), 4 T
4

124a 125

OMe
|| 1) HCOOH 90 %
95°C, 18 h

2) K2CO3Y MeOH
ta., 1h

126 123a : 3a¢—dihydrocadambine
123b : 35-dihydrocadambine

Schéma 47 : Synthése de la 3a-dihydrocadambine (123a) et de la 3f5-dihydrocadambine (123b) a partir du diol
124a
En 1991, Brown et al. ont réalisé¢ la synthése stéréosélective de la cadambine (127) a partir du
sécologanoside (3) en 8 étapes’’. Aprés protection du glucose et oxydation du sécologanoside (3),
I’iodolactonisation du composé 128 permet la formation stéréosélective du composé 129 avec un
rendement de 79 %. Le traitement de 129 par NaOEt, déprotége le sucre et la forme I’époxyde 130. La
réaction entre 130 et la tryptamine (55) dans ’EtOH a reflux pendant 5 jours suivie de ’acétylation
conduit au composé 131 avec un rendement de 68 % a partir de 128. Le traitement par POCI; dans le
toluéne au reflux, puis la déacétylation du glucose par NaOEt permettent 1’obtention de cadambine

(127) avec un rendement de 85 %.
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COzMe 1) Ac,0 H CO,Me H CO,Me
o)
PV" HOOC X I, Ko2CO3 NaOEt
_—
o)
2) Cro, ) o CHCl, )
0,
Hoge — HeSO OGIc(0Ac), 2% | OGIc(OAC),
88 %
128 129
H 1) tryptamine (55) N~ OL N
EtOOC X EtOH, A, 5i. H oAc 1) POCl5 Tol. A
: (H 2) NaOM
0 2) Acy0, Pyr. ) ) NaOMe
N Gaie Me0,C—\ d " OGIc(OAC), 85 %
130 131 127 : cadambine

Schéma 48 : Synthése stéréoselective de la cadambine (127) a partir du sécologanoside (3)

4.1.2.b) Syntheése du lyaloside

La synthése du lyaloside (132) un gluco-alcaloide de type f-carboline commence par la condensation
entre le tryptophane et le tétraacétate de sécologanoside (133) pour donner un mélange d’épimeres
134a-b qui n’est pas séparé. L’oxydation par le perchromate de potassium conduit a la formation du
cycle pyridine de la f-carboline. La déprotection des hydroxyles du glucose par la méthode de

Zemplen donne accés au lyaloside (132)"

CO,Me tampon COH
COH Oy phosphate 1) K3CrOg 4éq.
@j/\f + = pH=45 g ACOH / THF / H,0 g
NH O T ow < \OGIc(0A 0Gle

N H 40% s R OCIOA o) v ieoNa / MeoH :
OGlc(OAC o

( )a MeO,C 0 MeO,C

tryptophane 133 134a: 3o-H 132
134b : 3p-H lyaloside

Schéma 49 : Synthése du lyaloside (132) a partir du tétracétysécologanoside (133)

4.1.2.c) Synthese du néoalangiside

La synthése du néoalangiside (135) un gluco-alcaloide extrait d’Alangium lamarckii (Alangiaceae)” a
été effectuée a partir du tétraacétylsécologanoside (133) et de la dopamine protégée 136. Le composé
137 est obtenu avec un rendement de 31% apres condensation dans un mélange MeOH / AcOH au
reflux. La débromination et la déprotection du sucre permet 1’obtention du néoalangiside (135) avec

un rendement de 54 % sur les deux étapes.

Br CO,Me

w0 H AcOH, 1) Pd(OAc),, HCOOH
2 . N AN MeOH Et3N, DPPF, DMF, 50 °C
—_—
(0]

MeO ) A31% 2) K,CO3, MeOH

OTr OGIc(OAc), 4% 2 ét:

) 54 %, 2 étapes H 0Glc
136 133 OGIc(OAC),
137 135

néoalangiside

Schéma 50 : Synthese du néoalangiside (135) a partir du tétracétysécologanoside (133)
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4.1.3 Synthese du bakankoside

Le bakankoside (43) est un des rares sécoiridoides a posséder un atome d’azote. Sa synthése a partir
du sécologanoside (3) a été réalisée par Tietze ef al. en 1989%. Bien que le bakankoside (43) soit
probablement issu biogénétiquement d’une amination réductrice suivie de la lactamisation, tous les
essais pour obtenir le bakankoside (43) par cette méthode conduisent a de trés faibles rendements. En
revanche lorsque I’amination réductrice est réalisée sur le tétracétylsécologanoside (133) avec la

benzylamine, le lactame 138 est obtenu avec un rendement de 60 a 70 %.

Elin
N 0]
CO,Me NH,
H H
Ox A A
0 Na(CN)BH; 0
H o H
OGiIc(OAc), 60 % OGic(OAc),
133 138

Schéma 51 : Formation du composé 138 par amination réductrice

Cependant les auteurs n’ont pu déprotéger I’amine sélectivement sans réduire la double liaison C8-
C10. Les auteurs ont alors envisagé 1’introduction de I’amine via un groupement azido. Pour effectuer
cette transformation, le sécologanoside (3) est facilement réduit en sweroside (4) par NaBHy. Le
sweroside (4) est alors acétylé en 139 avec un rendement de 85 % sur les deux étapes. La lactone du
sweroside est ensuite ouverte par le TMSI et 1’acide carboxylique est méthoxylé par le diazométhane
pour donner le composé 140. Le groupement azido est introduit par substitution de ’iode par le NaN;

pour donner le composé 141 avec un rendement de 65 %.

y CO2Me ., COMe ., COzMe
NaBH4 TMS| NaN3
2) Acy0, Pyr. CZHN2 DMF

" detc H Ocicoa),  92% " dcici0ac), &% " OGIc(0A),

139 14

Schéma 52 : Synthése de l'azide 141 a partir du sécologanoside 3

Le groupement azido est ensuite réduit par le 1,2-éthanedithiol, conduisant a la formation du lactame.

Le sucre est alors déprotégé par EtONa pour conduire au bakankoside (43).

, COaMe N. O
N3 SN 1) SH SH.,Et3N, 89 % H N
(@) > 0
H 2) EtONa / EtOH, 95 %
OGIc(OAG), H Scle
141 43

Schéma 53 : Synthése du bakankoside (43) a partir de 141
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Cette séquence réactionnelle nous permet de constater que la conversion du sécologanoside (3) en
sweroside (4) a lieu facilement par réduction. Nous verrons dans le Chapitre 3 que la conversion
inverse est beaucoup plus difficile. Nous pouvons aussi noter que le sweroside (4) pourrait étre

directement utilis€ comme maticre premicre pour la synthése du bakankoside (43).

4.1.4 Les analogues de sécologanoside

Au début des années 1980, McLean er al ont étudié les réactions de dihydroxylation®' et
d’époxydation® du sécologanoside (3) et du sweroside (4). Plus récemment des analogues alkylés de

la double liaison exocyclique et des dérivés transestérifiés ont été décrits par I’équipe d’0’Connor®’.

4.1.4.a) Dihydroxylation du sécologanoside et du sweroside

La premiére description de la dihydroxylation du tétraacétate de sweroside 139 est effectuée par Bock
et al. en 1976, La réaction est effectuée avec le tétroxyde d’osmium et le produit majoritairement
isolé (38 %) est le mélange de diols 142 au niveau de la liaison C8-C10. Aprés séparation des diols
acétylés, la configuration des alcools secondaires de chaque composé a été déterminée par
comparaison avec les dérivés ouverts du sécogalioside (26) (cf page 14). En 1980, McLean et al.
optimisent le rendement par I’ajout de NMO catalytique. Les diols 142a et 142b sont obtenus avec un

bon rendement dans un ratio 3 / 2 et sont séparés sur HPLC®'.

0__0O 0__0O
O 0s0, 3%mol/ NMO 1,5 éq. H

+ SN

THF / H,0 (3/1)

23h./ta. HO., © HO 0o

80 % H
OGiIc(OAc) OGIc(OA
OGIc(OAc), HO * Ho o(OAC)
139 142a 142b

3 2

Schéma 54 : Dihydroxylation du tétraacétate de sweroside (139)

Dans le cas du sécologanoside (3), la dihydroxylation conduit a un mélange de produits non
caractérisés. Lorsque ’aldéhyde du composé 133 est protégé sous forme de diméthylacétal 143, il
apparait que la chalne latérale C8-C10 est sélectivement oxydée au début de la réaction, mais lorsque
que la réaction est prolongée, une sur-oxydation est observée au niveau de la double liaison

endocyclique C3-C4.

COzMe
1) MeOH, IR 120 1 o
» (MeO),HC
2) 0sO, / NMO HO o
Conversion = 100 % H
10 OGIc(OAc), HO OGIc(OAC),

133

Schéma 55 : Dihydroxylation compléte du diméthylacétal de tétraacétate de sécologanoside
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Les meilleurs résultats en termes de chimiosélectivité sont obtenus lorsque la réaction est arrétée avant
50 % de conversion. Dans ces conditions les auteurs ont pu isoler le mélange de diols 124a et 124b et
le diméthylacétal de sécologanoside (134) n’ayant pas réagi. Le mélange de diols est obtenu avec un
faible rendement de 20 %. Bien que peu chimiosélective, cette réaction est tres stéréoséléctive : le ratio
des diols 124a et 124b est de 91 /9.

CO,Me , COzMe

, COzMe
1) MeOH, IR 120

» (MeO),HC (MeO),HC
2) OsO,4 / NMO HO,, o HO o
| H Conversion <50 %
OGiIc(OAc), r=20% HO OGiIc(OAc), HO OGiIc(OAc),
133 124a 124b
91 / 9

Schéma 56 : La dihydroxylation est arrétée avant la deuxiéme addition d'osmate

Ainsi nous pouvons dégager deux observations :
» Pour le sweroside : la dihydroxylation par le OsO, est chimiosélective de la double liaison
exocyclique et peu stéréosélective.
» Pour le sécologanoside : la dihydroxylation par le OsO, est faiblement chimiosélective ct

grandement stéréosélective.

Les auteurs expliquent ces différences par des effets conformationels imposés par la structure de ces
deux molécules. Dans le cas du sweroside (4), la lactone rigidifie la conformation du dihydropyrane
sous forme de demi-chaise. Dans cette conformation, la liaison C8-C9 de 139 adopte une position
axiale et il n’y a pas de géne stérique pour 1’approche de I’osmate. La double liaison endocyclique,

stériquement encombrée par la lactone et le glucose, est moins réactive a I’attaque du tétroxyde

N
=<7
H

20

d’osmium.

H OGIc(OAc),

Schéma 57 : Conformation préférentielle du tétraacétate de sweroside (139)

Dans le cas du sécologanoside (3), la conformation est plus flexible, elle peut changer en fonction des
conditions (solvants, forme aldéhyde ou diméthylacétal). Ainsi la conformation ou le substituant en C9

est équatorial est favorisée lors de I’attaque de 1’osmate. De plus le glucose se place aussi en position
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équatorial, provoquant un encombrement stérique au niveau de la chaine vinyle. Ainsi la réactivité de

la double liaison endocyclique augmente, expliquant ainsi la sur-oxydation observée.

(MeO),HC
MeOZC H

/ H /

H —<

O oeh [

G : tetraacetyl-#-D-glucopyranosyl

Schéma 58 : Conformation préférentielle du dimethylacétal de tétraacétylsécologanoside (143)

4.1.4.b) Epoxydation du sweroside et du sécologanoside

La premiere réaction d’époxydation du tétraacétylsweroside 139 a été réalisée par Inouye et al. en
présence de mCPBA pour effectuer la corrélation chimique entre le sweroside (4) et I’aspéruloside
(144, structure page 45). Les auteurs ont isolé un seul époxyde 145a avec un rendement de 35 % **.
Lorsque McLean et al. reproduisent la réaction, ils isolent un mélange des époxydes 145a et 145b
avec un ratio de 7 / 2 et un rendement de 42 % **.

La réaction d’époxydation du sweroside acétylé (139) est donc régiosélective de la double liaison

exocyclique et faiblement stéréosélective.

o__0O
H
m-CPBA 2 éq.
. D +
benzéne, o
50 °C, 72h @) H
OGiIc(OAc), 42 % OGilc(OAc), OGiIc(OAc),
139 (R)-145a (S)-145b

71 2

Schéma 59 : Epoxydation du composé 139

Lorsque le dimethylacétal de tétraacétylsécologanoside (143) est traité par le mCPBA dans les mémes
conditions, 1’oxydation a lieu plus rapidement et trois produits sont identifiés. Le bis-époxyde 146 est
le composé majoritaire isolé avec un rendement de 44 % et le mono-époxyde 147 avec un rendement
de 19 %. Le composé 148 n’est pas isolé mais est identifi¢ comme une impureté (<9%) dans 146. La

configuration absolue du bis-époxyde 146 a été déterminée par rayons X .

COMe CO,Me CO,Me CO,Me
(MeO),HC H 72 MeoyHC | | o (MeORHC |, | o (MeO),HC |,
X mCPBA, benzéne H + H + H
| o 50 °C, 6h o) o)
H
o7 H H H
OGIc(OAC), OGIc(OAC), | OGIc(OAC), OGIc(OAC),
143 146 : 44 % 147 :19 % 148

Schéma 60 : Epoxydation du diméthylacétal de tétraacétylsécologanoside (143)
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Ces résultats montrent que la réaction d’époxydation est plus rapide au niveau de la double liaison
endocyclique. Le composé majoritaire 146 est obtenu avec une stéréosélectivité compléte en C3-C4
et ¢levée en C8-C10, conduisant a I’isomeére R en C8 comme produit majoritaire. Selon les auteurs,
cette stéréoselectivité peut s’expliquer par un état de transition proche du modele décrit Schéma 58 (cf
page 39) pour les réactions de dihydroxylation. Dans cette conformation le sucre est en position
équatoriale favorisant 1’approche du peracide en anti du glucose, conduisant ainsi a la bonne
stéréoselectivité observée. Concernant la régiosélectivité, les auteurs n’ont pas trouvé d’explication
claire. La réactivité particuliére de la double liaison endocyclique serait une hypothése vraisemblable.
En effet, cette double liaison est fortement activée vis-a-vis des attaques électrophiles par la présence
de I’oxygéne sur le C4, mais elle est cependant désactivée par la présence du carbonyle en C11. Cette
désactivation est d’autant plus forte lorsque le carbonyle et 1’oléfine sont coplanaires comme dans le
cas du sweroside (4). Dans le cas du sécologanoside (3) le carbométhoxy étant en rotation libre, 1’effet
de désactivation diminue.

Comme pour la dihydroxylation nous pouvons dégager plusieurs observations concernant la réaction
d’époxydation :

» Pour le sweroside (4) : I’époxydation est régiosélective de la double liaison exocyclique et
faiblement stéréosélective.

» Pour le sécologanoside (3) : la premiére époxydation est régioselectivité de la double liaison
endocyclique et fortement stéréosélective. La deuxiéme époxydation est plus rapide que la
premiére et elle est peu stéréosélective.

Ainsi ces différentes études montrent que pour effectuer des réactions d’oxydation régiosélective de la

double liaison endocyclique, il est absolument nécessaire d’avoir la forme lactone du sweroside.

4.1.4.c) Analogues de sécologanoside par modification des
fonctions ester et vinyle
Dans le but d’évaluer la spécificité de la strictosidine synthase (STR) qui catalyse la formation de
strictosidine (44)*, I’équipe d’O’Connor a synthétisé des analogues de sécologanoside modifiés au
niveau de la fonction ester 149a-f*. La transestérification a lieu & partir du sécologanoside (3) dissous
dans un alcool en présence de NaHCOs. Les auteurs ont synthétisé six nouveaux analogues avec des

rendements allant de moyen (45%) a bon (93 %).
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Schéma 61 : Formation d'analogues de sécologanoside transestérifiés 149a-f

Dans cette méme étude®, les auteurs ont synthétisé des analogues alkylés au niveau de la double

liaison exocyclique. Les analogues sont obtenus via une réaction de métathése des oléfines en

présence de catalyseur de Grubbs II dans le toluéne a 100°C. Pour que la réaction ait lieu, il est

nécessaire que le sucre soit acétylé et que 1’aldéhyde soit protégé sous forme d’acétal. La réaction de

métatheése entre 150 et différents alcénes fournit les composés 151a-d avec un bon rendement (90-90

%) et est stéréoselective de I’isomere E. L’acétal est déprotégé par traitement avec une solution

aqueuse de HCI (1 M) et les acétates sont déprotégés par K,CO; pour donner les composés 152a-d

avec un rendement d’environ 50 % sur les 2 étapes. Les composés 151a-d ont été hydrogénés pour

donner les composés 152a-d qui sont déprotégés par la méme séquence que précédemment pour

fournir les composés 154a-d.

o_ O
\( COzMe Grut{bs 1l
H alcéne

PhMe, 100°C

0]

H
OGIc(OAc),
150

a:90 %
192 %

c:97 %

d:90 %

o. O CO,Me
COZMe e} H
H 7R
1 RN 1) HCl aq. 1M
- e
w0 2) K,CO5, MeOH H
50 % R OGle
. OGIc(OAC), b
151a-d 152a-d
H, Pd/C
MeOH
o. O
TH CO,Me [ COzMe
2 FeN 1) HCl ag. 1M O\/
wINO 2) K,CO3 MeOH
RJ OGIc(OAC), " dcie
153a-d ¥ 1s4a-

Schéma 62 : Formation d’analogues alkylés en C10 du sécologanoside 152a-d et 154a-d
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Ces composés ont été incubés en présence de tryptamine (55) (ou de dérivés de tryptamine) en
présence de la Strictosidine Synthase. Il apparait que les analogues transestérifiés du sécologanoside
149a et 149b sont reconnus par I’enzyme. En revanche les analogues vinyliques avec des groupements
encombrants comme 152a et 152b ne le sont pas. Aucune information sur les autres composés
synthétisés n’est donnée dans cette étude®™.

Ainsi il apparait nécessaire de synthétiser des derives de sécologanoside en C8-C10 moins encombrés

(époxyde, diols) afin de tester la spécificité de la STR sur ces composés.

4.2 Lesweroside comme matiére premiére chirale

Le sweroside (4) est généralement isolé concomittement avec le sécologanoside (3) et avec les méme
rendements dans le Lonicera tatarica. Pourtant la réactivité de ce composé a été trés peu étudiée et
contrairement au sécologanoside (3), il est rarement utilisé en tant que matiére premicre chirale. Nous
avons vu précédemment les réactions d’époxydation et de dihydroxylation du sweroside (4). De plus
nous avons montré que le sweroside (4) peut servir de produit de départ pour la synthése du
bakankoside (43). Les autres réactions engageant le sweroside (4) décrites dans la littérature ne

concernent que la formation des aglycones du sweroside.

4.2.1 Synthese des aglycones de sweroside

Contrairement aux aglycones du sécologanoside qui peuvent étre sujet & de nombreux réarrangements,
I’aglycone primaire du sweroside est stable. D’aprés Drewes et al.®’ I’hydrolyse enzymatique par la f-
glucosidase a pH 6,8 et a 37°C pendant 5 h conduit a la formation de 1’aglycone primaire 155 avec un

rendement de 47 %.

0.__0O
H B-glucosidase
N eau
wIN~CO pH=6,8,37°C,5h
H OGlc 47 %
4 155

Schéma 63 : Hydrolyse enzymatique du sweroside (4)

En étudiant la réaction d’acétylation du composé 155, les auteurs ont observé que lorsque la réaction
est effectuée avec le DABCO (1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane) comme base, les positions H1 et H9 sont
épimérisées. Le composé 156 a pu étre recristallisé dans I’EtOH et la structure du composé isolé 156 a

été confirmée par diffraction des rayons X.
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DABCO, Ac,0
THF, r.t., 16 h

56 %

155

Schéma 64 : Epimérisation en C1 et C9 lors de 'acétylation de I'aglycone du sweroside 155

Les auteurs suggérent que la double épimérisation a lieu avant 1’acétylation et que le réarrangement
proceéde par une ouverture du pyrane pour donner 157, suivie par une épimérisation en C9 (composé
158) via un équilibre céto-énolique (159a-b), la refermeture du cycle forme 1’épimere en C1 160 (et

probablement 1’autre isomere non isolé).

Fermeture de
cycle

Reprotonation
en C9

Déprotonation
en C9

équilibre
céto-énolique

159a 159b
Schéma 65 : Mécanisme d'épimérisation du composé 155 par le DABCO

Une épimérisation en C9 peut aussi avoir lieu lorsque le sweroside (4) est hydrolysé par f-glucosidase

a pH 5 et a température ambiante pendant 8 h. Dans ces conditions, le composé majoritaire est 161,

1’épimére en C9 de 155°%.
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B-glucosidase
tampon citrate

pH=5,ta., 8h

H
OGlc
4 161

Schéma 66 : Hydrolyse enzymatique épimérisante du sweroside (4)

Ce composé a été utilisé¢ pour obtenir les deux épimeres en C1 via une méthoxylation de I’hydroxyle
par le diméthoxypropane dans le méthanol a reflux pendant 8 heures en présence d’APTS (acide p-
toluénesulphonique). Le mélange 2/1 des composés 162 et 163 est obtenu avec un rendement global de

43 %.

0._0O OMe 0._0O
H
OMe, MeOH
© APTS -~
i 43 % A’OMe
161 163

Schéma 67 : Formation du mélange d'épimeéres 162 et 163 par méthoxylation du composé 131

La valeur de la constante de couplage entre les protons HS et H9 permet de connaitre la configuration
relative du proton H9 par rapport a H5. En effet dans les composés 162 et 163 la constante de
couplage T souans = 11,3 Hz ce qui correspond aux isomeéres trans. Par comparaison les isomeres cis
(comme 155) posseédent une constante de couplage 500 = 5,5 Hz.

La constante de couplage entre H9 et H1 permet de déterminer la position de H1 et d’en déduire la
configuration absolue de la molécule. En effet pour 162, *Jo; = 2,4 Hz ce qui correspond a une
constante de type axiale équatoriale, tandis que pour 163, *J,; = 8,5 Hz ce qui correspond bien a une

constante de type axiale-axiale.

H H
O 9ax O 9ax
o VY Yaxeq=24Hz O Y 3
Jov.ax = 8,5 Hz
/ H / OM ax-ax
0 1éq o) e
H OMe H Hiax
163

162

Schéma 68 : Constantes de couplage entre les protons H1 et H9 dans 162 et 163

Enfin lorsque le proton H1 est en f la valeur de la rotation spécifique change de signe soit [a]p >0 de

méme, la valeur d’absorption maximale en dichroisme circulaire est aussi supérieure a zéro.

Ces données spectrales peuvent servir de base pour la comparaison avec des composés naturels ou de

synthéses.
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4.3 Réactivité de I'oleuropéine

L’oleuropéine (2) est une molécule abondante (6-9 % dans les feuilles d’Olea europaea®™) et
facilement accessible, cependant elle a été assez peu utilisée en synthése. Les principales réactions
réalisées sur I’oleuropéine (2) sont 1’hydrolyse du sucre, la réduction des esters et I’hydrolyse de

I’ester 3,4-dihydroxyphénéthylique.
4.3.1 Détermination de la structure de I'oleuropéine

En 1908, Bourquelot et Vinilesco isolent un glucoside en proportion assez élevée et a la « saveur
franchement amére » des feuilles et des fruits d’ Olea europaea™. Ils nomment ce composé qu’ils n’ont
pu cristalliser : oleuropéine (2). Il faudra attendre 1960 pour que la structure de 1’oleuropéine (2) soit
décrite par Pannizzi et al.*®, puis 1970 pour qu’Inouye et al. décrivent sa configuration absolue’’. Ces

derniers la confirmeront en 1974°* par corrélation chimique avec 1’aspéruloside (144).

H
H
HO X

= (0]

OH OH
2 B o OH '1 44 . O OH
oleuropéine aspéruloside

Schéma 69 : Structure de 1'oleuropéine (2) et de 'aspéruloside (144)

4.3.2  Hydrolyse du glucose de I'oleuropéine

26,93,94 94,24

L’hydrolyse du sucre de 1’oleuropéine (2) a été étudiée par voie enzymatique ou chimique
L’hydrolyse enzymatique a été effectuée afin de comprendre les mécanismes de certaines molécules
isolées au cours de 1’extraction des feuilles d’Olea europaea ou au cours de la production d’huile
d’olive. Ces travaux ont permis d’élucider le mécanisme d’hydrolyse de 1’oleuropéine (2) conduisant a
la formation des aglycones 164 et 165°>. En 2005, Guiso ef al. montrent que le mécanisme est le méme
en utilisant une f-glucosidase d’amande commerciale ou des f-glucosidases endogénes’. La premiére
étape est la coupure de la liaison osidique qui libére I’aglycone instable 166. Cet aglycone a pu étre
isolé et caractérisé par Bianco ef al’’ avec un rendement de 2,8 % a partir de 1’oleuropéine (2).
L’étape suivante est ’ouverture de I’hémiacétal qui conduit au mélange R et S du dialdéhyde 167. Le
dialdéhyde 167 est en équilibre avec la forme hydratée 168”* qui cyclise pour donner 164 et 165. Ces
deux composés sont les formes stables de 1’aglycone de 1’oleuropéine. Selon les conditions

d’hydrolyse les rapports entre 167, 164 et 165 peuvent varier, mais le composé 164 est toujours le

majoritaire.
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Schéma 70 : Mécanisme d'hydrolyse de 1'oleuropéine (2) par la S-glucosidase

Lorsque I’hydrolyse de I’oleuropéine (2) est effectuée par voie chimique par I’action de 5 équivalents

d’acide sulfurique, le composé isolé est 1’acide élénolique (169) avec un rendement de 7 %>*

HO 0.__0O
HO N HzS0, 1M, 5 éq.

Y

= O Dioxane, 72 h
7%
OGilc

2

Schéma 71 : Hydrolyse acide de 1'oleuropéine (2)
Les réactions d’hydrolyse du glucose de I’oleuropéine (2) conduisent avec de trés faibles rendements a
différents types d’aglycones structurellement intéressants. Cependant toutes ces études ont été faites
sur de faibles quantités ou parfois en tube RMN. Ainsi aucune méthode préparative reproductible n’est

vraiment au point.

4.3.3 Réduction des esters de I'oleuropéine

La seule réaction de réduction de 1’oleuropéine (2) décrite dans la littérature, est la réduction compléte
de 2 en oleuropéinol (170) par le NaBH,”. Lorsque I’oleuropéine (2) est mise en réaction avec 22

équivalents de NaBH, dans I’eau, les auteurs isolent I’oleuropéinol (170) avec un rendement de 85 %.
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HO 0._0
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Schéma 72 : Formation de ’oleuropéinol (170) par réduction de l'oleuropéine (2) par NaBH,

Dans cette publication Bianco et al. étudient la stabilité de 1’oleuropéine (2) et de I’oleuropéinol (170)
en conditions acides dans I’eau ou le méthanol. De cette étude il ressort que 1’oleuropéine (2) est stable
en milieu acide sur un temps moyen de 2 a 6 heures dans I’eau. Dans le méthanol, ’'unité monoterpéne
n’est pas modifiée, mais les auteurs ont observé la transestérification de 1’unité¢ hydroxytyrosol par le
méthanol qui conduit a 1’oléoside diméthylester (171). Le composé 171 n’as pas été isolé et aucun
rendement n’a été précisé par les auteurs. Cependant ces observations confirment la relative stabilité

des iridoides substitués par un méthoxycarbonyl en milieu acide.

HO 0_0 0__0
D/\/ - COCHy “T P, COCH
o N HCI, 2 N N

-

= o MeOH, 2-6 h, t.a. ¥ 0]

OGlc OGlc
2 171

Schéma 73 : Transestérification de I'oleuropéine (2) dans le méthanol en milieu acide

Dans le cas d’iridoides ne possédant pas de méthoxycarbonyl a,f-insaturés comme 1’oleuropéinol
(170), les auteurs ont observé qu’un réarrangement du pyrane s’effectuait dans 1’eau et le méthanol en
conditions acides. Dans le méthanol, les composés 172 et 173 sont isolés avec un rendement respectif

de 40 % et de 39 %.

0. _OMe MeO.__ _OMe
H,Cl, 2 N H HO H
> +
MeOH, 15 min, t.a. _— = OMe
|
OGlc O OMe
170 172 :40 % 173:39 %

Schéma 74 : Réarrangement de I'oleuropéinol (170) dans le méthanol en conditions acides

Dans I’eau, le réarrangement suit un mécanisme similaire et les composés 174 et 175 sont obtenus en

un mélange inséparable dans les proportions 80/20.
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Schéma 75 : Réarrangement de 'oleuropéinol (170) dans 1'eau en conditions acides
4.3.4 Hydrolyse des esters de I'oleuropéine

La plupart des publications concernant la réactivité de 1’oleuropéine (2) sont des études qui utilisent
(2) comme source d’hydroxytyrosol (176). En effet I’hydroxytyrosol est un composé antioxydant tres

10191 “ainsi qu’un anti-aggrégant plaquétaire'®?, ¢’est pourquoi de nombreuses recherches sont

puissant
menées pour son extraction'®, son utilisation en pharmaceutique'® et en cosmétique'”. Ainsi la
principale réaction étudiée est I’hydrolyse des esters de ’oleuropéine (2) conduisant au 11-méthyl-
oléoside (177) et a ’hydroxytyrosol (176).

L’hydrolyse peut étre effectuée par 1’action de I’acide sulfurique a 37°C pendant 3 heures, cependant

aucun rendement n’est décrit dans ces publications'*>'%.

HO 0__0 HO__O
[y §02CHs CO,CHy
H HO OH
HO H,SO, N ]@/V

A
P 0 > _— o) +

HO

OGlc OGilc
2 177 176

Schéma 76 : Hydrolyse acide de 1'ester 2,4-dihydroxypénéthylique de I’oleuropéine (2) en conditions acides

En 2000, Capozzi et al.'” effectue I’hydrolyse partielle de 1’oleuropéine (2) en 11-méthyl-oléoside
(177) par I’action d’un équivalent de NaOH dans ’eau, cette réaction fournit aprés work-up 90 % du

composé 177.

HO o O HO (@)
CO,CH CO,CH
j@/\/ H PAARE] NaOH, 1 éq. H oCHg
HO N H,O X

A0 90 % v
OGilc OGilc

2 177

Schéma 77 : Saponification de I'ester 2,4-dihydroxypénéthylique de 1’oleuropéine (2) par la soude

Lorsque la réaction est effectuée avec deux équivalents de NaOH, les auteurs isolent 1’oléoside (24)

sans préciser le rendement.
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Schéma 78 : Saponification totale de 1’oleuropéine (2) par la soude

4.3.5 L’oleuropéine comme matiére premiere pour la synthese
des nudifloside A et D

Les seuls travaux qui utilisent 1’oleuropéine (2) comme matiere premicre de synthése sont les travaux
de Hanessian et al. en 2006'” pour la synthése de deux sécoiridoides naturels isolés de Jasminium

nudiflorum LINDL (Oleaceae)'” : le nudifloside A'"° 178 et le nudifloside D''' 179.

CO,Me
0
—
o o)
S \
GlcO | =~
HO "'oo o Q
H COOMe GIcO\\\Q \
A
= o)
178 179
nudifloside A OGilc nudifloside D

Schéma 79 : Le nudifloside A (178) et D (179), sécoiridoides de Jasminium nudiflorum

Pour cette synthése, Hanessian effectue ’estérification selon la méthode de Yamaguchi''? entre le 11-

méthyl-oléosideperacétate (180) et le composé 181, commun au nudifloside A et D.

HO (:' COOMe
X oT1BDPS 1) chlorure de 2,4,§-tr|ch|orobenzoyle,
+ HO,, Et3N, CH,CI, puis DMAP
= ' (65295 %)
OH
OGiIc(OAc), 2) BuyNF, THF (74 a 85%)
3) Et,NH (5a 10 éq.)

180 181 MeOH, 9h, (54 a 56 %)

178
nudifloside A

Schéma 80 : Synthése des nudiflosides A (178) et D (179) a partir de 180
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Pour obtenir 180 1’équipe d’Hanessian effectue ’hydrolyse de I’ester 3,4-dihydroxyphénéthylique par
I’action de 1 équivalent de NaOH dans ’eau. IIs obtiennent le composé 177 avec un rendement de 85
%. L’acétylation de 177 par ’anhydride acétique dans la pyridine permet d’obtenir le compos¢ 182

avec un rendement de 60 %.

HO 0__0 HO. _O
:©/\/ n $92CHs 1) NaoH, 16q.  §OCHs
HO H,O, 3h, 85 % N

X
= @)

2) Ac,0, pyridine, 2h N0

60 %
) OGlc ° OGIc(OAC),
182

Schéma 81 : Obtention du composé 182 a partir de I'oleuropéine (2)

En conclusion peu d’études de la réactivité de I’oleuropéine (2) ont été effectuées dans une optique de
synthese avec 1’oleuropéine (2) comme matiere premicre. C’est pourquoi les protocoles sont assez mal
décrits, cependant 1’étude de Bianco et al.”’ permet d’avoir des données concernant la réduction de

7

’oleuropéine et les études de Capozzi'” et Hanessian'® permettent d’envisager une hydrolyse

sélective de I’ester 3,4-dihydroxyphénéthylique.

Ce chapitre introductif nous a permis de situer le contexte de la chimie des sécoiridoides. Bien que le
secologanoside (3) ait été largement utilisé comme matiére premiére chirale pour la synthese
biomimétiques d’alcaloides, tres peu de ses dérivés ont été utilisés. De plus la réactivité du sweroside
(4) et de [’oleuropéine (2) reste encore trés peu étudiée. Avant d’étudier la chimie de ces composés,
nous allons maintenant voir la mise au point des méthodes d’extraction et d’isolement de ces trois

matieres premieres.
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Chapitre 2 Extraction et isolement des matiéres
premieres

Dans ce chapitre nous allons répertorier les différentes espéces végétales capables de produire
I’oleuropéine (2), le sécologanoside (3) et le sweroside (4). Nous justifierons ainsi le choix des sources
végétales que nous allons utiliser et présenterons les procédés que nous avons mis au point pour
extraire et purifier plusieurs grammes (de 10 g a 100 g) de ces sécoiridoides rapidement, efficacement

et le plus durablement possible.

1. Extraction et isolement de I'oleuropéine
1.1 Introduction

1.1.1 L’oleuropéine dans Olea europaea

Depuis 1908, I’oleuropéine (2) a été 1’objet de nombreuses €tudes et continue d’étre un sécoiridoide
d’intérét puisque plus de 1000 études a son sujet sont recensées dans la base de données SCI-Finder.
Entre 1908 et 1990 seulement 81 études sur le sujet ont été publiées, soit une moyenne d’une
publication par an. De 1990 a 1997 la moyenne passe a 10 publications par an, puis le nombre de
publications par an explose pour atteindre environ 100 publications par an a partir de 2009. Ce
phénomene peut s’expliquer en partie par la découverte des propriétés biologiques de I’huile d’olive et

de I’oleuropéine (2) ainsi que de leurs implications dans le régime méditerranéen décrites dans les

années 90.

Nombre de publications sur I'oleuropéine par an
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Tableau 1 : Nombre de publications sur l'oleuropéine par an depuis 1990

Actuellement, de nombreux groupes s’intéressent aux propriétés biologiques de 1’oleuropéine

102,113,114 7 : . 115-11 . . 118,11
(2)!*">1* présente dans I’huile d’olive'”""” ou dans les extraits de feuilles''®'"”. De nombreuses
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études et brevets ont été déposés sur les techniques d’extraction de I’oleuropéine a partir des
feuilles''*'**'2 de I’huile d’olive ou des déchets de I’industrie de I’huile d’olive'®. Cependant,
comme nous 1’avons vu précédemment, seulement une étude concerne son utilisation comme matiére
premiére en synthése'™ pour I’hémisynthése de deux iridoides. La littérature décrit clairement que les
feuilles d’Olea europaea sont une source tres riche en oleuropéine (2). Le Tutour et Guedon estiment
la quantité d’oleuropéine de 60 & 90 mg par gramme de feuilles séches® soit une teneur de 6 a 9 %, ce
qui est trés important pour un métabolite secondaire. Des études plus récentes montrent que la teneur
peut monter jusqu’a 14 %'**'** dans les feuilles séches. Cependant il apparait que de la teneur dépend
de nombreux facteurs comme :

> La nature des cultivars'*®

> Le lieu de culture'"

» Les conditions climatiques

> La période de récolte'*®

> L’age et la couleur des feuilles (verte, vert-jaune, jaune)'*®

De nombreuses études ont été réalisées afin de déterminer les meilleures teneurs et conditions
d’extraction permettant un rendement maximal et reproductible en oleuropéine (2). Il n’y a cependant
pas de consensus a ce sujet et chaque variété présente ses avantages et inconvénients en fonction du

lieu de culture'"*. On peut cependant noter que la teneur en oleuropéine (2) est généralement maximale

entre mars et juillet lorsque les feuilles sont encore vertes.

1.1.2  Les autres sources d’oleuropéine

Jusqu’a présent I’oleuropéine (2) n’a été isolée que dans les plantes de la famille des Oleaceae, et plus
particuliérement dans les genres Fraxinus, Jasminum, Ligustrum, Osmanthus et Syringa. Les teneurs
en oleuropéine (2) isolée peuvent aller de 0,0003 % dans les fruits séchés de Ligustrum lucidum Ait. a
0,72 % dans les parties aériennes de Osmanthus austrocaledonica. Toutes ces teneurs sont largement
inférieures a celles que 1’on peut retrouver dans les feuilles d’Olea europaea (6-9 %*’). On peut noter
qu’une étude HPLC de Ligustrum obtusifolium montre une teneur de 3 % d’oleuropéine dans les
feuilles fraiches. Cependant aucune méthode de purification afin d’obtenir le rendement isolé n’a été

décrite pour cette plante.
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Plantes Partie Teneurs Réf.
Fraxinus americana L. feuilles séches 0,23 % 127
Fraxinus angustifolia Vahl feuilles seches 0,013 % 128
Fraxinus excelsior L. feuilles fraiches 0,02 % 129
Fraxinus insularis Hemsl. feuilles fraiches n.r. 130
Fraxinus ornus L. écorces seches 0,004 % 131
Fraxinus oxycarba Willd. feuilles séches 0,0089 % 132
Fraxinus rhynchophylla Hance feuilles seches 0,021 % 133
parties
Jasminum grandiflorum L. aériennes 0,5 % 134
séches
. . tiges et feuilles o 135
Jasminum officinale L. X 0,03 %
séches
Jasminum polyanthum Franch. fleurs séches 0,48 % 136137
Ligustrum japonicum Thunb. feuilles fraiches 0,0018 % 18
Ligustrum lucidum Ait. fruits séchés 0,0003 % 1
Ligustrum obtusifolium Siebold & Zucc. feuilles fraiches 3 % par HPLC 140
0,01320,43 % 141,142

Ligustrum vulgare L.

Olea europaea L.

Olea europaea L. subsp. africana

Osmanthus asiaticus Nakai

Osmanthus austrocaledonica

Osmanthus cymosus (Guillaumin) P.S. Green

Osmanthus ilicifolius Hort. ex Dippel

Phillyrea latifolia L.
Phillyrea latifolia L.
Syringa amurensis Rupr.

Syringa josikaea J.Jacq.

Syringa reticulata (Blume) H.Hara

feuilles séches
feuilles séches
écorces seches

écorces seches

parties
aériennes
seches

feuilles séches
feuilles fraiches
feuilles séches
feuilles fraiches
écorces séches
feuilles fraiches

écorces seches

par HPLC
6-9 %

0,77 %

n.r.

0,72 %

0,31%
n.r.
0,05 %
0,62 %
n.r.
0,43 %

0,0005 %

89

143

144

145

146

147

148

55

149

55

150
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écorce de la 151

Syringa velutina Kom. tige séche n.r.

Syringa vulgaris L. tiges fraiches 0,67 % !
Syringa vulgaris L. écorces séches n.r. 152
Syringa vulgaris L. feuilles seches 0,055 % 153

Tableau 2 : Les différentes sources d'oleuropéine (2) dans la famille des Oleacea (n.r : non renseigné)

Aprés analyse des différentes données de la littérature, il apparait clairement que les feuilles d’Olea
europaea constituent la meilleure source d’oleuropéine (2). Malgré les variations de teneurs liées aux
différentes variétés et aux conditions climatiques, la quantité d’oleuropéine isolable reste trés élevée.
De plus les feuilles d’Olea europaeca sont généralement considérées comme un déchet de 1’industrie

agroalimentaire et représentent ainsi une ressource treés peu valorisée et renouvelable.

1.1.3 Composition phytochimique d’Olea europaea

De nombreux composés ont été isolés des feuilles d’Olea europaea et les composés majoritaires dans
les feuilles sont les sécoiridoides. Ainsi en plus de ’oleuropéine (2) les extraits méthanolique ou
aqueux contiennent: le déméthyloleuropéine (183)*, le ligstroside (184)*, I’oléoside (24)**,

I’oleuroside (185)"*, ’oleuricine A (186)"’, I’oleuricine B (187) '*° et les aglycones 164 et 165>,

HO 0._0O
:@/\/ H CO,H /@/\/ COZCH3 j@/\/ COzH
HO N

= (e}
oGl (e]¢]] | : oG
c
183 184 ¢ 185 le
démethyloleuropéine ligstroside oleuroside
MeO,C H CO,Me D/V COZCH3 GICO:©/\/ COQCH3
X
= (0]
24 OGilc 186 OGlc-6'-0-Glc 187 OGilc
oléoside oleuricine A oleuricine B

HO

HO

165

Schéma 82 Sécoiridoides isolés des feuilles d'Olea europaea

Des composés phénoliques ont aussi été isolés : le tyrosol (188)*, I’hydroxytyrosol (176)%, le rutoside
(189), la 7-glucosyl-lutéoline (190)*, la 7-rutinoside-lutéoline (191)*°, la 7-glucosyl-apigénine (192)*’,
la 7-rutinoside-apigénine (193)* et le verbacoside (194)¥.
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@NOH HO OH
" o

HO
188 176
tyrosol hydroxytyrosol
OH O
OH
HO 189 : R, = OGIcRha, R, = OH, R3 = OH
HO oH 190 : R, =H, R, = OGlIc, R; = OH
o ORha 191 : R, = H, R, = OGIcRha, R3 = OH
WO OH 192:R;=H,R,=0GIc, Rz =H
N\ 193 : R, = H, R, = OGIcRha, R3 = H
194 OH O

verbacoside

Schéma 83 Composés phénoliques isolés d'Olea europaea

Ces exemples non exhaustifs de composés isolés des feuilles d’Olea europaea montrent bien que les
extraits aqueux ou méthanolique contiennent de nombreux produits avec des polarités similaires.
L’extraction et I’isolement de composés purs peuvent donc étre complexes et nécessiter plusieurs

étapes de purifications, comme nous allons le voir dans la partie suivante.

1.2 Techniques d’extraction

1.2.1 Bibliographie

Jusqu’au milieu des années 2000, les techniques d’extraction de 1’oleuropéine (2) sont des techniques
classiques utilisées a des fins d’études phytochimiques de différentes Oleaceae et a une échelle de
laboratoire. La plupart des procédures utilisent le MeOH comme solvant d’extraction'™’, I’extrait est
alors dégraissé avec du CHC1;* ou avec de ’hexane'’ puis la purification s’effectue par passage sur
des colonnes de polyméres de type HP-21"* et/ou de silice.

La présence du groupement 2,4-dihydroxyphénéthylique dans la molécule d’oleuropéine place cette
molécule dans la catégorie des phénols de 1’olivier'”. Ainsi I’intérét industriel de ces phénols et plus
particuliérement de 1’oleuropéine (2) pour la cosmétique ou pour des nutraceutiques a nécessité depuis
la seconde moiti¢ des années 2000, la mise au point et le développement de nouveaux procédés
d’extraction plus efficaces en temps et sans solvants toxiques.

Aprés avoir réalisé I’extraction compléte de I’oleuropéine (2) et des composés phénoliques des feuilles
a I’aide d’un mélange EtOH / H,O : 80 / 20 en 24 h par macération, Luque de Castro et al. ont montré
que l’extraction assistée par micro-ondes pouvait étre compléte aprés 8 min avec les mémes

13 L’extraction compléte peut aussi étre réalisée en 13 min sous pression'”® (140°C, 6

rendements
bars) ou en 25 min a 40°C sous ultrasons'®. Plus récemment, Sahin et al.'®" ont effectué 1’extraction
par un fluide supercritique. Les auteurs utilisent le CO, supercritique comme solvant et ont étudié
I’influence de 1’addition de co-solvant, des conditions de température et de pression sur la quantité

d’oleuropéine (2), présente dans I’extrait. Le rendement optimal d’extraction de 1’oleuropéine (2) est
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obtenu avec 20 % d’éthanol a 300 bars et a 200°C. Cette étude montre qu’il est nécessaire d’utiliser au
moins 20 % d’un co-solvant polaire pour extraire 1’oleuropéine (2). Bien que ces techniques diminuent
considérablement le temps d’extraction et ne nécessitent pas de solvants toxiques, elles ont été
effectuées sur de trés petites quantités de feuilles (1 a 5 g de feuilles), I’oleuropéine n’est pas isolée et
les teneurs sont rarement indiquées.

Sur une plus grande échelle (400 g de feuilles), Skaltsounis ef al.'® ont récemment mis au point une
méthode d’extraction sélective de 1’oleuropéine combinant CO, supercritique et extraction sous
pression. L’utilisation du CO, supercritique avec 5 % d’éthanol permet d’éliminer les substances
lipophiles sans extraire 1’oleuropéine (2), les feuilles sont ensuite extraites sous pression par de I’eau
subcritique a 150°C. Cette technique permet 1’obtention d’un extrait contenant 44,1 % d’oleuropéine

(2) équivalent a un rendement de 4,6 % dans les feuilles fraiches.

Nous avons pu voir un certain nombre de méthodes d’extraction de [’oleuropéine (2) dans les feuilles
d’Olea europaea, cependant la plupart de ces méthodes sont développées pour obtenir un extrait
enrichi en oleuropéine (2), mais pas pour obtenir le composé isolé pur. Dans le cadre de ['utilisation
de l'oleuropéine (2) comme matiére premiere de synthése, il est nécessaire de mettre au point une
méthode qui puisse extraire plusieurs kilogrammes de feuilles pour obtenir le maximum d’oleuropéine
(2) isolée. Le solvant d’extraction doit étre non toxique, comme [’eau ou [’éthanol. Les étapes de

purification doivent également limiter [ 'utilisation de solvants toxiques.
1.2.2  Travaux Personnels

Une extraction aqueuse a été choisie afin d’éviter I’utilisation de solvants polluants et toxiques comme
le méthanol ou coliteux comme 1’éthanol. A partir de 6,9 kg de feuilles fraiches, 180 g d’oleuropéine

(2) ont été obtenus soit un rendement de 2,7 % dans les feuilles fraiches.

1.2.2.a) Pré-purification par résine XAD-4

Les résines de type XAD sont des adsorbants polymériques sous forme de petites billes blanches. Elles
possédent une surface de type aromatique qui permet la rétention des molécules aromatiques et
phénoliques. Ainsi aprés passage de l’extrait sur la résine, les molécules possédant un noyau
aromatique ou étant conjuguées sont retenues par la résine. Les sucres et autres molécules non
aromatiques restent dans 1’eau. L’équipe de Skaltsounis a développé un procédé d’extraction par la
résine XAD16, des composés phénoliques dans les effluents aqueux de I’industrie de 1’huile d’olive'®.

Cette technique permet d’extraire 99,9 % des composés phénoliques dans les effluents.
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I-O-T

I-0

I-0
|

XAD-16 ou XAD-4

Figure 1 Structure de la résine de type XAD-16 ou XAD-4

Les résines XAD-16 et XAD-4 possedent la méme structure chimique, mais la surface spécifique et la
taille des pores de la résine XAD-4 sont plus petits. Pour obtenir une plus grande sélectivité, nous
avons choisi d’utiliser la résine XAD-4 pour pré-purifier 1’extrait aqueux.

Les feuilles d’olivier ont été¢ récoltées au mois d’octobre 2009 dans le jardin de la Faculté de
Pharmacie de I’Université Paris Descartes. Apres avoir été séparées des tiges, elles ont été pesées et
directement plongées dans de ’eau a 90 °C. Apres filtration, I’extrait aqueux est passé sur la résine
XAD-4. La résine est ensuite éluée par un mélange HO / MeOH : 7 /3 a 5/ 5 et les différentes
fractions enrichies en oleuropéine (2) sont collectées et évaporées pour donner un extrait sec d’une

masse de 314,3 g.

1.2.2.b) Purification sur silice et rendement d’extraction

Les fractions enrichies en oleuropéine (2) sont ensuite purifiées sur chromatographie liquide sous vide
(ou C.L.V.), il s’agit d’une chromatographie sur silice treés fine (6-20 um). La silice est déposée sur un
fritté de large diamétre (15 cm) permettant la purification de plus de 150 g de brut. Le brut est élué
avec un mélange CH,Cl,/MeOH : 9 / 1 et le solvant est recyclé. Lorsque c’est nécessaire, les fractions
issues de la C.L.V. sont repurifiées par chromatographie sur gel de silice classique.

Cette technique a permis d’obtenir un rendement de 2,7 % d’oleuropéine (2) dans les feuilles fraiches
d’olivier. Cela correspond a un taux d’oleuropéine de 9 % pour un taux d’humidité de 70 % dans les

feuilles. Ces valeurs correspondent & celles décrites dans la littérature™.

1.3 Avantages de la méthode

Comparativement aux méthodes décrites dans la littérature et en fonction du cahier des charges fixé
préalablement cette méthode présente plusieurs avantages :
» Utilisation d’un seul solvant d’extraction, propre et non toxique : I’eau.
Simplification de I’extrait par une résine régénérable et réutilisable.
Diminution de la quantité d’extrait brut a purifier sur silice grace a la pré-purification.

Utilisation de solvant hydro-alcoolique pour I’¢lution de la résine.

YV V V V

Recyclage des solvants organiques utilisé pour la chromatographie.
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Nous pouvons cependant noter qu’il serait judicieux de remplacer la purification sur C.L.V.. par

I’utilisation de la Chromatographie Centrifuge de Partage dont nous verrons le principe dans la partie

suivante®.

1.4 Résumé du procédé d’extraction

1 Extraction aqueuse : 90°C

1 Résine XAD-4

Eha
}

C.LV.

Figure 2 : Schéma d'extraction de 1'oleuropéine (2)

® Lorsque la purification de I’oleuropéine (2) a été effectuée, le laboratoire n’était pas encore équipé de CPC.
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2. Procédé vert d’extraction et d’isolement du sécologanoside et du
sweroside

2.1 Bibliographie et choix de la plante

2.1.1 Les sources de sécologanoside

Le sécologanoside (3) est présent dans plusieurs familles de plantes comme les Caprifoliaceae, les
Gentianaceae, les Hydrangeaceae, les Icacinaceae, les Loasaceae, les Loganiaceae, les Rubiaceae, et
les Verbenaceae. Il est surtout abondant dans les Caprifoliaceae (0,01 % a 1,7 %). 1l est retrouvé en
quantités plus faibles (0,01 %) dans les Rubiaceae ou il est précurseur des alcaloides indolo-

monoterpeniques et présent souvent a I’état de traces dans les autres familles (0,00035 a 0,003 %).

Plante Partie Famille Teneur Réf.
Lonicera chrysantha Turcz feuilles Caprifoliaceae n.r. 164
Lonicera caerulea L. var. . R - 165
feuilles fraiches  Caprifoliaceae 0,01 %
emphyllocalyx
Lonicera japonica Thunb. boutor;se(f:loraux Caprifoliaceae 0,0005 % 100
Lonicera japonica Thunb. feuilles fraiches  Caprifoliaceae 0,1 % 167,168
Lonicera morrowii A. Gray feuilles fraiches  Caprifoliaceae n.r. 169
. . plante entiére r s 170
Lonicera periclymenum L. fraiche Caprifoliaceae n.r.

Lonicera tatarica L. feuilles seches  Caprifoliaceae 1,0 % 31,7 % 86171
Lonicera xylosteum L. feuilles Caprifoliaceae n.r. 17
Lonicera xylosteum L. racines Caprifoliaceae 1,0 %

Symphoricarpos albus L. fruits frais Caprifoliaceae 0,12% a 0,1 7% s0.173
Symphoricarpos rivularis fruits frais Caprifoliaceae 0,12 % 174
Suksd.
Gentianella mtz.da (Griseb.) toute }a plante Gentianaceac 0.012 % 175
Fabris séche
Tripterospermum chinese parties aériennes . 0 176
(Migo) H. SMITH seches Gentianaceae 0,00035 %
Hydrangea macrophylla feuilles et tiges o 177
(Thunb.) Ser. fraiches Hydrangeaceae 0,023 %
Mappianthus iodoides Hand - tiges séches Icacinaceae 0.0008% 164
Mazz.
Mentzelia albescens (Gillies & 178
Arn.) Griseb. toute la plante Loasaceae n.r.
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Plante Partie Famille Teneur Réf.

Strychnos spinosa Lam. branches séches ~ Loganiaceae 0,0027 %

feuilles, fleurs et

) . Rubiaceae 0,013 % 180
tiges séches

Adina racemosa Miq.

0,013 % sous forme de g

Guettarda speciosa L. feuilles séches Rubiaceae diméthylacétal
Vinca rosea. Linn ou toute la plante
Catharanthus roseus (L.) G. ap Rubiaceae n.r. %0
séche
Don
Lippia graveolen Kunth feuilles seches Verbenaceae 0,003 % 182

Tableau 3 : Les différentes sources de sécologanoside (3), (n.r: non renseigné)

Ces données montrent que la source contenant le plus de sécologanoside (3) est le Lonicera tatarica.
Cependant, comme nous allons le décrire page 64, I’extrait de feuilles de Lonicera tatarica contient de
nombreux produits et il est difficile d’isoler le sécologanoside (3).

C’est pourquoi, 1’équipe de Tietze a choisi d’utiliser les fruits frais de Symphoricarpos rivularis'™* ou
le sécologanoside (3) est facile a isoler méme si le rendement est dix fois plus faible qu’avec le
Lonicera tatarica. La méthode d’extraction proposée est simple. L’extrait sec est obtenu aprés
macération a [’acétone de 40 kg de fruits frais de Symphoricarpos rivularis. Aprés plusieurs
purifications sur colonnes de silice (10 a 20 kg de silice) par un mélange AcOEt / iPrOH: 3/ 1 le
sécologanoside (3) est isolé avec un rendement de 0,12 % (48 g).

En 2004 Verpoorte et al. '* calculent, par analyse HPLC, un rendement de 0,33 % de sécologanoside
dans les fruits frais Symphoricarpus albus aprés extraction par ultra sonication des fruits frais (1 g)
dans le méthanol. Cependant ce rendement est obtenu par mesure HPLC de I’extrait brut et aucune
procédure d’isolement du sécologanoside (3) n’est décrite. Ainsi méme aprés optimisation du procédé
d’extraction, la teneur en sécologanoside (3) dans les fruits frais de Symphoricarpus albus (0,33 %) est

plus de deux fois inférieure a la teneur dans les feuilles fraiches de Lonicera tatarica (0,86 %).
2.1.2  Les sources de sweroside

Le sweroside (4) est présent dans de nombreuses espéces botaniques, notamment dans la famille des
Gentianaceae et des Caprifoliaceae. Il est généralement présent en quantité inférieure a 0,1 %.
Cependant on le trouve en grande quantité (= 1 %) essentiellement dans la famille des Caprifoliaceae
et plus particuliérement dans le genre Lonicera. Les Lonicera de types tatarica et japonica sont des
espéces ornementales de chévrefeuilles largement cultivés dans de nombreuses régions du monde.
C’est pourquoi ils constituent les meilleures sources de sweroside (4) et comme nous 1’avons vu

précédemment indiqué de sécologanoside (3).
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Plantes Parties Famille Teneurs Réf
Alstonia glaucescens (K. Schum.) écorce de tiges Apocynaceae 0,00027 % 184
Monach.
Tabernaemontana cymosa (Jacq.) graines Apocynaceae 0,0024 % 183
Tabernaemontana psorocarpa (Pierre ex feuilles séches Apocynaceae 3.26 % 186
Stapf) Pichon
Lonicera caerulea (L.) feuilles fraiches  Caprifoliaceae 0,0025 % 103
Lonicera tatarica (L.) parties Caprifoliaceae 1,0 % 86.187
aériennes
Lonicera japonica Thunb. boutons floraux  Caprifoliaceae (()),(())(;%15— 166,188,189
5 0
Lonicera japonica Thunb. boutons floraux  Caprifoliaceae 0,00012 %
Lonicera quinquelocularis Hardw. racines Caprifoliaceae 0,03 % 190
Alangium lamarckii Thwaites fruits Cornaceae 0,00022 % 191
Dipsacus asperoides C. Y. Cheng & Ai racines Dipsacaceae 0,078 % 192
Pterocephalus pinardii parties aériennes Dipsacaceae 0,003 % 193
Scabiosa columbaria L. racines Dipsaceae 0,016 % 87
Centaurium spicatum ( L.) Fernald parties aériennes  Gentianaceae n.r. 194
Chelonanthus chelonoides Gilg toute la plante Gentianaceae 0,01 % 193
Gentiana loureirii toute la plante Gentianaceae 0,0027 % 19
Gentiana olivieri Grieseb. toute la plante Gentianaceae 0,0253 % 197
Gentiana rhodentha FR. racines Gentianaceae 0,011 % 198
Gentiana siphonantha Maxim. ex partle.s Gentianaceac 0.012 % 199
Kusnezow souterraines
Gentiana tibetica King ex Hook.f. racines Gentianaceae 0,0012 % 200
Gentiana triflora Pall. racines ct Gentianaceae 0,06 % 0
rhisomes
Halenia elliptica D.Don parties aériennes  Gentianaceae n.r. 202
Swertia chirata C.B.Clarke parties aériennes ~ Gentianaceae nr 203
Swertia decora Franch parties aériennes  Gentianaceae 0,042 % 204
Swertia delavayi Franch parties aériennes  Gentianaceae 0,02 % 204
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Plantes Parties Famille Teneurs Réf
Swertia franchetiana H. Smith toute la plante Gentianaceae n.r. 205
Swertia japonica Makino feuilles fraiches =~ Gentianaceae 0’0720;(?’049 204
Swertia japonica Makino parties aériennes  Gentianaceae 0,58 % 206
Swertia mileensis T.N. Ho & W.L. Shih parties aériennes  Gentianaceae 0,0078 % 207
Swertia pseudochinensis Hara toute la plante Gentianaceae 0,0026 % 208
Swertia pseudochinensis Hara parties aériennes  Gentianaceae 0,031 % 204
Swertia punicea Hemsl parties aériennes  Gentianaceae 0,039 % 204
Swertiae Herba parties aériennes  Gentianaceae n.r. 209
Tripterospermum chinense (MIGO) H. parties aériennes  Gentianaceae 0,018 % 176
SMITH
Tripterospermum jap on.icum (Sieb. ef parties aériennes  Gentianaceae 0,0035 % 210
Zucc.) Maxim
e iy s Hydrangeaceae  0,00003% 7
Caiophora sepiaria (G.Don ) J.F.Macbr.  parties aériennes Loasaceae 0,12 % 2
Eucnide bartonioides Zucc. parties aériennes Loasaceae 0,007 % 2
Anthocleista djalonensis A. Chev. toute la plante Loganiaceae n.r. a3
9% dans
Fagraea auriculata Jack écorce des tiges Loganiaceae l'extrait 214
methanolique
Fagraea gracilipes A. Gray bois Loganiaceae 0,18 % 213
Potalia amara Aubl. écorce des tiges Loganiaceae n.r. 216
Strychnos axillaris Colebr. écorce et bois Loganiaceae 0,0035 % =
Strychnos spinosa Lam. branches Loganiaceae 0,086 % 17
Ophiorrhiza japonica Blume feuilles seéches Rubiaceae 0,014 % 181
Adina racemosa (Sieb. et Zucc.) Miq. parties aériennes Rubiaceae 0,019 % 180
Chione venosa (sw.) Urban var. venosa n.r Rubiaceae 0,004 % 218
Mitragyna africanus Willd. écorce des tiges Rubiaceae 0,035 % 219
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Plantes Parties Famille Teneurs Réf
Neonauclea sessilifolia Merr. racines Rubiaceae 0,033 % 220
Ophiorrhiza liukivensis Hayata toute la plante Rubiaceae 0,014 % 2!
Hydrangea chinensis Maxim. feuilles Saxifragraceae 0,003 % 22

Tableau 4 : Les différentes sources de sweroside (4), (n.r. : non renseigné)

2.1.3 Choix du Lonicera tatarica comme source de

sécologanoside et de sweroside

Comme nous avons pu le voir le Lonicera tatarica est la plante qui posseéde les teneurs en
sécologanoside (3) et en sweroside (4) les plus élevées. De plus les teneurs en sécologanoside (3) et en
sweroside (4) sont du méme ordre (= 1 %), ce qui permet ’obtention de deux matieéres premiéres
chirales en grandes quantités a partir d’une méme source végétale.

Cette plante ornementale est facilement cultivable sous un climat tempéré et il existe de nombreux
parcs publics qui la cultivent et qui effectue des tailles annuelles. Il y a ainsi la possibilité de récolter
ses feuilles en grandes quantités et sans impacts négatifs pour son développement.

Bien que la présence de sécologanoside (3) et de sweroside (4) dans les feuilles ait été décrite, aucune
étude phytochimique approfondie de cette plante n’a été effectuée. C’est pourquoi parallélement a la
mise au point d’un procédé vert d’extraction et de purification du sécologanoside (3) et du sweroside
(4), nous nous sommes €galement intéressé a I’étude des tiges qui n’ont pas fait I’objet de travaux
phytochimiques.

Une douzaine de plants de Lonicera tatarica ont été plantés en au printemps 2008 dans le jardin

botanique de la Faculté de Pharmacie par M. Michel.

Figure 3 : Plantation de Lonicera tatarica a la Faculté de Pharmacie

Ces plants ont atteint une maturité suffisante pour étre taillés en Juin 2010, les feuilles ainsi récoltées

ont été extraites selon deux méthodes que nous allons décrire ci-apres.
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2.2 Technique d’extraction et d'isolement

2.2.1 Lesdifférentes techniques d’extraction et d’isolement

En 1976, Tietze et al. publient I’extraction de 21,5 g sécologanoside a partir de 2,5 kg de feuilles
fraiches de Lonicera tatarica'” (1,7 % ramené au feuilles séches et 0,86 % a partir des feuilles
fraiches). Cependant le procédé est long et fastidieux, apreés trois extractions au méthanol chaud
(60°C), le milieu est filtré et neutralisé par I’ajout de NaHCO;. L’extrait est ensuite évaporé jusqu’a
500 mL a 40°C. Il est ensuite lavé par de I’éther, la phase organique est extraite plusieurs fois a [’eau
puis les phases aqueuses sont réunies et évaporées. Le résidu est redissous dans 1’acétone et les
insolubles sont filtrés. Aprés évaporation, le résidu est chromatographié¢ sur gel de silice avec un
mélange acétone / benzéne : 5 /2.

Ce procédé n’est pas adapté a nos objectifs de procédés verts, en effet il nécessite de nombreuses
manipulations et I'utilisation d’une grande quantit¢ de solvants toxiques (MeOH, Et,0, et surtout
benzene). De plus ce procédé est essentiellement focalisé sur I’isolement du sécologanoside (3) alors
que nous souhaitons aussi purifier le sweroside (4).

En 1981, McLean et al.'"” utilisent le Lonicera tatarica comme source de sécologanoside (3) et de
sweroside (4) sans préciser la méthode d’extraction utilisée.

Enfin, en 2006, I’équipe d’O’Connor modifie la méthode de Tietze sur une échelle de 100 g de feuilles
séches™. Les auteurs effectuent directement la pré-purification de 1’extrait méthanolique sur colonne
chromatographique sur gel de silice (CH,Cl, / MeOH : 9 / 1). La purification finale, effectuée sur une
colonne chromatographique en C18 (H,O / MeOH : 7/ 3) permet I’isolement de 1 g de sécologanoside
(3). Bien que cette méthode soit plus simple, elle nécessite 1’utilisation d’un solvant d’extraction

toxique et une purification sur silice greffée C18, toxique et coliteuse a grande échelle.

C’est pourquoi nous avons mis au point un procédé simplifié qui permet d’isoler rapidement le
secologanoside (3) et le sweroside (4). Pour cela nous avons recherché des conditions qui minimisent
le temps nécessaire pour la purification, qui évitent ou limitent I’emploi de la silice et ['utilisation de

solvants toxiques.
2.2.2 Travaux personnels

2.2.2.a) Testpréliminaires

Afin de réduire le nombre de manipulations nécessaires pour traiter une grande quantité de matiére
végétale, I’extraction est effectuée avec un solvant unique et non polluant: I’eau. Nous avons d’abord
effectué une extraction sur une petite quantité (10 g) de feuilles fraiches et séches (séchées pendant 30
jours a 20 °C) ainsi que sur les tiges fraiches et séches afin d’obtenir les profils CCM de chaque

extrait. Il apparait que le profil CCM de I’extrait des feuilles fraiches est identique au profil de 1’extrait
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des feuilles seches. De méme, le profil CCM de I’extrait des tiges séches est semblable au profil des
tiges fraiches. Il semble donc que les sécoiridoides présents dans la plante sont stables dans la plante

pendant au moins 30 jours.

| AcOEt/MeOH /H,0:77/15/8

Feuilles Feuilles sécolo- . Tiges Tiges
A . : sweroside ‘ 5
fraiches seches ganoside seches fraiches

Figure 4 CCM des extraits aqueux des feuilles et des tiges du Lonicera tatarica
(éluant : AcOEt/ MeOH /H,0 :77/15/8)

Nous pouvons donc travailler avec du matériel frais ou sec sans risque d’obtenir des artefacts issus de

la dégradation.

2.2.2.b) Mise au point dune technique simplifiée

d’extraction

Pour I’extraction sur une grande quantité, nous avons choisi d’utiliser directement les feuilles fraiches.
Ainsi les feuilles fraiches (2,9 kg) sont plongées dans 40 L d’eau a 95°C directement apres la récolte.
Les feuilles macerent environ 4 h a cette température puis pendant 16 h a température ambiante.
L’extraction est effectuée trois fois de suite jusqu’a épuisement des feuilles. L’utilisation de ’eau
chaude présente plusieurs avantages :

» Pas d’utilisation de solvants organiques

» Inhibition par la température de 1’activité enzymatique qui hydrolyse les glucosides

d’iridoides.
» Possibilité d’extraire plusieurs dizaines de kilogrammes de feuilles en un « batch ».

» Aucune extraction des chlorophylles.
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L’extrait obtenu apres filtration (120 L) est évaporé a 60°C sous vide puis lyophilisé. La masse de
I’extrait sec est de 500 g soit un rendement d’extraction de 17,2 % a partir des feuilles fraiches.
L’humidité des feuilles fraiches est de 62 % et a été mesurée par gravimétrie. Ainsi la masse de

I’extrait sec (500 g) représente environ 45 % de la masse de feuilles seches (1,1 kg).

2.2.2.c) Purification et rendement d’extraction

L’extrait brut lyophilisé est purifié¢ par C.L.V., environ 150 g de brut peuvent étre pré-purifiés en une
fois. Pour purifier les 500 g d’extrait sec, trois C.L.V doivent étre effectuées, nécessitant 1’utilisation
d’environ 100 L d’¢éluant de type CH,Cl, / MeOH : 80 / 20 et une dizaine de kg de silice. Le solvant
utilisé (30 L) est recyclé par évaporation sous vide. Apres les C.L.V. les fractions enrichies en
sécologanoside (3) et en sweroside (4) sont de nouveaux purifiées sur colonne chromatographique sur
gel de silice. Il faut parfois trois a quatre colonnes pour séparer le sécologanoside (3) du sweroside (4).
Ces opérations nécessitent un a deux mois de manipulations en fonction de 1’opérateur pour purifier
les 500 grammes d’extrait.
A I’issue de ces étapes de purification sont obtenus :
» 13,6 g de sécologanoside (3) avec un rendement de 0,47 % dans les feuilles fraiches soit 1,3 %
dans les feuilles seches.
» 12,8 g de sweroside (4) avec un rendement de 0,44 % dans les feuilles fraiches soit 1,2 % dans
les feuilles seches.

171,187

Ces rendements correspondent aux valeurs observées dans la littérature mais sont plus faibles

que celles obtenues par Tietze en 1976 (1,7%).
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2.2.2.d) Résumé du procédé d’extraction classique

Extraction aqueuse : 90°C

-Evaporation

- Lyophilisation

- C.LV.

- Plusieurs colonnes
chromatographiques

Figure 5 : Schéma d'extraction classique du sécologanoside (3) et du sweroside (4)
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2.3 Optimisation de I'extraction et de la purification

Le procédé précédemment décrit présente de nombreux inconvénients en termes de pollution et
d’énergie :
» L’évaporation de dizaines de litre d’eau nécessite beaucoup d’énergie et de temps. C’est
pourquoi il est nécessaire de diminuer les quantités de solvant d’extraction.
» La purification des composés nécessite plusieurs dizaines de litres de solvant toxiques
(CH,CI, et MeOH) et plusieurs kilogrammes de silice. C’est pourquoi il est nécessaire de

mettre au point une technique de purification sans solvants toxiques et sans silice.

Dans cette partie nous allons décrire les efforts accomplis afin de limiter I’impact environnemental et
énergétique du procédé d’extraction classique en utilisant des techniques efficaces d’extraction et de

purification.
2.3.1 Extraction sous pression

Afin de limiter la quantit¢ de solvant d’extraction, nous avons envisagé d’utiliser un systéme
d’extraction sous pression. Apreés avoir décrit 1’appareillage, nous comparerons cette technique avec

I’extraction classique par macération.

2.3.1.a) Description de la technique et de I'appareillage

L’extraction liquide sous pression (ELP et PLE pour Pressurized Liquid Extraction en
anglais) est une technique qui utilise un solvant liquide a haute pression et a haute
température, ce qui augmente les performances d’extractions. Le premier appareil
permettant d’utiliser cette technologie fut introduit sur le marché par Dionex sous le nom

de ASE® (Accelerated Solvent Extraction Technology) en 1995°*. L appareil que nous

avons utilis¢ a été développé par Biichi, et permet I’extraction de 4 matrices différentes

d’un volume de 125 mL en parallele et peut travailler sur une gamme de température de  Figure 6 : Appareil

30 °C 4 150 °C et sur une gamme de pression de 50 & 150 bars. Ces systémes permettent d'eXtraction sous
pression, Biichi Speed

de limiter drastiquement la quantité de solvant utilisée et surtout le temps d’extraction. En gy octor E-914

effet un cycle d’extraction dure entre 5 et 15 min. A la fin des cycles d’extractions le

solvant résiduel est purgé par un gaz inerte. Sous pression, il est possible de travailler a une

température supérieure au point d’ébullition du solvant. Dans ces conditions, la constante di¢lectrique,

la tension de surface et la viscosité du solvant diminuent ce qui permet ainsi une meilleure diffusion

. : 224-22
du solvant au sein de la matrice 6

. Cette technologie permet d’extraire rapidement des composés
sensibles en évitant leur dégradation et est adaptée aux composés polaires comme les iridoides. C’est
pourquoi nous avons effectué des tests d’extraction des feuilles et des tiges du Lonicera tatarica par

cette technique.
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2.3.1.b) Extraction sous pression des feuilles de Lonicera

tatarica

La méthode utilisée pour 1’extraction sous pression est la suivante :

» Chauffage a 90°C en 2 min

» Mise sous pression a 100 bars par ajout du solvant en 5 min

» Maintien de la pression pendant 10 min

» Vidange de la cellule par flux d’azote
Ce cycle est répété deux fois de suite et nécessite environ 1 h 30 au total.
Les feuilles fraiches sont préalablement cryogénisées et contusées afin d’augmenter la quantité de
feuilles dans une cellule d’extraction. Ainsi 65,4 g de feuilles fraiches peuvent étre extraites dans une
cellule, un extrait d’environ 80 mL est récupéré, pour donner aprés lyophilisation, 11,51 g d’extrait sec
soit un rendement d’extraction de 17,6 %. Ce rendement d’extraction est comparable a celui obtenu

par la méthode classique (17,2%).

2.3.1.c) Comparaison avec lutilisation d’'un extracteur

classique

Les deux parametres critiques concernant 1’extraction sont la quantité de solvant utilisée et le temps
d’extraction.
Pour I’extraction des feuilles de Lonicera tatarica, la quantité d’eau nécessaire pour épuiser la plante
estde:

» 41 mL/g de feuilles soit 41 L/kg de feuilles, en méthode classique

» 1,3 mL/g de feuilles soit 1,3 L/kg de feuilles en extraction sous pression

L’extraction classique nécessite donc 40 fois plus de solvant que I’extraction sous pression.

En terme de temps, l’extraction classique dure environ 3 jours pour effectuer trois cycles de
macération / filtration alors qu’il faut moins de 2 h avec I’appareil sous pression. En revanche le temps
d’extraction classique reste constant quel que soit la quantité de feuilles a extraire (100 g a 10 kg),
alors que I’extracteur sous pression est limité en capacité (400 g de feuilles dans les 4 cellules). Le
véritable gain de temps est réalisé lors de 1’évaporation de solvant dont la quantité est 20 fois plus
faible avec I’extraction sous pression.

Ainsi pour une extraction sur plusieurs kilogrammes de feuilles, la méthode d’extraction par
maceration dans l’eau chaude, est la plus économique en temps de manipulation. Comme le solvant
utilisé est bon marché et non polluant c’est la méthode classique de macération qui correspond le

mieux a nos objectifs.
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Une fois les feuilles extraites, il est nécessaire de purifier I’extrait, afin de limiter I’emploi de silice et
de solvants toxiques, nous avons choisi de mettre au point une méthode de séparation a partir de la

Chromatographie de Partition Centrifuge (CPC).
2.3.2 Séparation par CPC

2.3.2.a) Description de la technique et de I'appareil

La Chromatographie de Partition Centrifuge est un procédé de chromatographie qui utilise un systéme
liquide-liquide biphasique sans support solide pour maintenir la phase stationnaire. L’appareil,
développé en 1982 par la compagnie Sanki Engineering”’, est constitué d’un ensemble de cellules de

quelques mL reliées entre elles et disposées en cercle sur un disque autour d’un rotor mono-axe.

T-h;-

Figure 7 : Armen Spot CPC (1L /250 mL) et représentation schématique des cellules dans le rotor (Grégoire
Audo, Armen Instrument)
Grace a la force centrifuge exercée par la rotation du rotor, la phase stationnaire est retenue sur la
partie extérieure de la cellule. La pompe permet de faire passer la phase mobile a travers la phase
stationnaire, permettant 1’échange entre les deux phases. Lorsque la phase inférieure (souvent la phase
aqueuse) est la phase stationnaire, la phase mobile (souvent la phase organique) est pompée en mode
ascendant dans la cellule. Inversement lorsque la phase supérieure est la phase stationnaire, la phase
mobile est pompée en mode descendant. Cela permet de faire varier la phase mobile en fonction des
composés a séparer. Les appareils disponibles sur le marché sont notamment commercialisés par Sanki

Ing. (Japon), P.C. Inc. (USA), Pharmatec (USA), Kromaton (France) et Armen Instruments (France).

= Bl Phase mobile : f Ph
» s _a u ase
H lég . stationnaire
: : egere
J
Mode Ascendant Mode Descendant

Figure 8 : Représentation schématique d'une cellule en mode ascendant et descendant (Grégoire Audo, Armen
Instruments)
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Au niveau de la séparation dans la colonne, les composés présents initialement dans la phase mobile,
vont étre retenus par la phase stationnaire en fonction de leur coefficient de partage entre les deux
phases. Le coefficient de partage Kd, s’exprime comme le rapport de la concentration en composé A

dans la phase stationnaire sur la concentration de A dans la phase mobile.

K — [A ]stat
0 [A]mob

A partir du Kd, il est possible de définir le volume de rétention du composé A (Vr) comme la somme
du volume de phase mobile a I’équilibre (Vm) et le volume de la phase stationnaire (Vs) a 1’équilibre
fois le Kd.
V.=V, +K,V

Ainsi pour un Kd = 1, le volume de rétention est égal au volume de la colonne. La différence de Kd
entre les différents composés permet d’avoir des volumes de rétention différents et par 1a méme une
séparation des produits.

L’utilisation de la CPC s’est accélérée a partir de la fin des années 90, grace au développement des
appareils mais aussi grace a la mise au point de systémes solvants couvrant une large gamme de
polarité. Ainsi Magraff**® mis au point 23 systémes de solvants quaternaires de type Heptane / EtOAc /
MeOH / Eau qu’il classa de A a Z (excepté E, I, O). Ce systéme AZ devint rapidement connu sous de
nom de systéme ARIZONA>* en référence au code postal de 1’état américain du méme nom. En 2005,
Berthod™ effectue une étude de la composition en solvant de chacune des phases du mélange
biphasique. De plus, il remplace I’heptane par des solvants couramment utilisés comme 1’hexane, le
cyclohexane et I’isooctane et il évalue I’influence de changement sur la composition des phases. Ces
travaux permettent de faciliter le choix du solvant pour la séparation de produits par CPC. Enfin, il est
possible d’effectuer des gradients de solvants afin d’améliorer la séparation des composés. Cette
méthode essentiellement empirique, commence & étre rationnalisée®™' afin de corréler le profil
d’¢lution du gradient avec le coefficient de partage Kd. Cette étude effectuée en 2011 a permis de
montrer que la rationalisation est possible mais qu’il est nécessaire de perfectionner et d’affiner ces

résultats pour qu’ils deviennent un outil efficace.

» Séparation de produits naturels
Grace a la large gamme de polarité couverte par le systtme ARIZONA, et grace a des propriétés
séparatives différentes de ’HPLC ou de la chromatographie liquide sur gel de silice, la CPC a permis
I’isolement de nombreux produits naturels>>***. Une revue récente de 2010°*, décrit la purification de
plus de 250 produits naturels issus de 60 plantes et microorganismes entre 1994 et 2009. Parmi les
composés purifiés, on trouve des polyphénols, des lignanes, des coumarines, des anthocyanes, des
flavonoides, des xanthones, des terpénes (mono-, di- et tri-), des saponinosides, des alcaloides, des

antibiotiques, des stéroides et des polysaccharides.
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Ce qui nous intéresse plus particuliérement est la séparation des iridoides par CPC. Une recherche
attentive de la littérature montre qu’il n’y a que trois exemples de séparation d’iridoides par CPC et un
seul exemple de séparation de sécoiridoides. Concernant la séparation de sécoiridoides, c’est en 1997,
que Shen et Hsiech® effectuent une pré-purification d’un extrait de Jasminum urophyllum avec un
systéme CHCI; / MeOH / H,O : 43 / 37 / 20. La premicre étude concernant la séparation d’iridoides
par CPC a été effectuée en 2005 par Leitao ef al.”*®, les auteurs utilisent un gradient d’un systéme de
type EtOAc / n-BuOH / H,O pour isoler des iridoides (martinoside, isoverbacoside, verbacoside et
ipolamiide) de I’extrait des racines de Stachytarpheta cayennensis (Rich.) Vahl. Puis en 2007. Kim*’
isole le geniposide de I’extrait de fruits de Gardenia jasminoides J. Ellis (Rubiaceae). A partir de 500
mg d’extrait, les auteurs isolent 56 mg de geniposide avec un systéme biphasique AcOEt / i-PrOH /
H,O : 6 /4 /10. Plus récemment Chen et al.**® isolent le Picroside L, 1I et IIL, des fruits de Picrorhiza
scrophulariiflora avec un systéme n-hexane / EtOAc / MeOH / H,O: 1/2/ 1/ 2 avec une technique

d’élution-extrusion sur une échelle de 300 mg.

2.3.2.b) Mise au point d’'une méthode de séparation par CPC

Différents systémes biphasiques ont été évalués, les iridoides étant des composés trés polaires, il est
nécessaire de choisir un systéme qui permet leur dissolution. Quelque soit le systéme de solvant
d’ARIZONA utilisé, les conditions pour une bonne séparation (Kd = 1) ne sont pas remplies. En 1987
Verpoorte et Kim effectuent la purification du sécologanoside extrait du Lonicera tatarica en utilisant
la chromatographie de rotation loculaire a contre-courant (RLCC) ancétre de la CPC. La meilleure
séparation est obtenue avec un systéme de solvant AcOEt / n-PrOH / H,O: 4 / 2 / 7 en mode
ascendant. En se basant sur ces résultats, nous avons orienté notre choix sur un systéme de type AcOEt
/ alcool / eau pour plusieurs raisons™ **° : d’une part la grande polarité du mélange et d’autre part sa
faible toxicité. En effet 1’acétate d’éthyle est un solvant peu toxique et autorisé dans I’industrie
pharmaceutique. Pour le choix de I’alcool, il doit étre peu miscible a I’eau. Le butanol ainsi que le n-
propanol ont été utilisés. Les systémes ont été testés en mode ascendant, en isocratique et en mode
gradient. Nous avons testé les mélanges de solvants suivants :

» AcOEt/n-BuOH/H,O:1 /4/5, ascendant, isocratique

» AcOEt/n-BuOH/H,O:1/0/1 a0/1/1 ascendant, gradient (en 1h)

» AcOEt/n-PrOH/H,O : 6 /4 /10 ascendant, isocratique

» AcOEt/n-PrOH/H,O:1/0/1 a6/4/10 ascendant, gradient (en 40 min)

Le meilleur systeme de solvant est le mélange AcOEt / n-PrOH / H;O : 6 /4 / 10 en mode gradient. Ce
systeme permet une meilleure séparation qu’avec le n-butanol. De plus le point d’ébullition du n-
propanol est légerement plus faible (97-98°C) que celui du n-butanol (117 °C) ce qui facilite

[’évaporation.
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Ainsi 30 g d’extrait brut peuvent étre purifiés sur un rotor de 1 L avec gradient d’un systéeme AcOEt /
n-PrOH /H,O:1/0/1 a AcOEt / n-PrOH / HyO: 7/ 3 / 10 en 40 min. Ce procédé nécessite 4
volumes de colonne pour la purification du sécologanoside (3) et du sweroside (4), en 4 heures. Les
quantités obtenues correspondent a la teneur attendue :

» Sécologanoside : 858 mg, soit 1,3 % dans les feuilles séches.

» Sweroside : 618 mg soit 0,9 % dans les feuilles seéches.

2.3.2.c) Analyses HPLC de I'extrait et des fractions obtenues

par CPC

L’extrait brut de feuilles a été analysé par HPLC sur une colonne C18, la phase mobile est constituée
d’une solution de H;PO4 a 0.1M et d’acétonitrile. La méthode utilisée est la suivante : A : H;PO,
0.1M, B : ACN : 10 % 0-10 min, 10 % -20 % 10-25 min, 20 % 25 - 35 min, 10 % 35-40 min. Les
produits sont détectés par UV a 235 nm. Cette longueur d’onde correspond aux maxima d’absorption
du sécologanoside (3) et du sweroside (4). L’ensemble des produits UV-sensibles contenus dans
I’extrait sont analysés en 40 min. Les mémes conditions ont été utilisées pour analyser les différentes

fractions collectées a la sortie de la CPC.
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Dans I’extrait, huit produits majoritaires sont observés, nous avons cependant choisi un systeme de
purification qui permet la séparation des produits d’intéréts que sont le sécologanoside (3), le

sweroside (4).
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Figure 9 : Profil HPLC de l'extrait de feuilles de Lonicera tatarica obtenu par macération

Les chromatogrammes du sécologanoside (3) et du sweroside (4) montrent quelques impuretés
mineures. Ces impuretés représentent moins de 10 % en RMN du proton. Les produits ainsi obtenus
sont suffisamment purs pour étre utilisés en synthése. Par comparaison nous avons effectué les HPLC
du sécologanoside (3) et du sweroside (4) obtenus aprés plusieurs purifications sur colonne
chromatographique de silice. Nous pouvons constater que le gain de temps d’une purification sur CPC
par rapport a plusieurs colonnes est considérable (1 jour contre au moins une semaine). La différence

de pureté entre les deux méthodes est en revanche assez faible.
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Figure 10 : Chromatogramme du sécologanoside (3) aprés un passage sur CPC
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Figure 11 : Chromatogramme du sécologanoside (3) aprés plusieurs colonnes chromatographiques
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Figure 12 : Chromatogramme du sweroside (4) aprés un passage sur CPC
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Figure 13 : Chromatogramme du sweroside (4) aprées plusieurs colonnes chromatographiques
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2.3.3 Comparaison des méthodes classique et optimisée.

2.3.3.a) Tableau comparatif

La méthode de purification classique par V.L.C peut étre comparée avec 1’utilisation de la CPC pour la
purification de 100 g d’extrait brut soit :

» 574 g de feuilles fraiches

» 2,0 g de sweroside (4)

» 2.9 g de sécologanoside (3)
Différents parametres sont pris en compte, dans le cadre de cette étude, les critéres importants sont la

faible toxicité du procédé pour I’Homme comme pour I’environnement ainsi que le temps nécessaire.

Méthode
Mé¢thode Tietze | Méthode O’Connor ) Procédé CPC
classique
Solvant
MeOH MeOH H,O H,O
d’extraction
Systéme de Et,0,
DCM / MeOH DCM / MeOH AcOEt / n-Prop / H;O
solvant Benzéne / Acétone
Quantité de ~100L(30L | 3x4L=12L dont6L d’eau
nr n.r.
solvant recyclé) (= 4 L AcOEt recyclé)
Silice =250g n.r. =500¢g Non
Toxicité Trés élevée Elevée Elevée Faible
i, 2éme
Co-¢lution des Ot
‘ n.r. purification sur silice Oui Non
produits
greffée C18
Durée nr. n.r. > 5 jours 4 jours

Tableau 5 : Comparaison des procédés de purification pour 100g d’extrait de Lonicera tatarica

(n.1. : non renseigné)
Le tableau montre sans ambiguité les avantages du procédé CPC par rapport a la méthode classique.
En effet le procédé CPC est sans silice, les solvants sont utilisés en faible quantité, sont peu toxiques,
et le mélange est constitué¢ d’eau pour moitié. L’acétate d’éthyle peut étre évaporé du mélange de
solvant par distillation fractionnée sous pression réduite controlée. L’acétate d’éthyle peut alors étre
recyclé et réutilisé pour la constitution d’un nouvel éluant de CPC. De plus, bien qu’il soit nécessaire

de réaliser 3 séparations sur 33 g d’extrait brut pour purifier 100 g, le temps total de purification reste
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plus court que lors d’une purification classique. Enfin, grace a 1’optimisation du systéme de solvant, il
n’y aucune co-¢lution entre le sécologanoside (3) et le sweroside (4). Permettant ainsi de diminuer la

durée totale du procédé.

2.3.3.b) Extrapolation d’échelle

Un des avantages de la CPC est la possibilité d’extrapolation d’échelle*****'. En effet plus le rotor est
grand plus la séparation est efficace. Des appareils CPC Pilote possédant un rotor de 12 L sont
disponibles sur le marché. Les résultats obtenus sur le rotor de 1 L peuvent étre extrapolés pour une
purification a grande échelle sur 12 L par une simple multiplication. Ainsi nous pourrions envisager de
purifier une dizaine de grammes de chaque matiére premicre en une seule purification :

» 2,9 kg de feuilles fraiches

» 500 g d’extrait sec

» 48 L de solvant (dont 24 L d’eau)

» 14 g de sécologanoside

» 12 g de sweroside
De plus les temps de purification reste les mémes ainsi il ne faudrait qu’environ 4 heures pour séparer
le sécologanoside (3) et le sweroside (4) de I’extrait. L’évaporation des fractions peut nécessiter de 12
heures a 36 heures en fonction des capacités matérielles d’évaporation.
Il serait alors possible d’obtenir plus d’une dizaine de gramme de ces composés en moins d’une
semaine contre au moins un mois en méthode classique. Nous allons maintenant utiliser ce procédé¢ sur

les tiges de Lonicera tatarica.

2.4 Etudes des tiges

Les tiges du Lonicera tatarica n’ont pas fait jusqu’a présent 1’objet d’étude phytochimique. Aussi
I’étude des composés majoritaires de I’extrait aqueux des tiges a été effectuée afin de connaitre la

teneur en sécologanoside (3) et en sweroside (4) des tiges.

2.4.1 Extraction des tiges sous pression

Les tiges ont été récoltées en méme temps que les feuilles et ont été séchées pendant 2 mois a 20°C.
Comme les profils CCM des tiges fraiches et des tiges séches sont identiques, nous avons choisi de
travailler avec les tiges séches, car elles peuvent étre broyées plus facilement. De plus la quantité de
tiges séches qui peut étre introduite dans une cellule est plus importante que celle des tiges fraiches.
Ainsi aprés broyage, les tiges sont extraites par I’eau a 95 °C sous 100 bars de pression. Jusqu’a 35 g
de tiges peuvent €tre extraits par cellule, soit 140 g pour chaque extraction. L’extraction compléte est
effectuée apres 2 cycles de la méthode précédemment décrite (Partie 2.3.1.b)).

L’extraction de 31,9 g de tiges séches donne 3,76 g d’extrait sec soit un rendement d’extraction de

11,8 %.
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2.4.2 Profil HPLC de l'extrait aqueux et séparation des

produits majoritaires par CPC

Une partie de I’extrait obtenu est évaporé a sec et analysé¢ par HPLC par la méme méthode que
précédemment. Le profil HPLC de I’extrait est plus complexe que celui des feuilles. Les principaux

produits majoritaires ont été séparés par CPC et identifiés par RMN 'H, "°C et 2D.
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Figure 14 : Profil HPLC de I'extrait de tiges de Lonicera tatarica obtenu par extraction sous pression

L’extrait aqueux obtenu a la sortie de I’extracteur automatique est directement injecté dans la CPC. Le
systéme utilisé est le méme que pour 1’extrait de feuilles : gradient d’un systéme AcOEt / H,O : 50 /
50 jusqu’a un mélange AcOEt / n-PrOH / H,O: 7/ 3 / 10 en mode ascendant. Ce procédé permet
I’isolement de cing produits connus qui sont analysés par HPLC :

> La loganigénine ou loganétine (195)*”*** (34 mg, 0,12 % de matiére végétale séche)

> Le périclyménoside (196) '"*** (164 mg, 0,55 % de matiére végétale séche)

> La loganine (14)'* : (201 mg, 0,67 % de matiére végétale séche)

> La syringine (197)*** (53 mg, 0,18 % de matiére végétale séche)

» Le sécologanoside (3) (78 mg, 0,26 % de matiére végétale séche)
La structure de ces composés a été déterminée par comparaison de leurs spectres RMN 'H et °C avec
les données de la littérature. Les spectres HPLC des fractions contenant chacun de ces composés sont

donnés en partie expérimentale.
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loganigénine

périclyménoside

Schéma 84 Structure des composés isolés des tiges de Lonicera tatarica

Le sécologanoside (3) est isolé avec un plus faible rendement que dans les feuilles (0, 26 % vs 1,3 %

de matiere végétale seche), de plus aprés un passage sur la CPC, il est beaucoup moins pur que celui

obtenu a partir des feuilles (voir chromatogramme ci-dessous).
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Figure 15 : Chromatogramme du sécologanoside (3) isolé des tiges séches aprés un passage sur CPC.
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11 est a noter qu’aucune trace de sweroside (4) n’a été trouvée. Les tiges ne représentent pas une source

intéressante de sweroside (4) ni de sécologanoside (3). Il est nécessaire de séparer les feuilles des tiges

afin d’éviter de complexifier I’extrait de feuilles. En revanche, les tiges peuvent étre une source de

loganine (14) et de périclyménoside (196).

2.4.3 Hypotheses d’écologie chimique

D’un point de vue phytochimique nous pouvons constater que les composés majoritaires dans les tiges

sont des iridoides alors que ceux sont des sécoiridoides dans les feuilles. Biogénétiquement nous

avons vu que la loganine (14) est le précurseur du sécologanoside (3)**’. Jusqu’a présent, 1’enzyme
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responsable de cette transformation, la secologanin synthase, n’a pas été isolée. Nous pouvons donc
penser que cette enzyme se trouve essentiellement dans les feuilles.

D’un point de vue d’écologie chimique, cette observation est en accord avec le potentiel role défensif
des iridoides en général et plus particulieérement des sécoiridoides spécialement ceux comportant une
fonction aldéhyde trés réactive comme le sécologanoside (3). Ainsi les composés les plus défensifs se
trouvent dans les feuilles qui sont plus exposées aux prédateurs (insectes, herbivores) que les

tiges™H24.
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3. Conclusion du chapitre 2

Nous avons réalisé I’extraction de plusieurs kilogrammes de feuilles d’Olea europaea et de Lonicera
tatarica avec le solvant le moins polluant qu’il soit : I’eau.

Plus de 100 g d’oleuropéine (2) ont pu étre rapidement isolé et le procédé de purification limite
’utilisation de solvants toxiques grace a I’utilisation de résine d’adsorption. L’optimisation de ce
procédé par I’utilisation de la CPC sera envisagée lors de la prochaine extraction.

Concernant le Lonicera tatarica, un nouveau un procédé vert d’extraction des feuilles et des tiges a
été développé. Nous avons montré que les feuilles constituent une source intéressante de
sécologanoside (3) et de sweroside (4) alors que les tiges peuvent constituer une source de loganine
(14) et de périclyménoside (196).

Enfin la mise au point des conditions de séparation par CPC du sécologanoside (3) et du sweroside
(4) a ’échelle du laboratoire constitue la base de travail pour un passage sur une échelle pilote. Ce
procédeé permet l’obtention de matieres premieres chirale de haute valeur ajoutée de maniere simple,
rapide, verte et économique.

Le schéma bloc de ce procédé est présente ci-dessous :

L onicera
tatarica
Effeuilage
Feuilles Tiges
h 4 h 4
Extraction Extraction sous
aqueuse pression
h 4
Evaporation
Bau < Lyophilisation
injection directe
> CPC cpPC <
AcOEt AcOFEt
hd
Eau . . .
< Evaporation Evaporation
n-propanol
h 4 h 4 h 4 h 4
Secoiridoides Iridoides

Figure 16 : Schéma bloc du procédé d'extraction du Lonicera tatarica
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Chapitre 3 Etude de I'ouverture de lactone par Ile
TMSONa : application au sweroside et a ses dérivés

Afin de valoriser les matieéres premicres extraites en synthése, il nécessaire d’ouvrir la lactone du
sweroside (4) de fagon efficace et verte. Cependant, les lactones des sécoiridoides sont connues pour
étre tres stables. Nous avons alors choisi d’utiliser le triméthylsilanolate de sodium (TMSONa) comme
base. Apres avoir décrit les propriétés et les utilisations de ce réactif en chimie organique, nous
présenterons la méthodologie que nous avons mise au point pour ouvrir des lactones modeles. Nous
étudierons ensuite le mécanisme de cette réaction, puis nous appliquerons notre méthode au sweroside

(4) et a ses dérivés oxydés en C8-C10.

1. Dela difficulté d’ouvrir la lactone du sweroside

1.1 Rappels bibliographiques

L’ouverture de la lactone du sweroside (4) est un enjeu trés important d’un point de vue synthétique.
En effet, I’ouverture de cette lactone peut permettre I’acces a de nouveau synthons chiraux. Cependant
la lactone du sweroside (4) est décrite pour étre difficile a ouvrir a cause de la vitesse de
relactonisation qui est trés rapide. La forme lactone est trés favorisée thermodynamiquement. Selon
McLean et Hamilton, 1’acide iodocarboxylique 198 obtenu par ouverture par le TMS-I est trés

instable'®’.

TMSI

OGiIc(OAC), OGIc(OAc),
139 198

Schéma 85 : Relactonisation rapide de 198

Dans cette méme étude, les auteurs précisent que le composé 199, relactonise a température ambiante.

t.a.

OGIc(OAC), OGIc(OAc),
199 139

Schéma 86 : Relactonisation du composé 199
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Enfin, il est décrit que le sécologanol (200) extrait de Fontanesia phillyreoides relactonise lors de la

purification sur silice pour donner 37 % de sweroside (4)*"

SiO,

\

37 %

OGilc

200 4
sécologanol

Schéma 87 : lactonisation du sécologanol (200) par passage sur silice
1.2 Essai d’'ouverture de la lactone du sweroside

1.2.1 Pivaloylation du sweroside

Afin d’obtenir une petit chimiothéque de sécoiridoides utilisables en syntheése organique, nous avons
souhaité mettre au point I’ouverture de la lactone du sweroside dont les alcools du glucose ont été
protégés par des esters pivaliques stables. Ces groupements permettent d’une part de stabiliser la
molécule face aux conditions acides et basiques douces, et d’autre part d’augmenter sa solubilité dans
les solvants organiques apolaires. Des travaux réalisés préalablement au laboratoire ont montré que le

TMSONa ne déprotége pas les groupements pivaloyles®*®.

Piv-Cl, 12 éq.
4-DMAP, 0,6 éq. A

- o)
CH,Cl, / Pyridine : 1/1 OO}—Z \\1')<
1 semaine, t. a. H o
85% O\Omo%
o) o b

Schéma 88 : Pivaloylation du sweroside

La pivaloylation compléte du sweroside dure 6 jours. Cette réaction procéde avec un bon rendement
(85 %). A cette étape, la purification de 201 permet 1’élimination des impuretés qui proviennent de

I’extrait naturel.

1.2.1.a) Essai d’'ouverture de la lactone du

perpivaloylsweroside

Lorsque le perpivaloylsweroside (201) est mis en réaction avec 1 ou 2 équivalents de MeONa, trés peu
d’ouverture de lactone (composé 202) est observée par CCM et RMN 'H (<10 %). Un début de

déprotection des groupements pivaloyles est en revanche observé. L’utilisation de bases inorganiques
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telles que LiOH (1 a 5 éq.) et le NaOH (1 a 5 éq.) ne conduisent qu’a la déprotection des fonctions

esters.

MeONa / MeOH

-
-

- ou
OGIc(OPiv), OGIc(OPiv),

201 202

Schéma 89 : Essai d'ouverture de la lactone 201 par le méthanolate de sodium ou par le DBU

Lorsque le composé 201 est trait¢ par le diaza-(1,3)-bicyclo-[5,4,0]-undecéne (DBU), aucune

ouverture de lactone ni déprotection ne sont observées.

2. Généralités sur les triméthylsilanolates
2.1 Préparations et propriétés du TMSONa

2.1.1 Préparations du TMSONa

La premiere préparation d’un silanolate de sodium, a été réalisée par Ladenburg en 1871 par
différentes méthodes (triéthylchlorosilane et hydroxyde d’ammonium, hexaéthyldisiloxane et
sodium)*”. Le triméthylsilanolate de sodium (203 ou TMSONa) a ensuite été synthétisé a partir du
triméthylsilanol (204) et d’une solution de soude & 12 M par Whitmore et al.en 1946>°. En 1952,
Tatlock et Rochow™' le prépare par action du sodium sur le triméthylsilanol (204) dans I’éther. Le
composé étant trés hygroscopique, il est alors purifié par sublimation. Enfin en 1953, il est préparé par

réaction entre le disiloxane (205) et I’amidure de sodium avec un rendement de 80 %>

\ / NaOH, 12 M \ / + NaNH | ol
Si-OH > Si-O"Na* = 2 Ssi s

/ ou Na / ~ TMS,NH, - NH; o
204 203 205

Schéma 90 : Méthodes de préparation du TMSONa
2.1.2 Propriétés acido-basique et structurales

La formation du TMSONa par la soude montre que les silanols sont plus acides que les carbinols
correspondants. Ainsi le pKa du couple TMSOH / TMSONa a été évalué par spectroscopie infrarouge
a 12,7 alors que celui du tBuOH est de 19 avec cette méthode™>***. Cette acidité peut s’expliquer par
I’effet o du silicium (caractére accepteur du silicium) susceptible de stabiliser la charge négative de
I’anion TMSO'.

Concernant la structure des triméthylsilanolate, I’¢tude cristallographique par diffraction des rayons X
du TMSOK, a montré que cet anion posséde une structure tétraédrique déformée et que les liaisons Si-

C (1,879 A) et Si-O (1,580 A) sont plus longues que leurs analogues carbonés C-C et C-O*>’. De plus
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le rayon covalent du silicium est plus grand que le celui du carbone (1,17 A contre 0,77 A)*°. Les
triméthylsilanolates présentent donc un encombrement stérique plus important que leurs équivalents

carbonés.

2.2 Réactivité nucléophile des triméthylsilanolates

Les exemples d’utilisations des triméthylsilanolates de sodium ou potassium comme nucléophile sont

assez nombreux. Ces différentes utilisations décrites sont décrites ci-apres.
2.2.1 Hydrolyse d’ester par les silanolates

2.2.1.a) Hydrolyse d’ester méthylique

En 1984, Laganis et Chenard®’ montrent que les silanolates sont des équivalents de I’ion hydroxyde
solubles dans les solvants organiques. Cette propriété leur permet de réaliser la saponification d’esters
peu solubles dans ’eau dans des conditions non aqueuses. Les auteurs utilisent le TMSOLI, le
TMSONa et le TMSOK pour former les sels 206a-d dans des solvants aprotiques (Et,0, THF, PhMe
ou CH,Cl,) a partir des esters 207a-d. Les réactions ont lieu a température ambiante avec des
rendements allant de 51 % a 98 %. Le TMSOLI est la base la moins réactive en effet la réaction de
saponification de 207¢ nécessite un chauffage a reflux du toluéne pour un rendement de 51 % alors

que la méme réaction avec le TMSOK a lieu a température ambiante avec un rendement de 82 %.

O TMSOM o) 206a : R = p-Cl-Ph, M = Na, 86 %
- = )]\ 206b : R = hexyl, M=K, 82 %
R OMe Et,O R oM* 206¢ : R = hexyl, M = Li, 51 %
207 ouTHF 206 206d: R = CF3CF2, M= Na, 92 %
ou PhMe
ou CH2C|2

Schéma 91 : Saponification d'esters par les triméthylsilanolates de lithium, sodium et potassium

Les auteurs ont aussi effectu¢ I’hydrolyse des chlorures d’acyle 208 en présence de 2 équivalents de
TMSOK. Cette réaction permet la formation des sels de potassium 206e-f avec des rendements de 75

% a 87 %.

. TMSOM
2 &q. o)
L 9 e 206e : R = Ph, M=K, 75 %
R™ ~ClI Et,0 R™ ~OM* 206f : R = hexyl, M=K, 87 %
208 206

Schéma 92 : Hydrolyse des chlorures d’acyle par le TMSOK

Dans cette réaction la premiere étape est I’addition du TMSO" sur le chlorure d’acyle 208 pour donner
le composé 209. L’attaque d’une deuxiéme molécule de TMSO" sur le silicium de 209 conduit a la

formation de (TMSO), et du carboxylate de potassium 210.
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() TMSOK o TMSOK )
R —_—
R Cl - KCl R OSiMe3 _ (TMSO)2 R OK
208 209 210

Schéma 93 : Mécanisme d’hydrolyse des chlorures d’acyle par le TMSOK

Depuis la publication de Laganis et Chénard, quelques exemples d’utilisation du TMSOK ou du

TMSONa pour I’hydrolyse d’esters ont été décrites™® **.

Parmi ces exemples, Barrett ef al.*®® ont
utilis¢ le TMSOK pour obtenir I’acide 211 a partir de I’ester 212, dernier intermédiaire pour la
synthese de I’agent antifongique FR-9000848 (213). Cette réaction procede avec un bon rendement de

85 % alors que 'utilisation de NaOH conduit uniquement a de la dégradation.

TMSOK, 2éq.
CH,CI
Wcoﬂwe 2V12 \Q\WCOZH o
85 %
212 ? 211 HN
o=
N
X382, BOPCI Hv@
: N uOH
WW\COZH \Q\WN\W /
69 % o OH
211 H 213
o FR-900848
HoN YN0
oS
HO  OH

Schéma 94 : Synthése de 213 a partir de 212

Les triméthylsilanolates ont été utilisés dans deux autres synthéses de composés d’intéréts
thérapeutiques. D’une part pour la synthése multigrammes du composé BMS-270394 (214). Dans ce
cas I'utilisation de base classique conduit a I’épimérisation du centre asymétrique de 215. Lorsque la

base utilisée est le TMSOK dans I’acétonitrile, I’exces énantionérique est de 98,4% avec un rendement

de 84 %.
OH ., F TMSOK
N 8,4 eq \©\
o ACN
15 CoMe '\ "ia CO,H

84%
Schéma 95 : Hydrolyse de l'ester 215 avec une trés faible épimérisation

D’autre part, un brevet a récemment décrit la synthése du Telmisartan 216 un antagoniste de

265
I

I’angiotensine II™°. L’étape clé est ’hydrolyse du méthyl ester de 217 par le TMSONa formé in-situ.
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\ N PhMe, 100°C, 5 h.

2) AcOH
coMe A0 O CO,H
92 %
217 216
telmisartan

Schéma 96 : Formation du telmisartan (216)

@EN N
N\ \
N 1) TMSOH, 1,25 éq. ©: N
N A~ NaH, 1,1 éq. N NJ\/\

2.2.1.b) Hydrolyse d’esters d’alcools secondaires et
aromatiques
Les exemples que nous venons de citer concernent uniquement des esters méthyliques. En 2007,
Lovri¢ et al.*® ont étudié I’étendue et les limites de Iutilisation des triméthylsilanolates de sodium ou
potassium pour la conversion d’ester en acide carboxylique. Les auteurs ont effectué cette réaction
avec des esters de différents types : ester d’acide aliphatique ou aromatique et d’alcools primaires
(218a, d, h-l, p), secondaires (218b, m), tertiaires (218b), allyliques (218e, n), benzyliques (218f, o) et
phénoliques (218g). IIs ont aussi utilisé des esters d’acides a,f-insaturés (218p) et des acides aminés

(219a-d).

1) TMSONa, 1,2éq. o 1) TMSONa, 1,269 o
o THF, ta. j\ R1\HJ\OR ta. . R1\‘)J\OH
2
R1 OR2 2) H3O+ R1 OH NCbz 2) H30+ NCbz
218 219

Schéma 97 : Hydrolyse d'esters de type 218 et 219 par le TMSONa

Ester R, R, Temps rdt

h %
218a Ph Et 3 92
218b Ph i-Pr 48 74
218¢ Ph t-Bu 26 30
218d Ph n-CsHy, 6 90
218e Ph CH,=CHCH, 3 97
218f Ph Bn 45 96
218¢g Ph Ph 70 75
218h o-1-Ph Me 18 93
218i 0-OH-Ph Me 18 94
218j 0-NH,-Ph Me 30 92
218k PhCH,CH, Me 2 95
2181 PhCH,CH, Et 6 99
218m PhCH,CH, i-Pr 48 99
218n PhCH,CH, CH,=CHCH, 5 99
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Temps  rdt
Ester R, R, n 0,
2180 PhCH,CH, Bn 72 95
218p PhCH=CH Et 20 94
219a (CH;),CHCH, Bn 4,5 90
219b  CH;CH,(CH;)CH Bn 3,5 95
219c¢ Ph Bn 1,5 98
219d Bn Bn 0,5 96

Tableau 6 : Résultats de I'hydrolyse des esters de type 218 et 219 par le TMSONa

De cette étude, il ressort que le triméthylsilanolate de sodium est un réactif trés efficace pour
I’hydrolyse de ces esters, dans le THF et a température ambiante ou a reflux. Il a ét¢ montré que les
esters d’acides tertiaires ne réagissent pas ou trés peu (218c¢). Dans le cas d’esters d’acides aminés
chiraux (219a-d) les auteurs ont observé une légére épimérisation (0,3 a 3,5 %), cependant I’isomére
majoritaire peut étre facilement purifié par cristallisation.

Dans cette étude, les auteurs proposent deux types de mécanismes pour 1’hydrolyse des esters par les
trimethylsilanolates de sodium ou de potassium.

Premiérement, il propose un mécanisme rarement observé en estérification®® de type Ba 2 (catalyse
basique pour le clivage O-ALkyl bimoléculaire) pour lequel le silanolate attaquerait sur le carbone du
groupement alkyle, avec départ du carboxylate.

Mécanisme de type By 2 :

MR, TMSONat PN + Rp~OTMS

R; Q\_) R{” O Na*

Schéma 98 : Mécanisme d'hydrolyse d'esters de type B, 2

Bien que ce mécanisme semble expliquer que les esters d’alcools tertiaires ne réagissent pas, il ne
permet pas d’expliquer le rendement (75 %) de la réaction avec le benzoate de phényle (218g). En
effet, dans ce cas la substitution nucléophile du silanolate ne peut avoir lieu sur la position benzylique.
Pour expliquer cela, les auteurs proposent le mécanisme classique d’hydrolyse des esters par une base
de type Bac2 (catalyse basique pour le clivage O-ACyle bimoléculaire) pour lequel I’attaque du

silanolate aurait lieu sur le carbone acyle avec départ de I’alcoolate.
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Mécanisme de type Bac2 :

()OL R, ¥ TMsO Na* O Na® 0
a
RN 2 J<OTMS - + RO Na*

R7” OH

Schéma 99 : Mécanisme d'hydrolyse d'esters de type Bac2

Cette étude est a ce jour la seule a proposer un mécanisme d’hydrolyse des esters par le
triméthylsilanolate. Cependant aucunes données physico-chimiques ne sont présentées pour conclure
sur le mécanisme et aucune preuve n’est fournie pour étayer la thése du mécanisme Ba;2. Nous

rediscuterons du mécanisme dans la partie 4 de ce chapitre.

Ces différents exemples montrent que les triméthylsilanolates de sodium et de potassium sont des

réactifs de choix pour I’hydrolyse d’esters variés en conditions douces et non aqueuses.

2.2.2 Formation de sels de N-
(trifluoromethylsulfonyl)trifluoromethanesulfinimidate
par les silanolates

Les sels de N-(trifluoromethylsulfonyl)trifluoromethanesulfinimidate 219 sont formés par hydrolyse

du chlorure de sulfinimidoyle 220 par deux équivalents de silanolates de lithium, sodium et potassium

dans le DMF avec des rendements de 81 %, 87 % et 79 % respectivement™’.

TMSOM, 2 &q.
NSO.CF3 M =Lj, Na, K NSO,CF3
F2C— ~ FsC—~<
Cl DMF, t.a. OH
220 219

Schéma 100 : Formation des sels 219
2.2.3 Hydrolyse de dialkylphosphonates par TMSOK

Le TMSOK peut aussi étre utilisé pour hydrolyser des dialkylphosphonates 221 en
monoalkylphosphonates de potassium anhydre 222. Les produits finaux 222 sont isolés facilement par

précipitation dans 1’éther avec de bons rendements (79-98 %),
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« X
f TMSOK |Fl X=0,S
P - R 1OR R = Aryles, Bn
R™ 1 OR ! ey
OR, ! THF ou Et,0 OH R1, R2 = Me ou Et
921 222

Schéma 101 : Mono-hydrolyse de dialkylphosphonates 221 par le TMSOK

2.2.4 Ouverture d’oxazolidinones par TMSOK

L’ouverture d’oxazolidinones chirales est généralement utilisée pour 1’obtention d’acides a-aminés
non-naturels. Cependant les conditions d’hydrolyse sont généralement dures (HCI concentré a reflux,
exces de NaOH et hydrogénation sous pression) et peuvent épimériser les centres chiraux ou dégrader
le substrat. En 2003, Procopiou a montré que 1’utilisation de TMSOK est une alternative efficace et

. g 2
douce pour I’ouverture des oxazolidines.

2.2.4.a) Ouverture d’ 1,3-oxazolidin-2-ones

L’utilisation de 3 équivalents de TMSOK permet non seulement I’ouverture de la 1,3-oxazolidin-2-

one 223 mais aussi la déprotection du carbamate, libérant ainsi I’acide aminé 224 avec un rendement

de 95 % en 2,5 h a 75 °C**.
|- :/\ ~ 0 /©\
0

3 TMSOK, 3 éq.
Me nZ > | M z
cbzN ©  THF,75°C,2,5h N on
\< 95 % NH,
223 Ph 224

Schéma 102 : Ouverture de la 1,3-oxazolidin-2-one 223 par le TMSOK

Avec un groupement protecteur plus robuste comme le N-benzoyle, I’amino-acide N-protégé 225 est
obtenu avec un rendement quantitatif en une heure a 60°C a partir de 226.
O O
o TMSOK, 2 éq. HO

AN‘ Ph > HN‘ Ph
J<o iy J~o

226 225

Schéma 103 : Ouverture de la 1,3-oxazolidin-2-one 226 par le TMSOK

2.2.4.b) Ouverture d’1,3-oxazolidin-5-ones

Cette stratégie a été utilisée pour la synthése du (R)-salmétérol (227), un bronchodilatateur utilisé dans
le traitement de I’asthme. La 1,3-oxazolidin-5-one 228 est ouverte par le TMSOK pour donner
I’amino-acide correspondant avec un rendement de 96 %. La déprotection des alcools en conditions

acide conduit au (R)-salmétérol (227) avec un rendement de 80 %.
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2) AcOH, MeOH
7% HO 227
R-salmétérol

O
OJ< OH
N~~~ 1) TMSOK, THF H
0o (0) - > Ho/j©/k/ NN
}\o 228

Schéma 104 : Synthése du (R)-salmétérol (227) par ouverture de la 1,3-oxazolidin-5-one 228 par le TMSOK

Au cours de cette synthése les auteurs n’observent pas d’épimérisation pendant 1’étape d’ouverture de

I’oxazolidine 228.

2.2.5 L’anion TMSO-comme équivalent synthétique de I'ion
hydroxyde

2.2.5.a) Substitution nucléophile aromatique par
déplacement de fluorure
Le TMSONa peut étre utilisé comme nucléophile pour la substitution nucléophile aromatique (SyAr)
de I’ion fluorure des anthraquinones et leurs dérivés azotés 229. La réaction procede a température
ambiante, aprés hydrolyse du TMS par le fluorure. L’anion 230 peut étre isolé ou neutralisé en

composé 231 avec des rendements allant de 75 & 83 %°"°.

O F O OTMS O ONa* O OH
A TMSONa B e X HCI10 % X
| - | F"Na = |l - = |
X = X = X = X =
THF
O R O R O R O R
229 230 231a:X=CH,R=H; 75 %

232b:X=N,R=OMe; 83 %
Schéma 105 : SN, d'anthraquinones et d'aza-anthraquinones fluorés par le TMSONa
2.2.5.b) Substitution nucléophile aromatique par
déplacement de chlorure
L’ion chlorure peut jouer le réle de groupe partant lors de la SyAr par le TMSOK. Dans I’exemple
suivant les chloropyrimidines 232 sont converties en hydroxylpyrimidines 233 avec de rendements

allant de 27 % a 58 %", Pour effectuer cette SyAr, il est nécessaire de chauffer le milieu réactionnel a

100 °C.

N~ TMSOK
Ry - V7 . R1 =H, o-Cl, m-Cl, p-Cl
N DMSO, 100 °C R2=H, Me

NHBoc 27 -58 %

232

Schéma 106 : SNy, de chloropyrimidines 232 par le TMSOK

2.2.5.c) Addition de type Michael sur des 1-(phénylthio)-1-
nitroalcénes

Les propriétés nucléophiles du TMSOK ont aussi été utilisées pour 1’addition de type Michael sur le
nitoalcéne 234. L’addition a lieu & 0°C en 30 min conduisant a 1’azinate intermédiaire 235 qui est

directement ozonolysé pour conduire a 1’a-hydroxy thioester 236 avec un rendement de 94 % et un
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excés diastéréoismérique de 15 / 17" Le composé 236 est un intermédiaire pour la synthése totale de

la Polyoxin C.
o K
O,N SPh _O/N: SPh (@) SPh
|
O_ OMe TMSOK, 12éq9. | TmsO O _oMe 05, 78C  pO™ NN -OMe
> —_—
DMF, 0°C, 30 min. acide citrique
0.0 SN méthanolique 0.0
94 % ><
234 L 235 ] 236

Schéma 107 : Addition de type Michael du TMSOK sur le composé 236
2.2.6 Synthese de dérivés aminés

2.2.6.a) Synthese d’amine par réaction de Curtius modifiée

La réaction de Curtius consiste a former un isocyanate (237) par réarrangement d’un acyle azide (238)
obtenu a partir un acide carboxylique (239). L hydrolyse de I’isocyanate peut conduire a la formation

d’amine primaire””.

1]
PhO-P—N,
OPh
O DPPA O A
)]\ > )J\ - > R-N=C=0 + N,
R”™ “OH R™ "N
239 Phiv'e 238 237

Schéma 108 : Synthése d'isocyanates 237 a partir d’acides carboxyliques 239 via le réarrangement de Curtius

Lorsque I’isocyanate 237 est hydrolysé par NaOH la réaction est longue nécessite un chauffage, de
plus la formation de sous-produits de type urée est observée. En revanche I’'utilisation de deux
¢équivalents de TMSONa dans le mélange THF / Toluéne a 0°C conduit a la formation en 20 minutes a

6 heures des amines primaires 240 avec des rendements de 56 % & 87% .

0 DPPA TMSONa, 2éq.
- R—-N=C=0 > R-NH, R = Alkyles, Aryles
R™ OH  phmve THF / PhMe
239 A 237 0°C 240

Schéma 109 : Formation d'amine par hydrolyse in-situ d'isocyanates 237 par le TMSONa

2.2.6.b) Hydrolyse de nitrile par le TMSOK pour la synthése
d’amine primaire

En 2000, Merchant décrit la synthése d’amide par hydrolyse de nitriles avec le TMSOK*”. Dans

I’exemple suivant, deux équivalents de TMSOK, dans le THF a reflux permettent de convertir le

benzonitrile 241 en benzamide 242 avec un rendement de 83 %.
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N K*
CN TMSOK 2éq.
—— OSlMe3 —— NH2
THF, A, 16 h
241 83 % 242

Schéma 110 : Synthése du benzamide (241) aromatique par réaction du TMSOK avec le benzonitrile (242)

2.2.6.c) Synthése de cinnamamides a partir d’aldéhydes
aromatiques et d’acétonitrile en présence de
TMSOK

Le TMSOK a aussi été utilisé comme base pour la condensation de Knovenagel pour la condensation

276 , . C s ,
3°7° Le composé 244 ainsi formé élimine une molécule

entre 1’acétonitrile et différents aldéhydes 24
d’eau pour donner les nitriles a,f-insaturés 245. Selon la réaction décrite par Merchant, le nitrile est
converti en amide par action d’une deuxiéme molécule de TMSOK. La réaction, réalisée en 3 heures
dans le toluéne a reflux avec différents aldéhydes aromatiques conduit aux cinnamamides 246 avec

des rendements allant de 63 % a 89 %.

CH4CN 5 éq. o
TMSOK 3éq. OH
. o . N |,
Reeho R CN RNAC R/\)kNHz
243 PhMe. A, 3h 244 245 246

246a:
79 %

246d :

o
9% MezN

M
246b - 246e . O
72 % 89 %
Me MeO Br
Ph
246¢ : /©/ 246f : N
0, 0,
65% 63 %

Schéma 111 : Formation de cinnamamides de 246 a partir d’aldéhydes aromatiques et d’acétonitrile en présence
de TMSOK

2.3 Réactivité basique des triméthylsilanolates

Le caractére basique des triméthylsilanolates est moins décrit que le caractére nucléophile cependant
ils ont pu étre utilisés comme base pour des réactions d’élimination et pour des réactions de couplage

croisé au palladium.
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2.3.1 Formation d’oléfines par élimination
2.3.1.a) A partir de f-méthoxy-f-
(triméthylsilyl)éthylcétones
En 1987, Christiansen et al. décrivent la formation de vinylsilanes 247 par élimination de MeOH de -
méthoxy-f-(triméthylsilyl)éthylcétones 248. La réaction a lieu avec le TMSONa en solution a 1 M

dans le CH,Cl, a 0°C pendant une heure. Les rendements obtenus vont de 60 % a 93 %.

0] SiMe, TMSONa O 247a:R=iPr, 77 %

- = _ . 247b : R = Pentane, 93 %
RMOMe DCM R)K/\S|Me3 247c:R = Ph, 76 %

248 0°C,1h 247 247d : R=Bn, 60 %

Schéma 112 : Formation de vinylsilanes 247 a partir de 248

2.3.1.b) A partir de sels d'iminiums

Les sels d’iminiun comportant un a-CH peuvent étre déprotonnés par le TMSONa pour donner les o-

alkinylénamines correspondantes. Dans 1’exemple suivant 1’a-alkinylénamine 249 est obtenue a partir

277

de I’'iminium 250 avec un rendement de 91 % par action du TMSONa dans I’acétonitrile””’. Aucune

addition du TMSO" sur I’iminium n’a été observée par les auteurs.

Ph y Ph
HeC F HZC%
N|+ F3CSOS-
TMSONa [ j
ACN
o
o,
250 91%

Schéma 113 : Formation de I'énamine 249 a partir de l'imine 250

2.3.1.c) A partir de sulfone d’aryle

L’¢élimination des sulfones d’aryles 251 est effectuée par 1’action de cinq équivalents de TMSOK dans
le THF & 70°C pendant 12 heures’”®. Les alcénes (252) isolés sont toujours de configuration trans.
L’utilisation du TMSOLi et du TMSONa comme base ne permet pas la conversion de la sulfone en

alcénes.

o O
\ 7/ . — =
S TMSOK 5 éq. Rie_~ 252a:R;=R,=Bn, 96 %
> 252b : Ry =Bn, R, =H, 56 %
Ri Ry THF, 70°C, 12h Ro 252c:Ry=Bn,R,=Bn, 82 %

251 252
Schéma 114 : Elimination des sulfones d'aryles 251 par le TMSOK

2.3.2  Réactions de couplage croisé

Le couplage au palladium de Kumada et Hiyama®”® entre un organosilane et un halogénure d’aryle est
plag p Y g g

généralement activé par I’addition de TBAF. Cependant la présence d’atome de fluorure dans ces

95



Etude de I’ouverture de lactone par le TMSONa : application au sweroside et a ses dérivés

conditions limite 1’étendue de cette réaction, particuliérement face aux alcools protégés par un

groupement silyle. En 2001, Denmark et al.**

ont montré que le TBAF peut étre remplacé par le
TMSOK. Ainsi la réaction entre le composé 253 et I’iodure d’aryle 254, réalisée avec 2 équivalents de
TMSOK et une quantité catalytique de palladium conduit a la formation du produit de couplage 255

avec des rendements allant de 76 % a 95 % et de temps de réaction de 15 min a 14,5 heures.

R2Me Me TMSOK, 2 éq. R, Ry, Ry = H ou pentyl
Iusie + Al - < Ar Ar'= Ph, Napht.
~N
Ri OH Pd(dba),, 5 mol% Ri p-(CH;CO)-Ph
253 254 DME / t.a. 255 p-NO»-Ph,

m-(TBSOCH,)-Ph

Schéma 115 : Couplage de Kumada entre 253 et 252 catalys¢ par le palladium en présence de TMSOK

Le TMSOK a aussi été utilis¢é comme base pour le couplage de Sonogashira entre 1’alcyne 256 et
différents iodure d’aryles 254**'. Le couplage a lieu avec 2 équivalents de TMSOK, une quantité
catalytique de palladium et de cuivre. La réaction est effectuée dans le DME a température ambiante

pour donner les composés 257 avec des rendements allant de 75 % a 95 %.

SiMe,OH TMSOK, 2éq. Ar Ar = Ph, Napht.
Pd(dba),, 2,5 mol%
/ +  Arl - y/ p-(CHg)-Ph
C 0 p'(CH3O)'Ph
ul, 5 mol%
CsH11 CsH14 p-NO,-Ph,
DME / ta. AN
256 254 75 - 95 % 257 m-( 2)

Schéma 116 : Couplage de Sonogashira entre 256 et 254 catalysé par le palladium et le Cuivre en présence de
TMSOK

2.4 Double réactivité du triméthylsilanolate de sodium

2.4.1 Ouverture des iodolactones d’iridoides par TMSONa

Au sein de notre laboratoire, il a été montré que I’action du TMSONa sur la iodolactone 258 conduit a
la formation du cyclopropane substitué 259°*. Le mécanisme de cette transformation commence par
I’addition nucléophile d’une molécule de TMSONa sur le carbonyle conduisant au composé 260 par
ouverture de la lactone. Puis une deuxieme molécule de TMSONa déprotonne en a de 1’aldéhyde pour

former 1’énolate 261 qui se réarrange en cyclopropane 259 par substitution nucléophile de 1’iodure.

. . PivO
PVO 1y | /_\ PVO 1y | PVO oy | H ooTs
O TMSONa COOTMS

COOTMS o
- H - )H - CHO

o X

pivo—  H(, i e i “ i
v OGlIc(OPiv), PivO O™ MsSONa PivO ) OPiv
258 260 261 259

Schéma 117 : Réarrangement de la iodolactone 258 en cyclopropane par l'action de deux équivalents de
TMSONa
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Dans cet exemple, le TMSONa réagit a la fois comme nucléophile et comme base, a notre

connaissance c’est le seul exemple qui jusqu’a présent met a profit la double réactivité du TMSONa.

Les différents exemples que nous venons de voir montrent que [’intérét pour le TMSONa se développe.
Nous pouvons cependant noter qu’il est étonnant qu’aucunes études concernant [’ouverture de lactone
par le TMSONa n’aient été réalisées jusqu’a présent. Nous allons maintenant présenter les conditions

que nous avons mises au point pour [’ouverture de lactone par le TMSONa.
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3. Ouverture de lactones commerciales par le TMSONa

Avant d’utiliser le TMSONa pour ouvrir la lactone du sweroside (4) nous avons choisi de mettre au
point les conditions réactionnelles sur une lactone commerciale stable : la y-butyrolactone (262). Afin

de valider la méthode, nous avons ensuite étendu cette réaction a une série de lactones commerciales.

3.1 Conditions réactionnelles

La réaction d’ouverture de la y-butyrolactone (262) par le TMSONa a été effectuée dans différents
solvants anhydres (CH,Cl,, THF, DMSO, DMF) et a température ambiante. Le TMSONa utilisé est
une solution commerciale 1M dans le CH,Cl,, et elle est directement ajoutée a la solution de lactone a

température ambiante.

TMSONa
o en solution 1M
dans le CH,ClI, O
g OH
iﬁo CH,Cl,, THF, DMF ou DMSO  Na* 'OJ\/\/
262 ta,3-6h 263

Schéma 118 : Ouverture de la y-butyrolactone par le TMSONa dans différent solvants

Dans les conditions de concentration utilisées pour ces réactions (environ 0,5 M), le produit 263
précipite quelque soit le solvant.

La conversion de la réaction est contrélée par RMN du brut par prélévement d’une aliquote du milieu
réactionnel qui est évaporé, puis dissous dans D,O. Il est nécessaire d’avoir 1,2 équivalents de
TMSONa pour atteindre la conversion compléte.

Dans les solvants polaires et a haut point d’ébullition (DMSO, DMF) la conversion est compléte apres
3 heures, cependant les sels n’ont pas été isolés.

Les meilleurs résultats de rendement isolés sont obtenus avec le CH,Cl, dans lequel le sel 263
(hydroxy-y-butyrate de sodium) n’est pas soluble. Il est alors séparé par filtration, puis simplement
lavé par le CH,Cl,, puis le pentane pour donner aprés séchage sous vide le composé pur avec un

rendement de 85 %.

N nb éq. de Conversion (%) temps
Solvant ~ Conditions 1 rdt (%)
TMSONa (RMN 'H) (heures)

CH,Cl, t.a. 1,0 90 75 4
CH,Cl, t.a. 1,2 100 85 4

THF t.a. 1,2 100 83 6
DMSO t.a. 1,2 100 non isolé 3

DMF t.a. 1,2 100 non isolé 3

Tableau 7 : Mise au point des conditions optimales d'ouverture de la y-butyrolactone (262)
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La comparaison des données RMN avec celles de la littérature™ montre que le composé isolé est bien
le carboxylate de sodium 263. La présence de 1’anion carboxylate est aussi confirmée par une bande
infrarouge caractéristique®™’ a 1555 cm™,

L’addition d’une solution aqueuse acide (HCl 10 %, NH,CI sat.) sur le composé 263 conduit a la
reformation de la lactone. De méme [’utilisation de résine acide de types IRC-50, ou Dowex pour la

neutralisation du milieu, relactonise le composé 263.

o Résine IRC-50 o
TMSONa 0 ou
- 5 o
OH
O DCMm Na* 'OM Résine Ezfo
t.a.
262 263 Dowex 50WX8 262

Schéma 119 : L'utilisation de résine acide pour neutraliser les hydroxy-carboxylates conduit a la relactonisation

3.2 Etendue de la réaction

Afin de valider I’étendue de la réaction d’ouverture de lactone par le TMSONa, différentes lactones
ont ét¢ mises en réaction.
Les réactions sont effectuées dans le CH,Cl,, les sels de sodium sont isolés par filtration et purifiés par
lavage par le CH,Cl, et/ou le pentane.
Globalement les lactones substituées ou non en a de I’oxygeéne endocyclique s’ouvrent avec un temps
de réaction assez court (2 h a 18 h) et avec de bons rendements. Seule la f-butyrolactone (264) conduit
a un mélange complexe de produits, probablement de polymérisation.
< TSN 0
o) S . OH R = H, CH3 (CH,)CHj
0 CH,Cl, Na O)LM"\( n=0,1238

n ta. R

Schéma 120 : Schéma général d'ouverture des lactones
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Les résultats des différentes ouvertures de lactones sont présentés dans le tableau suivant :

Lactones Produits Résultats
0 0
(@] , .
M mélange de produits
HO ONa
264 271
o (@]
0 HO r=85%
) Ko
262 263
0o 0
HO — )
)O\J§ \(\)J\ONa r=75%
265 272
(@
O
0 P, F=77%
HO ONa
266 273
(@
o r=86%
(@
HO ONa
267 274
(@
HO ONa
H3C(H2C)g
268 275

G

269 276
O =68 %,
© HOWJ\ OH
o)
270 277

Tableau 8 : Ouverture de lactones commerciales par 1,2 éq. de TMSONa

Il est a noter que dans le cas de la macrolactone 270, I’acide carboxylique 277 est soluble dans le
CH,Cl,. 11 peut alors étre isolé avec un rendement de 68 % aprés neutralisation par HCI et extraction

par le CH2C12
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1) TMSONa, CH,Cl, HOWCL
o 2) HCI 10% 12 OH
o)
270

Schéma 121 : Formation de 1'acide 277 par ouverture de la lactone 270 et neutralisation du sel résultant par HC1

3.3 Hypotheése de mécanisme et contradiction avec les
produits isolés

Concernant le mécanisme d’ouverture des lactones par le TMSONa, nous proposons le mécanisme
suivant :
1) Attaque du carbonyle par le TMSONa selon une addition de type Bac2 (intermédiaire 278)

2) Ouverture du cycle de la lactone pour conduire a I’ester de trimétylsilyle 279

®
O/—\ 3 Na (OE _ ouverture du o :
Me;SiONa addition O-SiMe3 cycle O-SiMe;
0 ) 0) ) S

de type Bac2 o ®
262 278 279

Schéma 122 : Hypothése de mécanisme conduisant a la formation de 1’intermédiaire 279

La fonction ester de silyle étant peu stable en milieu basique, nous envisageons une attaque de
I’alcoolate sur le silicium, conduisant au transfert du triméthylsilyle sur 1’oxygéne de I’alcoolate. Ce

transfert méne a 1’éther de triméthylsilyle 280, plus stable que I’ester de triméthylsilyle 279.

r
O—S/i‘Me:; transfert du (0]
triméthylsilyle ®0 |
S o = = Na R
|
Na
279 280

Schéma 123 Formation de 1’éther de triméthylsilyle 280 par transfert du silicium

Les réactions ont été réalisées dans des solvants anhydres et sous argon et en présence ou non de tamis
moléculaire. Pour éviter toutes traces d’humidité, la filtration du milieu a de plus été effectuée sous
argon.

Cependant, quelques soient les conditions opératoires réalisées, sans avoir effectué¢ 1’hydrolyse du
milieu réactionnel, les composés isolés sont toujours les hydroxycarboxylates 263-276. Le composé
280 n’a jamais été isolé.

Il y a donc dans le milieu des espéces qui peuvent hydrolyser I’éther de triméthylsilyle 280 in-sifu.
Pour comprendre 1’origine de cette hydrolyse et valider nos hypothéses, nous avons donc effectué une

étude mécanistique par RMN.

101



Etude de I’ouverture de lactone par le TMSONa : application au sweroside et a ses dérivés

4. Etude mécanistique de I'ouverture de lactone par le TMSONa

Pour cette étude, nous avons d’abord déterminé par RMN 'H, les différentes espéces présentes dans le
milieu et celles qui se forment au cours et a la fin de la réaction. Par RMN 'H également, nous avons
déterminé I’étape cinétiquement limitante par 1’étude de la cinétique réactionnelle d’ouverture de la y-
butyrolactone (262). Enfin nous avons étudié 1’influence de la substitution en a de 1’oxygéne cyclique

sur la cinétique de la réaction.

4.1 Conditions expérimentales

Pour I’étude du mécanisme, il est nécessaire d’avoir une solubilité compléte afin de pouvoir observer
toutes les espéces présentes dans le milieu par RMN.
Le solvant offrant les meilleures conditions de solubilité est le DMSO. En effet pour une concentration
de départ de y-butyrolactone (262) égale a 0,1 M, le milieu réactionnel est enticrement solubilisé et
aucune formation de précipité n’est observée au cours de la réaction.
Comme nous avons choisi d’étudier la réaction par RMN, nous avons vérifié la solubilité du milieu
réactionnel dans les conditions suivantes :

» Solvant : DMSO-d6
Température : 298 K
[y-butyrolactone] < 0,1 M soit 4,3 mg dans 500 pL de DMSO-d6
[TMSONa] <0,1 M
Jusqu’a 15 éq. de TMSONa pour [y-butyrolactone] = 0.1 M
Jusqu’a 15 €q. de y-butyrolactone pour [TMSONa] = 0,1 M

V V.V V VYV V

Etalon interne : chlorobenzene

Pour toutes ces études RMN, le TMSONa utilisé est le TMSONa en solution 1M dans le CH,Cl,
commercialisé par Aldrich. La solution de TMSONa est introduite dans un tube RMN, puis le solvant
est évaporé sous vide. Apres pesée de la quantité de TMSONa introduite, 1’étalon interne et le DMSO-
d6 sont ajoutés. La quantité de lactone nécessaire pour 1’expérience est dissoute dans le DMSO-d6 et

est introduite au moment de la mesure RMN.

4.2 Dosage des réactifs utilisés

4.2.1 Estimation de la quantité d’eau dans le DMSO-dé6 par
RMNH

Le DMSO-d6 a été séché sur hydrure (CaH,) puis distillé sous argon a été pression atmosphérique a
190 °C, puis conservé sur tamis moléculaire 4 A. Cependant il reste de 1’eau dans le solvant méme

apres distillation et en utilisant toutes les précautions expérimentales pour éviter le contact avec 1’air.
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Cette eau peut se trouver sous différentes formes isotopiques (H,O, HOD, D,0) par échange de
deutérium avec le DMSO-d6°**.

DMSO-d6 DMSO-d6
HOD

H,O D,O

Schéma 124 : Echange de deutérium entre 1'eau et le DMSO-d6

La quantit¢é d’eau résiduelle dans le DMSO-d6 a été mesurée par RMN du proton avec le
chlorobenzéne comme ¢étalon interne. Afin d’effectuer des mesures quantitatives, le temps de
relaxation T1 du chlorobenzéne a été mesuré (T1 = 14,76 s). Le spectre 'H est réalisé en 1 scan, la
séquence d’acquisition commence avec un pulse a 90° et le temps d’acquisition de la FID est cinq fois
supérieur au T1 du chlorobenzéne (AQ = 75 s)

Le pic a 3,30 ppm correspond a un singulet large, il comprend les protons de ’eau et le proton de
HOD. Nous ne pouvons pas calculer la quantit¢ de HOD dans ce pic, nous allons donc déterminer un
intervalle entre la quantité minimale d’eau (pic d’eau = 100 % H,0) et la quantité maximale d’eau (pic
d’eau = 100 HOD). Nous ne tiendrons pas compte de la quantité de D,O.

» Quantité minimale d’eau (H,0)
En considérant que le pic d’eau observé ne contient que H,O, la quantité minimale d’eau présente dans

le DMSO-d6 est donnée par la formule suivante :

5 Seau
Negy = 5 X
2 Sétalon

Se au

5
X Ngpalon €t[eau] = 5 X X [étalon]

Sétalon

avec S et Seaion les valeurs des intégrales respectives des protons de 1’eau et de 1’étalon, et n,, et
Newlon 1€ Nnombre de moles d’eau et d’étalon dans I’échantillon.
A la figure 17, est réalisé le spectre proton du DMSO-d6 en présence d’un étalon le chlorobenzéne
dans les conditions :  ngge, = 0,0128 mmol et Vpysous = 561,72 pLb (obtenu par pesée). Les valeurs
des intégrales sont : S, = 0,16 pour S¢gpon = 1.
La précision de la mesure par RMN est estimée avec une erreur de 10 %. Les erreurs de pesée sont
négligeables.
On a donc
Negu = 0,0051 £ 0,001 mmol

soit [eau] = 0,0090 + 0,0018 mol/L

Dans les conditions de réaction ou [y-butyrolactone], dans le DMSO-d6 séché est de 0,1 M, la quantité

minimale d’eau représente 9% mo1ire de 1a quantité de lactone.
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Dosage de ’eau dans le DMSO-d6

Nggion = 0,0128 mmol
Vpuso = 36172 uL

DMSO Negy = 0,0051 + 0,0003 mmol

\ [eau] = 0,0090 + 0,0005 mol/L

\‘ 1,0 + HOD

o h

Figure 17 : Spectre 'H du DMSO-d6 en présence de chlorobenzéne pour le dosage de I'eau

» Quantité maximale d’eau (HOD)
En considérant que le pic d’eau observé ne contient que HOD, la quantit¢ minimale d’eau présente
dans le DMSO-d6 est donnée par la formule suivante :

5 Seau

Negy = 7 X
1 Sétalon

Se au

5
X Ngraion et [eau] = 1 X X [étalon]

Sétalon

On a donc
Nequ = 0,012 + 0,0024 mmol
soit [eau] = 0,0180 + 0,0036 mol/L
Dans les conditions de réaction ou [y-butyrolactone], dans le DMSO-d6 séché est de 0,1 M, la quantité

maximale d’eau représente 18%,0nire de la quantité de lactone.

Dans les conditions de la réaction pour I’étude mécanistique, nous pouvons donc estimer la quantité
d’eau dans le DMSO-d6 entre 9%momire €t 18%monire avec une erreur absolue de plus ou moins

()
5 a4 A)molaire.

4.2.2 Dosage du TMSONa par titration acido-basique

La titration du TMSONa peut étre effectuée par dosage par retour”'. Pour cela, un volume d’environ
ImL de TMSONa en solution 1M dans le CH,Cl, est évaporée a sec sous vide pour donner une masse

connue de TMSONa (my,; = 84,4 mg), le solide est alors dissous dans une solution standard de HCI
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(Cycr = 0,1027 mol/L, Vycr = 20,0 mL). L’exces d’acide est dosé€ par une solution standard de soude
(Cnaon = 0,1022 mol/L). Le nombre de mole de base totale dans I’échantillon ny, vaut alors :
Niot = NHcLtot — NNaOH
Neot = Chcttot- Vet tot — Cnaon-Veq.
Soit x la fraction de TMSONa parmi le nombre total de mole de base, nrysona €t Nnaon, 1€ nombre de
moles de TMSONa et de soude dans I’échantillon, on a alors :

Nrmsona = X-Neor €L Nygon = (1 — X). Mot

La masse totale de I’échantillon est définie telle que :

Mot = Mrmsona-Nrmsona + Myaor-MNaoH

Apreés résolution de I’équation, la fraction molaire de TMSONa dans 1’échantillon est telle que :

Meor — Mygon-Ntot

x =
(Mrymsona — Mnaon)-Teot

3 et le volume de soude a

La titration est effectuée avec I’hélianthine comme indicateur coloré™
I’équivalence est de V¢ = 7,4 mL.

L’application numérique donne x = 0,90 + 0,02, la pureté du TMSONa est donc de 90 % mopaire €t il
contient 10 %1 de soude correspondant a une pureté massique de 96,2 %.

Ainsi dans les conditions des expériences RMN dans lesquelles la concentration globale est de 0,1 M,
la concentration en TMSONa vaut [TMSONa] = 0,090 M et la concentration en soude [NaOH] =

0,010 M.

4.2.2.a) Dosage par RMN 'H

Nous avons aussi effectué le dosage du TMSONa par RMN. Dans ce cas la soude n’est pas visible sur
le spectre RMN, mais le dosage s’effectue en mesurant la concentration de TMSONa. Pour cela un
volume d’environ 50 ul. de TMSONa en solution 1M dans le CH,Cl, est introduit dans un tube RMN
et est évaporée a sec sous vide pour donner une masse connue (my = 4,69 mg). Le chlorobenzéne
(Megaton = 3,12 mg, Nggaron = 0,0278 mmol) puis le DMSO-d6 (533,46 mg soit 484,96 uL) sont ensuite
ajoutés dans le tube. Le spectre de la figure 18 a été réalis¢é dans les mémes conditions que
précédemment (pulse a 90 °C, 1 scan, AQ =75 s).

Soit Stmsona €t Seion l€S Valeurs respectives des intégrations des protons du TMSONa et de ’étalon, et

SOIt NTMmsoNa €t Newlon 1€8 NOmMbres de moles d’eau et d’étalon dans I’échantillon.

On a alors :

5 STMSONa

NrMsSONa = 5 Ngtalon

Sétalon

Et d’apres les équations précédentes, la fraction en TMSONa dans 1’échantillon est donnée par
I’équation :

Mpaon-NTMsoNa

Mot + Myaon — Mrysona)-NrmsoNa
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Sur le spectre de la figure 18, Sgaion = 1 €t Stmsona = 2,35, d’ o nrysons = 0,0363 mmol, soit x = 0,70.
La précision de la RMN étant de + 5% et les erreurs de mesures expérimentales de =2 %, on a :

x =070 £ 0,07
Soit une pureté de 70 Y%monie pour le TMSONa contenant 30 %onie de NaOH correspondant a une

pureté massique de 86 %.
Dosage de la soude dans le DMSO-d6

Dypypon = 0,0278 mmol
Nrysona — 0,0363 mmol

30 %yopre de NaOH TMSONa

N

| cl

< @ DMSO e
/ \ (TMS),0

7.‘5 716 6‘.5 6.‘[) 5:5 5‘.0 4.‘5 410 3.‘5 3.‘0 Z‘.E 2‘.3 115 1‘.0 C:S U:D ,,3‘_5 P

;i ¥l

Figure 18 : Spectre 'H du TMSONa dans le DMSO-d6 en présence de chlorobenzéne

pm

La différence observée entre la pureté mesurée par titration (90 %) et celle mesurée par RMN (70 %)
est de 20 %. Cette différence s’expliquer par la présence de I’eau (H,O, HOD et D,0) dans le DMSO-
d6 qui peut hydrolyser le TMSONa pour former du TMSOH et de la soude.

\ /
so Na* +H,0

\ /
/Si—OH + NaOH

\ / \ / \ /
Si-O"Na* +HOD =———= /Si—OD + NaOH ou /Si—OH + NaOD

\ / \ /
/Si—O' Na® +D,O /Si—OD + NaOD

Schéma 125 Hydrolyse du TMSONa par H,O, HOD et D,0

Le TMSOH ainsi formé, peut réagir avec le TMSONa pour former du (TMS),0. Nous observons

d’ailleurs ce composé a un déplacement de 0,05 ppm.
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\ / \ /
Si-O"Na* + Si-OH
/ /

O.a:
Me3Si/ SIMe3 + NaOH

Schéma 126 Formation du (TMS),0 par réaction entre TMSOH et le TMSONa

Ainsi la différence de 20 % observée correspond a la quantité d’eau sous toutes ses formes isotopiques
qui a réagi avec le TMSONa.

D’ou negy totate = 20 % X nyysong = 0,0072 mmol et Couy totare = 0,0150 mol/L

Ainsi dans les conditions des expériences RMN dans lesquelles la concentration globale des réactifs
est de 0,1 M, la quantité d’eau (H,O, HOD, D,O) représente 15 %monie. Cette valeur se trouve bien

dans I’intervalle de la quantité d’eau précédemment mesurée dans le DMSO-d6 (9-18%molaire)-

4.2.3 Estimation de la quantité d’eau dans la y-butyrolactone
par RMN 'H

La quantité d’eau dans la y-butyrolactone (262) a été mesurée par RMN 'H dans le DMSO-d6. Pour la
concentration en eau dans le DMSO-d6, nous utiliserons la valeur de 0,0150 mol/L, obtenue dans la
partie précédente. La y-butyrolactone (262) est un liquide hygroscopique, elle est d’abord distillée a
pression atmosphérique a 204°C puis est introduite dans un tube RMN avec le chlorobenzéne comme
étalon. La mesure est effectuée dans les conditions précédentes.

Le spectre 'H réalisé dans le DMSO-d6 de la figure 19 représente le dosage de 1’eau dans la
butyrolactone dans les conditions : mp,eone = 4,51 Mg, Nggaion = 0,0101 mmol et Vpyso = 486,19 pL, la

valeur de S, 1o:= 0,44 ; d’0U Negyror = 0,0111 mmol et comme [eau]ppso = 0,015 mol/L,

Nequ ds Lactone = NeauTot — [€aUlpmso-Vpmso = 0,0028mmol
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Dosage de 1’eau dans la y-butyrolactone
%eauLacmne =5
H4 [

HEO et DMSO

CI HOD\ \
/@f
J

g JuL
YW WHY

T T T T
6.5 6.0 5.5 5.0

5

Figure 19 : Spectre 'H de la y-butyrolactone (262) dans le DMSO-d6 en présence de chlorobenzéne pour le
dosage de I’eau

Le pourcentage molaire moyen de I’eau dans la lactone est donc %eauyaeeone = (5 £ 2) %.

Ces dosages montrent que milieu réactionnel contient 10 %oo1aire de soude et environ (20 £ 7)%omotaire
d’eau. Ces valeurs sont des estimations. Un dosage de [I’eau dans le DMSO-d6 par la méthode de
Karl-Fischer permettrait d’avoir une plus grande précision, sans se soucier des formes isotopiques de
leau.

Cependant la soude et |’eau sont présentes dans le milieu et peuvent intervenir dans le mécanisme de
la réaction, empéchant I’observation d’especes instables. C’est certainement pourquoi nous observons
directement la formation de I’hydroxy-y-butyrate de sodium (263) sans voir les especes intermédiaires

comme 279 ou 280 qui peuvent étre hydrolysés par la soude.

Dans le cas de I’intermédiaire 279, I’hydrolyse par la soude conduirait a 1’alcoolate 281. Le pKa de

286

I’alcoolate (pKa ~ 28)** étant plus élevé que celui de 1’acide carboxylique (pKa = 12)**, le composé

263 serait formé trés rapidement (K = 10').
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(6]
C 0 o
Na*-O S
\/\)MH —> Na” 'Ov\)J\oH + TMSONa Na* 'OMOH
279 281 263

Schéma 127 : Formation du composé 263 a partir de l'intermédiaire 279

Dans le cas de I’intermédiaire 280, I’hydrolyse par la soude de 1’éther silylé conduirait directement au

composé 263.

O 0 (0]
o)l :
Na* ‘O)]\/\/O‘Si/+ NaOH — = TMSOH*| Na * -0 ~O Na'| .~ TMSONa + Na * -o)J\/\/OH 3)
|\_/ Na ™0 @
263

280

Schéma 128 : Formation du composé¢ 263 a partir de l'intermédiaire 280

Ayant quantifié les impuretés dans le TMSONa et le DMSO-d6 nous allons maintenant identifier les

espéces observées en RMN 'H et °C pendant la réaction.

4.3 Espeéces observées par RMN au cours de la réaction

Lors du suivi de la réaction par RMN 'H selon les conditions décrites page 102, nous observons la
disparition de la lactone et la formation d’un nouveau produit. Les déplacements chimiques de ce
produit correspondent bien aux valeurs de déplacements chimiques de I’hydroxy-y-butyrate de sodium
(263) décrites dans la littérature dans le méme solvant. Nous n’observons donc pas d’intermédiaire
dans le milieu réactionnel. De plus ’analyse du milieu par spectrométrie de masse ne montre pas les
composés 279 ou 280. Enfin 1’analyse HMBC "H-*’Si ne montre aucune corrélation entre le silicium et
les protons H4 du produit observé.

Concernant les espéces silylées, nous observons la disparition du TMSONa, la formation de (TMS),0
et de TMSOH. Comme pour le (TMS),0, la présence de TMSOH a été confirmée par 1’ajout dans le
tube RMN du produit commercial et par comparaison avec les déplacements chimiques des protons et
des carbones du composé pur. Le tableau suivant montre les différents déplacements chimiques des

especes présentes dans le milieu.
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Déplacement chimique 'H dans le

Déplacement chimique °C

Composés
DMSO-d6 (ppm) dans le DMSO-d6 (ppm)
y-butyrolactone
(262) H4:426 | H2:243 | H3:2,15 | C1:178,3 | C4:68,7 | C2:27,8 | C3:22,2
commerciale
263
observé H4:339 | H2:2,01 | H3:1,56 | C1:178,1 | C4:623 | C2:36,6 | C3:29,2
in-situ
263
) H4:337 | H2:2,07 | H3:1,59 | C1:178,1 | C4:623 | C2:36,6 | C3:29,2
1solé
TMSONa
. (CH;)3:-0,21 (CH3);: 5,6
commercial -
TMSOH
. (CH;)5: 0,01 (CH3); : 1,8
commercial B
TMSOTMS
. 2x(CH3);: 0,05 (CH3);5: 2,1
commercial

Tableau 9 : Déplacements chimiques des composés présents dans le milieu réactionnel

Sur le spectre de la figure 20, nous pouvons observer les différentes especes présentes dans le milieu.

Il a été réalis¢ 120 secondes apres 1’ajout de la y-butyrolactone (262) sur le TMSONa dans le DMSO-

dé6 dans des conditions équimolaires telles que [y-butyrolactone] = [TMSONa] = 0,0909 mol/L.
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Figure 20 : Spectre 'H de la réaction équimolaire entre la y-butyrolactone (262) et le TMSONa dans le DMSO-d6 en présence
de chlorobenzéne a tg = 120 s., [TMSONa], = 0,0909 mol/L.
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Nous observons aussi un singulet trés large vers 3,9 ppm. Ce singulet trés large diminue au cours du
temps et se déplace vers les champs plus faibles, ce singulet est identifié comme des protons issu du OH
de I’eau ou du TMSOH. En effet lorsque H,O ou du TMSOH sont ajoutés au milieu, I’intégration de ce

singulet augmente.

ZOOM sur larégion 4,62 — 3,7 ppm
lors du suivie de la réaction 1 €. TMSONa + 1 éq. y-butyrolactone

0
1 TMSONa 0

2 e — (] '
2 4 OH
49 DMSO d6 Na“0’$\/7?”/

262 = 263

Protons
HO

ke A Ao

Vit B ;g,}_-.j}
AT A T s TR
| AR

chastmiafd OF
5 )

L IR A TRy
1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

46 4.4 4.2 4.0 38 ippm]
Figure 21: Superposition des spectres 'H réalisés lors du suivi de la réaction équimolaire entre le TMSONa et la
y-butyrolactone (262).

4.4 Liste des pKa des especes présentes dans le milieu

Afin de comprendre les différentes étapes du mécanisme, il est nécessaire de connaitre les différents
pKa des espéces repérées au cours de la réaction.

Le pKa de I’acide acétique dans le DMSO est de 12,6°*" par comparaison avec cette valeur, nous
pouvons estimer le pKa de ’acide carboxylique de 263 a environ 12-13. De méme nous estimons la
valeur du pKa de I’hydroxyle de 263 a environ 28 a partir de la valeur du pKa de 1’éthanol dans le
DMSO (pKa = 28,9*%). Le pKa du couple TMSOH / TMSONa mesuré par infrarouge est de 12,72>*%
et le pKa du Ph;SiOH dans le DMSO est de 16,6. Les arylsilanols étant plus acide que les
alkylsilanols, le pKa du TMSOH dans le DMSO est d’au moins 17°>°.

Le pKa du proton en C2 de la y-butyrolactone (262) est d’environ 25 dans le DMSO. Enfin le pKa
de I’eau dans le DMSO est de 31,4°* et celui du DMSO de 35*°.
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HO\/\)J\O’H —_— HO\/\)J\O@ + H* pKa=12
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Si-O-H — /Si—O +H* pKa=17
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0 o)
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o — . ~ 0 +H* pKa=25
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- O
Na* 'OMO\H Na* 'oMO +H" pKa=28

\ \ ©
S=0 S-0 + H* pKa=35

Schéma 129 : pKa dans le DMSO des différentes espéces présentes dans le milieu

Ces valeurs de pKa montrent qu’il est trés difficile de déprotéger le DMSO par le TMSONa, en effet
la constante d’équilibre de cette réaction est de 107°. Cette réaction n’est d’ailleurs pas observée
lorsque le TMSONa est en solution dans le DMSO-d6

\/ © \ \ / \ 9

Si-0  + =0 —#/—> Si-OH + S-0 K=10%

/ / / 7

Schéma 130 : La réaction entre le TMSONa et le DMSO n'est pas observée

La réaction de déportation de la yp-butyrolactone (262) par le TMSONa est aussi peu favorable,

cependant avec une constante d’équilibre de 107", des traces de 282 peuvent étre présentent dans le

milieu.
©)
0] (0]
\/ 6 — \ / 15
Si-0 + O =—— o + Si-OH K=10
/ /
203 262 282 204

Schéma 131 : Réaction de déportation en o du carbonyle de la y-butyrolactone (262) par le TMSONa

La déportation du DMSO-d6 par 1’énolate 282 est quant a elle peu favorisée avec une constante

d’équilibre de 10™°.

113



Etude de I’ouverture de lactone par le TMSONa : application au sweroside et a ses dérivés

o@
DsC, 5 o DsC,

- + s$=0 - — + S=0 K=10T"°
D-CD, O H—CD,

282 2-d-282

Schéma 132 : Réaction entre 1'énolate X19 et le DMSO-d6

Méme si cette réaction est peu favorisée, le DMSO-d6 peut échanger un deutérium avec le proton
acide en a du carbonyle de la lactone ou du composé 263. C’est effectivement ce que nous observons
au cours de la réaction, en effet, ’intégration du proton H2 de la p-butyrolactone (262) et de
I’hydroxy-y-butyrate de sodium (263) diminue par rapport aux autres protons de la méme molécule.

En fin de réaction a température ambiante, I’intégration du signal a 2,4 ppm correspond a 70 % des
protons H2. Lorsque le milieu réactionnel est chauffé a 70°C pendant deux jours, plus de 95 % de
deutération sur le carbone C2 de la y-butyrolactone (262) sont observés. La deutération est confirmée
par une modification du couplage du proton H3. En effet, pour la y-butyrolactone (262), le proton H3
résonne sous forme de quintuplet (*Js, = *J34 = 6,5 Hz ), alors qu’il résonne sous forme de triplet dans
la 2-d- y-butyrolactone (*Js4= 6,5 Hz), le couplage avec les protons H2 ayant disparu.

O | | 0 @]
2
o .- ' - D%O
3> | 7 quintuplet
3 H3-H2 3JH3-H4 =6,5Hz ipiet
3JH3—H4 = 6,5HZ
\
i ! |
‘ [\
- | h
el A Moo o F A | '

H2 H3

Figure 22 : Comparaison du couplage de H3 avant et aprés deutération

Ces observations montrent que nous ne pouvons pas utiliser I’intégration des protons H2 de y-
butyrolactone (262) et de I’hydroxy-y-butyrate de sodium (263) pour calculer les concentrations

respectives de ces deux composés.
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4.5 Etude cinétique

Dans cette partie nous allons effectuer une étude cinétique de la réaction afin de vérifier notre

proposition de mécanisme.

4.5.1 Hypotheése mécanistique et équation bilan

D’aprés les hypothéses de la partie 3.3 page 101, la premicre étape est I’addition du TMSONa sur le
carbonyle suivi de ’ouverture de la lactone puis du transfert du triméthylsilyle pour conduire au

composé 280.

@
O’/\ Na <(_)® .
d addition O-SiMe;

+ — 1
o) TMSONa 8) (1)
de type Bpc2
262 278
® 0
NaG)@ . ouverture du Qi transfert du (0]
O-SiMe, cycle O-SiMe; triméthylsilyle J\/\/O |
’) —_— == Na' 0O ~Si )
o] O Na* |
278 279 280

Comme nous n’observons pas le composé 280 dans le milieu réactionnel, nous pouvons envisager
I’attaque d’un équivalent de soude présente dans le milieu sur 280 pour former irréversiblement le

composé 263 et un équivalent de TMSONa.

O 0] O
1 o
Na ™ 'OJ\/\/O‘S|®OH — TMSOH +| Na * -O)K/\/O Na'l__» TMSONa + Na * -O)K/\/OH ®3)
280 263

C’est alors qu’un demi-équivalent d’eau présente dans le milieu peut réagir avec le TMSONa pour

former un demi-équivalent de TMSOH et de NaOH.

1 TMSONa + 1/2 H,0 1/2 TMSOH + 1/2 NaOH + 1/2 TMSONa 4)

Or nous avons vu que le TMSOH et le TMSONa réagissent ensemble pour former du (TMS),0 et du
NaOH. A partir des produits issus de I’équation (4), cette réaction a lieu sur une demi-mole de

TMSONa et de TMSOH selon I’équation (5) :

1/2 TMSOH + 1/2 TMSONa 1/2 (TMS),0 + 1/2 NaOH (5)

Ainsi I’équation (4) se simplifie par I’équation suivante :

1 TMSONa + 1/2 H,0 1/2 (TMS),0 + 1 NaOH (6)
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En reprenant I’équation (3) avec I’équation (6), nous obtenons I’équation (7). Dans cette équation la

soude apparait comme réactif et comme produit :

o o)
|
1 Na*'OMO\Si/+1 NaOH ———= 1 Na+-oMOH +1/2 (TMS),0 + 1 NaOH  (7)
280 ! 263

Ainsi la soude jouerait un role catalytique et seulement une demi-mole d’eau serait nécessaire pour la

formation du composé 263 selon I’équation bilan suivante :

o o)
1&0 + 1TMSONa+12H,0 ——— 1 N;j*-o)J\/\/OH + 1/2(TMS),0 (8)

262 263

Le dosage des différents réactifs et du solvant ont permis de montrer que le milieu réactionnel contient
9 Yomonire de soude et 20 Y%onie d’eau. Ces quantités peuvent expliquer la réaction (8). Nous allons
maintenant vérifier que ce n’est pas la soude qui ouvre la lactone. Nous effectuerons ensuite I’étude de
I’équation cinétique afin de déterminer si la premiére étape d’addition du TMSONa sur le carbonyle

(équation (1)) est 1’étape cinétiquement déterminante.

4.5.2 Influence du NaOH sur la vitesse d’ouverture de la y-

butyrolactone

Afin de vérifier que ce n’est pas le NaOH qui est responsable de 1’ouverture rapide de la y-
butyrolactone, nous allons comparer les temps de demi-réaction de cette ouverture en conditions

équimolaires avec le TMSONa et avec la soude.

4.5.2.a) Temps de demi-réaction entre le TMSONa et la y-
butyrolactone en conditions équimolaires
Le suivi de la réaction équimolaire entre le TMSONa et la y-butyrolactone (262) a été effectué par
RMN 'H. La concentration initiale de [y-butyrolactone], = 0,0909 M. Pour cette expérience, nous
avons considéré que le TMSONa commercial en solution & 1M était pur. Les mesures de concentration
sont effectuées a partir d’un étalon interne (chlorobenzeéne). La concentration de la lactone a été
calculée a partir de I’intégration du proton H4 a 4,26 ppm.

La réaction a lieu dans le tube RMN et un spectre 'H d’un scan est effectué toutes les 60 secondes.

% o
1|i/§o + 1 TMSONa + 1/2 H,0 1 Na*'OMOH + 1/2 (TMS),0

262 263

Schéma 133 : Réaction d'ouverture de la y-butyrolactone (262) par le TMSONa en conditions équimolaires
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Le temps de demi-réaction (t;,) est atteint lorsque

— butyrolactone]0
[y — butyrolactone] = v 4 3 ] = 0,0454 M

\ " [gamma-butyrolactone]‘
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Figure 23 : Suivi cinétique de l'ouverture de la y-butyrolactone (262) par le TMSONa en conditions équimolaires

D’apres la courbe Figure 25 le temps de demi-réaction vaut ty/- y-putyrotactone = 1920 s, soit 32 minutes.
En fin de réaction, on observe que la conversion est de 80%, correspondant bien & la pureté du

TMSONa précédemment dosé.
4.5.2.b) Temps de demi-réaction entre le NaOH et la y-
butyrolactone en conditions équimolaires

Le suivi de la réaction avec la soude est effectué¢ dans les mémes conditions qu’avec le TMSONa.

O

(0]
NaOH 1 &q.
OH
i/fo — > Na' -o)J\/\/
DMSO d6
262 t.a. 263

Schéma 134 : Ouverture de la y-butyrolactone (262) par le NaOH

Sur la courbe suivante nous pouvons observer que le temps de demi-réaction n’est toujours pas atteint
apres plus de 12 heures (45000 s) de suivi. En ce point, la concentration en y-butyrolactone (262) est

de 0,0712 M soit une conversion de seulement 21,6 %.
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Suivis des réactions d’ouverture de la .y-butyrolactone par le TMSONa et le NaOH

[gamma-butyrolactone] avec la soude
[gamma-butyrolactone] avec TMSONa

E
|

1 [r-butyrolactone], /2
0,04

0,03

0,02

[gamma-butyrolactone] (mol/L

0,01

0,00

T T T T T T T T
0 10000 20000 30000 40000

Temps (s)

Figure 24 : Comparaison des suivis cinétique de l'ouverture de la y-butyrolactone (262) par le TMSONa et le
NaOH en conditions équimolaires

Cela montre que ti.na0n >> ti2- Tmsona- Par conséquent nous pouvons conclure que 1’ouverture de la

y-butyrolactone a bien lieu par 1’action du TMSONa et non pas par I’action du NaOH.

4.5.3 Equation cinétique

L’étude cinétique de 1’ouverture de la y-butyrolactone (262) a été effectuée a température ambiante.
Pour déterminer 1’ordre de chacun des réactifs et I’ordre global de la réaction nous avons mesuré la

vitesse de réaction a différentes concentrations de réactifs en se plagant dans I’hypothése du pseudo-

premier ordre.

4.5.3.a) Théorie

Nous posons comme hypothése que la réaction cinétiquement déterminante est la premiere étape

définie par la réaction (1) :

o @
Na @9 O-SiMe;
ﬂo + TMSONa  ~—= a (1)

262 278

Selon cette hypothése, la vitesse globale de la réaction est définie selon 1’équation suivante :

d[y — butyrolactone]
dt

Ou k est la constante de vitesse de la réaction en mol™”.L.s™

= —Kk. [y — butyrolactone]. [TMSONa]
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Lorsqu’on se place dans I’hypothése de pseudo premier ordre on a alors :

[y-butyrolactone] >> [TMSONa] ou [TMSONa] >> [y-butyrolactone]

Dans le cas ou [y-butyrolactone] >> [TMSONa] I’équation de vitesse de la réaction se simplifie ainsi :

d[y—butyrolactone] _ '
o =—Kk'.[

y — butyrolactone] avec k> = k. [TMSONa]

Apres intégration on a :

[y — butyrolactone] = [y — butyrolactone],. e k't

Ainsi en se placant dans I’hypothése du pseudo premier ordre, le suivi de la concentration en y-
butyrolactone (262) en fonction du temps permet d’obtenir la valeur de k’ pour une concentration
donnée en TMSONa. Cette expérience est répétée pour plusieurs valeurs de la concentration en
TMSONa. Le tracé de la courbe représentant les valeurs de k’ en fonction de la concentration de
TMSONa doit donner une droite d’équation :
k’ = k.[TMSONa]
Le coefficient directeur de la droite est donc la constante de vitesse de la réaction.
Cette étude doit aussi étre effectuée en exces de y-butyrolactone (262). L’évolution de la concentration

en TMSONa selon I’équation :
[TMSONa] = [TMSONal,.e *'t

Suivant la méme méthode la droite d’équation :

k’ = k.[ y-butyrolactone]
est tracée et la valeur du coefficient directeur est comparé avec la valeur de k obtenu précédemment.
Si les deux valeurs de k sont identiques, 1’équation cinétique est validée et 1’addition du TMSONa sur

la lactone est I’étape limitante.

4.5.3.b) Conditions expérimentales

Afin de se placer dans I’hypothése du pseudo premier ordre, il a été choisi de travailler sur une gamme
de 5 éq. a 15 éq. d’excés d’un réactif par rapport a 1’autre. Il est difficile de travailler avec un exceés
plus grand, en effet la réaction est alors trop rapide et le temps nécessaire pour la premiére mesure est
trop long. Le premier point obtenu est alors trop loin de la concentration initiale pour que la courbe
fournisse des résultats significatifs.

Les mesures de concentration sont effectuées a partir d’un étalon interne (chlorobenzéne), pour la
détermination de I'ordre de TMSONa, la concentration de la lactone a été calculée a partir de

I’intégration du proton H4 a 4,26 ppm.
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Pour la détermination de 1’ordre de la lactone, la concentration de TMSONa a été calculée a partir de
I’intégration des groupements méthyles. La réaction a lieu dans le tube RMN et un spectre 'H d’un

scan est effectué toutes les 60 secondes. La réaction est suivie jusqu’a complétion.

4.5.3.c) Suivi de la réaction avec un exces de TMSONa

Les suivis des réactions sont effectués pour 5, 7, 11, 13 et 15 équivalents de TMSONa. Les courbes
obtenues sont présentées ci-dessous. Elles ont été tracées par le logiciel OriginPro, les coefficients
dans le tableau représentent :

» Al : La concentration initiale calculée en y-butyrolactone (262)

» tl: I'inverse du coefficient de vitesse observé : 1/k’

» La constante vitesse de la réaction observée est donc obtenue par 1’opération k’ = 1/t1

0,10 ~
Equation y = AT*exp(-x/t1) + yO
Adj. R-Square 0,99329

0,08 + Value Standard Error
. [Lactone] H4  yO 9,1954E-4 3,06465E-4
S‘ [Lactone] H4 A1 0,10449 0,00166
o [Lactone] H4 1 482,1742 11,18529
£ 0,06 1
©
c
o
o
£ 0,04
o
2
>
2
2 0,02 -

0,00 T T T T T T T T

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

time (s)

Figure 25 : Courbe de la disparition de y-butyrolactone (262) en réaction avec 5 éq. de TMSONa tel que [y-
butyrolactone] = 0,0909 M et [TMSONa] = 0,4545 M.
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[g-butyrolactone] (mol/L)

Equation y = A1*exp(-x/t1) + y0
Adj. R-Square 0,99949

Value Standard Error
[Lactone] H4  y0 -3,47191E-4 1,22342E-4
[Lactone] H4 A1 0,09226 5,1671E-4
[Lactone] H4  t1 394,47018 3,49536

T T
0 500 1000 1500 2000 2500
time (s)

Figure 26 : Courbe de la disparition de p-butyrolactone (262) en réaction avec 7 éq. de TMSONa tel que [y-
butyrolactone] = 0,0909 M et [TMSONa] = 0,6364 M

0,10 ~
0,09

0,08

[g-butyrolactone] (mol/L)

0,01 1

0,00

0,07 —
0,06 —
0,05 —
0,04 —
0,03 —

0,02

Equation y = Al*exp(-x/t1) + yO
Adj. R-Squar 0,99749
Value Standard Err
[Lactone] H4 y0 6,64061E- 1,27462E-4
[Lactone] H4 A1 0,07633  7,23308E-4
[Lactone] H4  t1 234,99583 0
T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
time (s)

Figure 27 : Courbe de la disparition de y-butyrolactone (262) en réaction avec 11 éq. de TMSONa tel que [y-
butyrolactone] = 0,0909 M et [TMSONa] = 1,0000 M
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0,10

0,09 - Equation y = Al*exp(-x/t1) + yO

0.08 _- Adj. R-Square 0,99843

' | Value Standard Error

- 0.07 [Lactone] H4 y0 -6,07236E-4 9,79846E-5
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Figure 28 : Courbe de la disparition de y-butyrolactone (262) en réaction avec 13 éq. de TMSONa tel que [y-
butyrolactone] = 0,0909 M et [TMSONa] =1.1818 M

0,10 4
0.09 _- Equation y = Atl*exp(-x/t1) + yO
A Adj. R-Square 0,99336

0’08 7] Value Standard Error
— ] [Lactone] H4 0 1,87285E-4 1,69672E-4
= 0,071 [Lactone] H4 Al 0,08708 0,00311
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Figure 29 : Courbe de la disparition de p-butyrolactone (262) en réaction avec 15 éq. de TMSONa tel que [y-
butyrolactone] = 0,0909 M et [TMSONa] = 1.3636 M

Nous pouvons observer que la précision de la valeur de [y-butyrolactone], calculée par le logiciel de

calcul diminue lorsque le nombre d’équivalents augmentent. Cela est di a la vitesse de réaction qui
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devient trop rapide par rapport au temps nécessaire pour effectuer I’acquisition de la premiére mesure.

Cependant cela n’affecte pas la valeur de k’ calculée.
4.5.4  Suivide la réaction avec un exces de lactone

Lorsque la réaction est effectuée avec un exceés de lactone, le suivi de la réaction est réalisé par
I’intégration des protons -(CH;); sur le TMSONa. Cependant nous pouvons observer un phénomeéne
de déblindage progressif et régulier du déplacement chimique de ces protons au cours du temps.
Lorsque la réaction n’évolue plus, la concentration en produit formé 263 est équivalente a celle du
TMSONa engaggé.

A ce stade, un signal résiduel correspondant au TMSOH est observé et reste constant & une valeur
d’environ 0,017 a 0,02 mol/L de TMSOH, correspondant a la quantité de soude présente initialement
dans le milieu réactionnel.

La formation de ce TMSOH résiduel peut étre expliquée par la réaction suivante :

JE—

12 TMSOH + 1/2 TMSONa ~———  1/2(TMS),0 + 1/2 NaOH (5)

En effet en fin de réaction la concentration de soude est maximale alors que la concentration de
TMSONa est quasi-nulle. Cela entraine un déplacement de 1’équilibre vers la formation de TMSOH.

Ainsi en effectuant le suivi de la réaction par 1’intégration du signal des CH; du TMSONa, il n’est pas
possible d’obtenir une concentration nulle en fin de la réaction. La figure suivante montre la

superposition de tous les spectres acquis au cours du suivi de la réaction sur la zone -0,15 a -0,1 ppm.
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Figure 30 : Superposition des spectres 1H de suivi de la réaction en présence d'un excés de 7 éq. de lactone
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A partir des spectres réalisés pour des concentrations de yp-butyrolactone de 0,6414 M, 0,8090 M,
1,0550M, 1,1704 M, 1,3425 M et avec une concentration initiale de TMSONa de 0,0909 M, nous

avons tracé les courbes de 1’évolution de la concentration de TMSONa au cours du temps.
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Figure 31 : Courbe de la disparition de TMSONa en réaction avec 7 éq. de y-butyrolactone (262) tel que
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Figure 32 : Courbe de la disparition de TMSONa en réaction avec 9 éq. de y-butyrolactone (262) tel que
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Figure 33 : Courbe de la disparition de TMSONa en réaction avec 11 éq. de y-butyrolactone (262) tel que
[TMSONa] = 0,0909 M et [y-butyrolactone] = 1,0550 M
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Figure 34 : Courbe de la disparition de TMSONa en réaction avec 13 éq. de y-butyrolactone (262) tel que
[TMSONa] = 0,0909 M et [y-butyrolactone] =1,1704 M
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Figure 35 : Courbe de la disparition de TMSONa en réaction avec 15 éq. de y-butyrolactone (262) tel que
[TMSONa] = 0,0909 M et [y-butyrolactone] =1,3425 M

Bien que les courbes n’atteignent pas zéro, le coefficient de décroissance peut étre calculé, permettant

I’obtention de la valeur de k’ en fonction de la concentration en y-butyrolactone (262).
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4.5.5 Calcul du coefficient de vitesse

4.5.5.a) Excésde TMSONa

Les valeurs obtenues de k’ sont tracées en fonction de la concentration de TMSONa. La courbe

obtenue est bien une droite dont le coefficient directeur est la constante de vitesse de la réaction.

0,008
Equation y=a+b*x
Adj. R-Square 0,98561 L
0,007 + Value Standard Error
41 |[H1 Intercept 0 -
0.006 4 | H1 Slope 0,00479 2,58394E-4
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[TMSONa] (moliL)

Figure 36 : Courbe représentant k’ en fonction de [TMSONa] pour les réactions effectuées avec [y-

butyrolactone] = 0,0909 M, [TMSONa] = 0,4545 M, 0,6364 M, 1,0000 M, 1,1818 M and 1,3636 M.

Dans ce cas la valeur de la constante de vitesse est :
k=4,79.10"mol" .L.s™

avec une erreur absolue de + 0,2.10° mol™.L.s™
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4.5.5.b) Excés de y-butyrolactone

Les valeurs obtenues de k’ sont tracées en fonction de la concentration en y-butyrolactone. La courbe

obtenue est bien une droite dont le coefficient directeur est la constante de vitesse de la réaction.

0,007 -
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Adj. R-Square  0,99831
0.006 - Value Standard Error
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Figure 37 : Courbe représentant k’ en fonction de [y-butyrolactone] pour les réactions effectuées avec

[TMSONa] = 0,0909 M, [y-butyrolactone] = 0,6414 M, 0,8090 M, 1,0550M, 1,1704 M, 1,3425 M

Dans ce cas la valeur de la constante de vitesse est :
k=4,64.10"mol".L.s”

avec une erreur absolue de + 0,08.10° mol'.L.s™
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4.5.6 Validation de I'équation de réaction

Les deux valeurs obtenues pour k’ sont regroupées dans le tableau suivant :

Variation de la concentration de k (mol™".L.s™)
TMSONa 4,79.10°+0,2.10° mol " .L.s™
y-butyrolactone 4,64.10°+ 0,08.10” mol ™ .L.s

Tableau 10 : Constante de vitesse obtenue dans les conditions de pseudo premier ordre pour l'ouverture de la

lactone (262) par le TMSONa

Les deux valeurs obtenues ont un écart relatif de 1,6 %, il est donc raisonnable de considérer que les
valeurs de k’ obtenues sont identiques et que leur moyenne constitue la valeur de la constante de
vitesse globale de la réaction tel que :

k=4,71.107£0,2.10" mol ' .L.s"!

L’équation cinétique de la réaction s’écrit donc :

d[y — butyrolactone]
dt

= 4,71 1073 [y — butyrolactone]. [TMSONa]

Cette étude cinétique nous a permis de définir que la réaction est bimoléculaire c’est-a-dire d’ordre
global 2, chaque réactif étant d’ordre 1. Nous pouvons donc conclure que I’étape cinétiquement
déterminante est bien 1’addition du TMSONa sur la p-butyrolactone (262) et qu’une seule molécule de

TMSONa intervient lors de cette étape.

4.6 Effet de la substitution en C4 sur la cinétique de la
réaction

Afin de déterminer si 1’attaque du TMSONa a lieu sur le carbone C1 par un mécanisme de type Bac2
ou sur le carbone C4 par un mécanisme de type Bar2, nous avons étudié I’influence de la substitution
en C4. Pour cela nous avons mesuré la cinétique de réaction équimolaire entre la d-valérolactone (265)

et le TMSONa, et nous avons comparé les temps de demi-réaction.

En effet dans le cas d’un mécanisme de type B, 2 I’effet de la substitution doit étre tres significatif.
Par exemple lors de la substitution nucléophile Sy2 entre un alcoolate et un halogénoalcane, la
substitution en a de 1’halogéne par un groupement méthyle ralentit la réaction d’environ 30 fois. Pour

un groupement isopropyle la réaction est environ 1000 plus lente™".
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Figure 38 : Influence de la substitution sur la vitesse relative de la SN2 entre un nucléophile et un

Sp2
RX+Nu ——————= RNu+X

RX:  HsC-X |/ X \(X

Krelative : 30 1 0,025

halogénoalcane.

Nous avons vu précédemment que dans des conditions équimolaires ([y-butyrolactone], = [TMSONa],

=0,0909 M), le temps de demi-réaction est de ty- y-putyrotactone = 1920 s.

Lorsque la o-valérolactone (265) est mise en réaction équimolaire avec le TMSONa ([o-

valérolactone], = [TMSONa], = 0,0909 M), le demi temps de réaction est de 3810 s soit 63,5 minutes.

265

Schéma 135 : Réaction d'ouverture de la 6-valérolactone (265) par le TMSONa en conditions équimolaires
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Figure 39 : Cinétique de I'ouverture de la 3-valérolactone (265) par le TMSONa en conditions équimolaires
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La réaction avec la y-butyrolactone (262) est donc 1,98 fois plus rapide que la réaction avec la -
valérolactone (265) soit :

=198 Xt1

t%(y—butyrolactone) 5(8—valérolactone )
Bien que nous constations une différence de cinétique entre la y-butyrolactone (262) et la o-
valérolactone (265), cette valeur n’est pas significative d’un effet stérique du groupement méthyle.
Ainsi ’effet cinétique observé n’est pas di a la géne stérique du groupement méthyle en C4, ce qui
nous permet d’exclure une attaque du TMSONa sur le C4 via un mécanisme de type Bar 2.
En revanche I’effet observé sur la cinétique peut étre dii a un effet conformationnel du cycle qui

défavoriserait 1égerement 1’attaque sur le C1 dans le cas de la d-valérolactone (265)

4.7 Piégeage par un électrophile

Afin de vérifier la présence du carboxylate dans le milieu, il a été envisagé de le piéger sous forme
d’ester par un électrophile. Deux électrophiles ont été utilisés : ’iodure de méthyle 283 et le 4’-

bromophénacétyle 284.
4.7.1 Utilisation de Mel

L’ajout d’iodure de méthyle au milieu réactionnel aprés complétion de la réaction dans différents
solvant (DCM, THF) ne fournit pas 1’ester désiré (285). Deux raisons peuvent expliquer 1’échec de la
méthylation. D’une part, la faible solubilit¢é du milieu peut empécher 1’estérification, d’autre part
I’iodure de méthyle favorise la relactonisation du produit. En effet aprés ajout du Mel dans le milieu
réactionnel, I’analyse RMN du brut montre la présence de la lactone a hauteur de 75 %.

?  TMSONa o) Mel 5 o)
E[fo DN![SaO dé Na* -OJ\/\/OH t.a.ou chauffager MGOMOH
262 263 285

\

Schéma 136 : L'alkylation du carboxylate de sodium 263 par le Mel n'est pas observé
4.7.2  Utilisation du bromure de 4’-bromophénacétyle

Nous avons alors envisagé un autre électrophile : le 4’-bromophénacétyle (284). Aprés que la réaction
d’ouverture de la y-butyrolactone (263) dans le CH,Cl, soit terminée, 1’électrophile 284 est ajouté (4
éq.) et le milieu est agité a 40 °C pendant 24 heures. Aprés purification par colonne
chromatographique sur gel de silice, le composé 286 est isolé avec un rendement faible de 28 %. Bien
que le rendement soit faible, cette réaction nous a permis de confirmer que 1’espéce obtenue par

ouverture de la lactone par le TMSONa est bien le carboxylate 263.
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(@]
TMSONa 284
—_—
Ezf Na* -oJ\/\/OH CH,Cl, Br

CH,Cl, !
40°C, 24 h
262 ta.,16h 263 ol

Schéma 137 : Alkylation du carboxylate 263 par le bromure 284

4.8 Conclusion et perspectives a propos du mécanisme

A partir des données expérimentales obtenues lors de cette étude, nous pouvons valider les hypothéses
les suivantes :
» Lapremiére étape du mécanisme procéde par une addition nucléophile sur le carbone C1 de la
lactone (Bac2).
» Cette étape est 1’étape cinétiquement déterminante de la réaction.
» La cinétique globale de la réaction est d’ordre 2 et la cinétique est de premier ordre pour
chacun des réactifs, il n’y a donc qu’une seule molécule de TMSONa qui réagit.
» Une demi-molécule d’eau est nécessaire pour obtenir I’hydroxy-carboxylate de sodium

» Le NaOH présent dans le milieu catalyse 1’hydrolyse de 1’éther silylé 280

L’intermédiaire 280 n’a pas pu étre isolé, ni observé a cause de la présence d’eau dans le milieu. Cet
intermédiaire est toujours hypothétique. Pour isoler ou observer ce composé la réaction doit étre
effectuée dans des conditions trés anhydres (<1 ppm). Pour cela nous pouvons envisager de préparer le
TMSONa et de le sublimer avant utilisation. La lactone doit aussi étre complétement séchée par
plusieurs distillations et passage sur tamis moléculaire. Enfin nous devons trouver des conditions de
séchage du DMSO-d6 pour qu’il y ait moins d’1 ppm d’eau (0,0001 %). Cependant ce composé est
tellement hygroscopique que les teneurs en eau les plus faibles obtenues pour le DMSO sont de 1’ordre
de 10 ppm aprés passage sur une colonne de tamis moléculaire de type Linde (4A, 14x30 mesh)™”.

De plus le role de la soude dans la réaction reste a approfondir, en effet en conditions sans soude il y
aurait deux possibilités : soit la réaction ne démarre pas ou est trés lente, soit le composé 280 est formé
et reste stable.

Enfin il serait intéressant d’effectuer une étude de modélisation afin de corréler les résultats

expérimentaux avec le calcul.

Nous avons montré que le mécanisme proposé page 101 pour la réaction d’ouverture de lactone par le
TMSONa est plausible. Des preuves expérimentales supplémentaires restent cependant nécessaires
pour prouver [’existence de l'intermédiaire silylé 280. Apres avoir vu I’application de cette réaction
sur des lactones commerciales, nous allons maintenant décrire [’extension de cette réaction au

sweroside (4) et a ses derivés.
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5. Extension de la réaction au sweroside et a ses dérivés

5.1 Ouverture de la lactone du sweroside

La réaction d’ouverture de lactone par le TMSONa a été appliquée au sweroside (4) et a ses dérivés,
permettant I’accés a de nouveaux synthons originaux dans des conditions douces, aprotiques et avec

de bons rendements.

5.1.1 Ouverture de la lactone du perpivaloylsweroside par le
TMSONa

Lorsqu’une solution 1M de TMSONa dans le CH,Cl, est ajoutée en excés (2 €q.) a une solution de 201
dans le CH,Cl,, ’ouverture de la lactone a lieu en seulement 2 heures avec une conversion totale. Il est
a noter qu’un exceés de TMSONa est nécessaire pour que la réaction soit compléte, cela pourrait étre
expliqué par le fait qu’il n’y ait pas assez d’eau pour hydrolyser I’intermédiaire O-silylé. Cependant le
suivi RMN 'H de cette réaction n’a pas permis 1’observation de cet intermédiaire.

De plus aucune déprotection des groupements pivaloyle n’est observée. Le TMSONa est donc sélectif
de la lactone par rapport aux pivaloates. Contrairement aux hydroxy-acides obtenus a partir des
lactones commerciales, le composé 202 ne relactonise pas aprés passage rapide sur silice. Ainsi
lorsque la conversion est compléte, le milieu est neutralisé par ’ajout de silice et le brut est
directement purifié sur chromatographie sur gel de silice permettant 1’isolement du composé 202 avec

un bon rendement de 88 %.

TMSONa, 2 éq.
CH,Cl,
2h, t.a.
) 88 %
OGIc(OPiv), OGIc(OPiv),
201 202

Schéma 138 : Ouverture de la lactone du perpivaloylsweroside (201) par le TMSONa

Cependant le composé 202 relactonise en solution ou méme lorsqu’il est pur et conservé a -18 °C

(Environ 20 % de relactonisation en 24 heures a température ambiante).
5.2 Ouverture de lactone des dérivés du sweroside
5.2.1 Syntheése des dérivés de sweroside

5.2.1.a) Synthése des diols

Le sweroside perpivaloylé (201) est mis en réaction avec le tétroxyde d’osmium et la NMO selon les

conditions de McLean®'. 11 est nécessaire d’utiliser 5% molaire de tétroxyde d’osmium avec un temps
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de réaction de 4 jours pour obtenir une conversion compléte. Le mélange de diols est obtenu avec un
rendement de 73 %. L’excés diastéréoisomérique observé est le méme que celui décrit pour le

tétraacétate de sweroside : (R)-287 / (S)-287 : 4 / 3 par Mc Lean (cf page 37).

0s0O4 5 Y%mol 0.0 0.0
NMO 1,5 éq. H
THF / H,O (3/1)
96 h. / ta. HO., © HO o
73 % . H .
OGIc(OPiv), HO OGiIc(OPiv), HO OGIc(OPiv),
201 287a 4 | 3 287b

Schéma 139 : Dihydroxylation du perpivaloylsweroside (201)

Les deux diastéréoisomeéres obtenus ne sont pas séparables par chromatographie sur gel de silice. Afin
de les séparer, nous avons envisagé de protéger le diol de chaque composé par un groupement

protecteur orthogonal au groupement pivaloyle.

5.2.1.b) Protection du diol et séparation des

diastéroisomeéres

Les glycols 287a et 287b sont protégés sous forme d’acétonide, par réaction dans 1’acétone en
présence de quantité catalytique d’acide camphorsulfonique. La réaction, réalisée selon la méthode

2329 permet d’isoler indépendamment les composés 288a et 288b avec des rendements

classique
respectifs de 23 % et de 44 %. De plus, environ 30 % de produit de départ sont récupérés, le

rendement global et corrigé est alors de 97 %.

o.__0O
0.0 >:o, CSA (0,2 69.) 0.0 0.__0
H H
+ AN >
67 % + S
HO,, © HO O rendement corrigé : 97% Ou. 0 0 0]
OGlc(OPiv : i H X _JH
HO c( )4 HO OGIc(OPiv), o) OGIc(OPiv), 0 OGIc(OPiv),
287a 4 3 287b 288a:44 % 288b : 23 %

Schéma 140 : Protection du mélange de diols 287

5.2.1.c) Synthese de I'époxyde

La double liaison exocyclique du perpivaloylsweroside (201) est époxydée par 1’action du mCPBA
dans le toluéne a 50°C selon la méthode de McLean* modifiée. Un excés de mCPBA ainsi qu’un
temps de réaction de 72 heures sont nécessaires pour réaliser la réaction avec 90 % de conversion. Ces
conditions assez drastiques pour une époxydation, permettent de constater que la réactivité de la
double liaison est assez faible. Si les dérivés acétylés 145 correspondants sont décrits en mélange
inséparables, il est a noter que la présence des groupements pivaloyles a permis de séparer sans

difficultés les isomeres 289a et 289b sur colonne chromatographique de gel de silice. La
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stéréoselectivité assez faible (6 /2) en faveur de I’isomeére 8-(R) est en accord avec la stéréosélectivité
décrite par McLean pour le tétraacétate de sweroside (7 / 3). La configuration absolue des composés

289a ct 289b est définie par comparaison avec les données de la littérature™.

o__0O
mCPBA, 3 éq. H
> B
toluéne +
72 h./50°C O
65% o7l H o
OGIc(OPiv), OGIc(OPiv), OGIc(OPiv),
201 289a:47 % 6 /2 289b : 18 %

Schéma 141 : Epoxydation du perpivaloylsweroside (201)

Le rendement de la réaction (65%) et la possibilité de séparer les deux isomeéres constituent des

améliorations par rapport a la méthode existante.

5.2.2 Application de la réaction d’ouverture de lactone sur les

analogues de sweroside

5.2.2.a) Essaid’ouverture de lalactone du mélange de diols
287
Lorsque le mélange de diol 287 est mis en réaction avec 2 équivalents d¢ TMSONa dans le CH,Cl,
aucune réaction n’est observée. L’ajout d’équivalents supplémentaires (5 a 10 équivalents) au milieu

réactionnel ne montre pas de modification et le composé 290 n’est pas formé.

O 20 4 COzH
M TMSONa HO
\ A -
HO 0 HO o)
H .
HO OGIc(OPiv), HO OGIc(OPiv),
287 200

Schéma 142 : Essai d'ouverture de la lactone 287

Nous avons donc envisagé I’ouverture de la lactone des diols protégés 288.

5.2.2.b) Ouverture de la lactone des diols protégés

L’utilisation de deux équivalents de TMSONa conduit a une conversion de 90 %. Dans le cas du
compos¢ 288a, la réaction nécessite 39 heures. La réaction est arrétée par 1’ajout de silice. Le produit
pur 291 est isolé, aprés purification sur colonne chromatographique de gel de silice, avec un

rendement de 65 %.
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0__0O
TMSONa, 2 éq. y GOCOH
HO

CH,Cl, o
Oum, © 39 h, ta.

65 % .
o) OGIc(OPiv), ° o) OGIc(OPiv),

288a 291

Schéma 143 : Ouverture de la lactone du composé¢ 288a

Dans le cas du composé 288b la réaction est plus rapide, le produit 292 est alors isolé¢ avec un bon

rendement de 84 % aprés 24 heures de réaction.

O ° COOH
TMSONa, 2 éq.
H q Ho H
AN >
CH,Cl, 5
>X? ) o 24 h ta. >X?
o .
o—  OGIG(OPiv), 84 % 0—  OGIC(OPiv),

288b 292

Schéma 144 : Ouverture de la lactone du composé 288b

5.2.2.c) Ouverture de la lactone de I'époxyde (5)-289b

L’action du TMSONa sur I’époxyde 289b est chimiosélective de 1’ouverture de lactone vs 1’ouverture
d’époxyde. Ainsi lorsque 289b est mis en présence de deux équivalents de TMSONa dans le
dichlorométhane, 1’ouverture de la lactone est complete apres 48 heures. Le produit 293 est isolé avec

un bon rendement de 87 %.

TMSONa, 2 éq. y GOOH
~HO
CH,Cl, S
48 h, t.a.
87 % .
OGIc(OPiv), ° OGIc(OPiv),
289b 293

Schéma 145 : Ouverture de la lactone du composé 289b

5.2.2.d) Ouverture de la lactone de I'époxyde (R)-289a

Dans le cas de I’époxyde 289a, la réaction d’ouverture de la lactone a bien lieu et I’époxyde n’est pas
ouvert par le TMSONa. Aprés 24 heures de réaction avec deux équivalents de TMSONa, la
conversion est de 93 %. On observe alors un mélange 37 / 63 des composés 294a et 294b. Les deux
composés sont séparables et le produit 294a est isolé avec un rendement de 22 % tandis que le

composé¢ attendu 294b est isolé avec un rendement de 38 %.
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0_0
y GOOH COOH
H H
HO
= TMSONa, 2 éq. +
(@] > (@) (0] o)
o7] H CH,Cl, _
OGIc(OPiv), 24h, t.a. HO OGIc(OPiv), OGIc(OPiv),
289a 294a: 22 % 294b : 38 %

Schéma 146 : Ouverture de la lactone du composé 289a

Le produit 294a est formé par cyclisation intramoléculaire du composé 295 via 1’ouverture de
I’époxyde par I’alcoolate en C7. En effet la configuration de 1’époxyde en anti de 1’alcoolate, favorise

la réaction de SN2 cyclisante, conduisant au composé 294a.

0. 9 TMSO.__0O COOH
TMSONa, 2 éq. %\ Sio, H
X -
o) CH,Cl, o) 0 o)
24 h, ta. H
H ’ . .
OGIc(OPiv), OGiIc(OPiv), HO OGIc(OPiv),
289a 295 294a

Schéma 147 : Mécanisme de formation du composé 294a

La configuration absolue du centre asymétrique en C8 peut étre confirmée par la corrélation NOESY

entre le proton H1 et un des protons H10. Cette corrélation ne peut exister que si le proton H8 est sur

la face . Cette observation confirme le mécanisme de SN, avec inversion de configuration.

COOH
H

Effet NOE

Schéma 148 : Effet NOE observé entre le proton H10 et le proton H1
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5.2.3 Conclusion

Grace au TMSONa nous avons développé une nouvelle méthode d’ouverture de lactones dans des
conditions apolaire et anhydre. Cette réaction a été appliquée a plusieurs lactones commerciales avec
succes.

R (@)

OH
0 + TMSONa + 1/2 H,0 > 1/2 (TMS),0 + Na* 'O)LM;Y
0 CH,Cl,

R

n t.a.

R =H, CHz (CH,)CHs
n=0,1,238

Schéma 149 : Schéma général d'ouverture des lactones

Une étude mécanistique par RMN a permis de montrer que la premicre étape de cette réaction est
I’étape cinétiquement déterminante et qu’elle passe par un mécanisme de type B,c2. De plus nous
avons pu observer que la soude présente dans le TMSONa joue un rdle catalytique et que I’eau du
milieu hydrolyse I’intermédiaire O-silylé.

Les conditions douces de la réaction d’ouverture de lactone par le TMSONa ont permis d’ouvrir les
lactones de composés hautements fonctionnalisés comme le sweroside (4) et ses dérivés 288 et 287.
Cette réaction est chimiosélective de la lactone méme en présence de nombreux esters ou d’époxyde
(287). Elle permet d’isoler facilement et rapidement les composés ouverts avec de bons rendements.
Bien que les temps de réactions puissent parfois atteindre 48 heures pour les composés les moins
réactifs, la conversion est toujours comprise entre 90 % et 100 % grace a I'utilisation d’un exces de
TMSONa. Enfin les composés ainsi obtenus constituent de nouveaux synthons chiraux fonctionnalisés

en C7, C8, C10 et C11, permettant I’accés a 4 nouveaux centres fonctionnalisés.

OGIc(OPiv),

Schéma 150 : Les quatre points de fonctionnalisation obtenu a partir du sweroside
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Chapitre4  Acces a des analogues de sécologanoside a

partir du sweroside et de I'oleuropeine

Dans ce chapitre nous allons présenter nos résultats concernant ’utilisation du sweroside (4) et de
I’oleuropéine (2) comme matiéres premicres pour la synthése d’analogues de sécologanoside. Nous
montrerons d’abord la conversion du sweroside (4) en sécologanoside (3) via une nouvelle méthode en
trois étapes séquentielles. Cette stratégie de synthése sera ensuite étendue aux dérivés oxydés du
sweroside (288 et 287). Enfin nous aborderons la synthése d’un nouveau dérivé isomérique du

sécologanoside a partir de I’oleuropéine (2).

1. Syntheése a partir du sweroside
1.1 Acces au sécologanoside

1.1.1  Rappels bibliographique

La conversion du sécologanoside (3) en sweroside (4) peut étre facilement effectuée par réduction au
NaBH,'®. Le processus inverse de conversion du sweroside (4) en sécologanoside (3) est, en
revanche, bien plus difficile a mettre en ceuvre. Jusqu’a présent une seule méthode de conversion a été
décrite dans la littérature. Cette méthode, développée par McLean ef al. en 1981, permet 1’accés au

sécologanoside & partir du sweroside en 7 étapes avec un rendement global de 69 %'*.

Cette transformation débute par 1’ouverture de la lactone du sweroside acétylé 139 par 1’action
d’iodure de triméthylsilyle (TMSI). Aprés work-up le composé instable 198 est directement méthoxylé
par une solution de diazométhane dans I’éther diéthylique pour donner le composé 296. Le produit
brut est obtenu aprés traitement aqueux avec un rendement de 94 % et est directement utilisé pour la

suite de la synthése.

TMSI,CHCl COH y §OMe
1,5 éq, t.a., 1h CH2N2’ Etzo
94%
H OGIc(OAc), 2 ctapes OGIc(OA
| OGIc(OAC), c(OAC)s o(OAC)s
139 198 296

Schéma 151 : Obtention du composé 140 a partir du tétraacétylsweroside 139

De nombreuses conditions oxydantes ou d’hydrolyses ont été testées par les auteurs pour déplacer
I’iode du composé 140. Cependant la plupart de ces essais ont été infructueux, trés souvent a cause de

la recyclisation de I’intermédiaire. En revanche, le composé 140 peut étre transformé en formate 297
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Accés a des analogues de sécologanoside a partir du sweroside et de [’oleuropeine

par I’action du formate de sodium dans le HMPA. Cette réaction est quantitative aprés 22 h a
température ambiante. La méthanolyse du groupement formate est effectuée par chauffage du
composé 297 dans un mélange MeOH / THF au reflux pendant une semaine. Le composé 298 est

ensuite obtenu aprés work-up de la réaction avec un rendement de 93 %.

CO,M CO,M CO,M
H 1 2"°  HCOONa, HMPA ’ H 7 2"¢  MeOH/THF by GO2Me
2,56éq., ta., 22h g 171
o reflux,
H 1 semaine H
OClc(OAC)s OGIc(OAc), 93 % OGIc(OAC),
296 297 208

Schéma 152 : Formation du composé 298 a partir de 140

Le composé 298 est alors oxydé par le PCC, pour fournir le tétraacétate de sécologanoside (133) avec
un rendement de 79 %. Le sécologanoside (3) est ensuite obtenu aprés déprotection du glucose par
I’action du carbonate de potassium dans le méthanol. L’aldéhyde peut étre sensible a la réaction de
déprotection en formant des hémiacétals, ou des acétals et faire diminuer le rendement. Pour éviter ces
problémes 1’aldéhyde est préalablement transformé in-sifu sous forme de diméthylacétal par I’action
d’une résine acide dans le méthanol. Le glucose est ensuite déprotégé, puis 1’aldéhyde est obtenu par
acidification du milieu par HCI. Selon les auteurs ce processus est quantitatif.

1) Amberlite IR-120,

y §OMe MeOH, ta., 14 h

H COQMe

HO PCC, NaOAc, Célite O 2) KCO3, t.a., 30 min
N e) CHQCLz 1h w0 3) HCL,H,O / THF, ta., 2 h
K 79 % | H 4)NaHCOj3 ta., 2 h
OGIc(OAc), OGIc(OAc), Co
8 133 quantitatif

Schéma 153 : Formation du sécologanoside 3 a partir de 298

Cette méthode, qui est jusqu’a présent la seule décrite, permet 1’accés au sécologanoside (3) a partir du
sweroside (4) avec un bon rendement global de 69 % selon les auteurs. Cependant ce procédé possede
quelques inconvénients :
» Il nécessite 7 étapes, et autant de traitement de la réaction et de purification.
» Le procédé est long et nécessite environ 10 jours pour obtenir le sécologanoside (3) a partir du
tétraacétate de sweroside (139).
» De nombreux produits dangereux et/ou toxiques sont utilisés : TMSI, CHCl;, CH,N,, HMPA,
PCC.
C’est pourquoi nous avons décidé de mettre au point une nouvelle méthode de conversion du
sweroside (4) en sécologanoside (3) qui soit plus rapide, plus efficace, moins polluante et moins

dangereuse pour [’opérateur.
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Synthése a partir du sweroside

De plus nous souhaitons que cette méthode puisse étre étendue aux dérivés du sweroside 287 et 289
précédemment synthétisés afin d’obtenir une petite chimiothéque de dérivés non naturels de

secologanoside.
1.1.2 Travaux personnels

L’étape clé dans la synthése de sécologanoside (3) a partir du sweroside (4) est I’ouverture de la
lactone du perpivaloylsweroside (201) par le TMSONa que nous avons décrit précédemment. A partir
du composé ouvert 202, nous pouvons envisager la formation du perpivaloylsécologanoside (299) par
différentes voies. Nous verrons d’abord une stratégie étape par étape permettant la formation de
nouveau synthons chiraux dérivés du sécologanoside, puis nous développerons la mise en place d’une
procédure en trois étapes séquentielles, donnant acces au perpivaloylsécologanoside (299) sans isoler

les intermédiaires.
1.1.2.a) Synthese étape par étape

L’acide carboxylique du composé 202 obtenu précédemment peut étre facilement méthylé par ’action
du triméthylsilyldiazométhane selon la réaction décrite par Seyferth et al. en 1968 **>*° et optimisée
par Aoyama, Shioiri e al. en 1981 *"*, Ce réactif est moins toxique, non explosif, thermiquement
plus stable et est plus facile d’utilisation que le diazométhane. En effet, la présence de ’orbitale d du
silicium stabilise la fonction diazométhyle par résonance p,-d, entre [’atome de carbone et
I’hétéroatome en o*”’.

La réaction a lieu dans un mélange toluéne / méthanol et 1’addition d’un équivalent de TMSCHN,,

permet d’isoler le composé 300 apres 15 minutes de réaction avec un bon rendement de 85 %.

COOH Y COOMe

H

TMSCHN, 1éq. HO
‘ 0
toluéne / MeOH : 5/ 1
OGIG(OPiv), ol OGIc(OPiv),
202 300

Schéma 154 : Méthylation de 202 par le TMSCHN,

Contrairement a son homologue acétylé (199), le composé 300 ne relactonise pas rapidement. Ainsi
lorsque le composé 300 est laissé a t.a. pendant plusieurs semaines, il n’y a pas formation du composé
201.
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COOM
Y e

HO

OGIc(OPiv), OGIc(OPiv),
300 201

Schéma 155 : La relactonisation de 300 est lente

Le composé 300 est ensuite oxydé par le PDC en présence d’acide acétique et de tamis moléculaire,

selon la méthode de Czernecki et al.>®

pour former le perpivaloylsécologanoside (299) avec un
rendement de 72 %.

M M
HCOO e HCOO e

HO PDC, 1,3 éq./ AcOH cat./ o
CH,Cl, / T.M. 4 A 16 h, ta.
o - o
72 %
OGIc(OPi OGIc(OPi
300°C1S(OP V) 299 0 CIc(OPIV

Schéma 156 : Formation du perpivaloylsécologanoside (299) a partir de 300

Cette méthode permet donc 1’accés au perpivaloylsécologanoside (299) a partir du sweroside (4) en
quatre étapes avec un rendement global de 46 %. Cependant cette méthode nécessite une purification
entre chaque étape, de plus la réaction de méthylation doit étre effectuée rapidement afin d’éviter la
relactonisation du composé 202. I a donc été envisagé de mettre au point une méthode séquentielle
permettant I’obtention du composé 299 a partir de 201 avec une seule purification.

Il est & noter que la protection directe du sécologanoside (3) en perpivaloylsécologanoside (299)
conduit a la formation d’un mélange complexe de composés et a une dégradation du sécologanoside.

M M
|_|COO e |_|COO e

PivCl, DMAP, Pyr.

OGilc OGilc(OPiv),
299

3

Schéma 157 : Le glucose du sécologanoside n'a pas pu étre directement pivaloylé

» Meéthoxylation de 291 et 292 par le TMSCHN,
11 est a noter que la méthode de méthoxylation par le TMSCHN, a aussi été appliquée aux composés
291 et 292 permettant 1’acces aux composés 301 et 302. Le composé 302 est obtenu avec un faible

rendement de 19 %. Méme apres 3 jours de réactions, 66 % du produit de départ est récupéré.
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p COOH y GOMe
HO TMSCHN, 1éq. HO
: _ N
>< toluéne / MeOH : 5/ 1 ><o O
o) OGIc(OPiv), 3jours, 1. a. 5 SGIc(OFi)
19 % 4
292 302

Schéma 158 : Formation du composé 302 par méthoxylation de 292

Le composé 301 est quant a lui obtenu avec un bon rendement de 85 % apres 15 minutes de réaction.

, COOH | COMe
TMSCHN,, 1éq. HO

toluéne / MeOH : 5/ 1

H .
: 15 min, t. a.
e} OGIc(OPiv), 85 % e OGlIc(OPiv),

291 301

Schéma 159 : Formation du composé 291 par méthoxylation de 301

1.1.2.b) Synthése en 3 étapes séquentielles

Nous avons tout d’abord envisagé de méthyler 202 directement apres ouverture compléte de la lactone
201 dans le méme ballon. Lorsque la réaction est compléte, le milieu est évaporé, puis le milieu est
dissous dans un mélange toluéne / MeOH : 5/ 1 et le TMSCHN, est ajouté. Malheureusement 1’ajout
de TMSCHN, au milieu réactionnel constitué de TMSONa en excés et de 202 ne permet pas
I’obtention de 300, méme apreés deux jours a t.a. et I’ajout d’un d’excés de TMSCHN, (jusqu’ & 5
équivalents). Le caractére basique du milieu réactionnel dégrade probablement le TMSCHN,,
empéchant ainsi la méthoxylation. De plus aprés 12 heures, un début de relactonisation est observée

par CCM.

) TMSCHN,
TMSONa, 2 éq. 16éq.456q.
CH,Cl, ] o
Conversion = 100 % tqueng/ MeOH : 5/1 H
OGIc(OPiv), OGIc(OPiv),  2lours.t-a. OGIc(OPiv),
201 202 300

Schéma 160 : L'addition de TMSCHN?2 sur le brut de 202 ne permet pas la méthylation

Nous avons donc entrepris d’oxyder 202 directement dans son milieu réactionnel par la méthode de

17, La lactone de 201 est alors ouverte par le TMSONa en présence de tamis

Czernecki et a
moléculaire 4 A et aprés consommation totale du produit de départ, le PDC et ’acide acétique sont
ajoutés. Apres 16 h de réaction a température ambiante, la conversion n’est que de 74 % (26 % de
produit de départ est récupéré apres purification) et le composé 303 est isolé avec un faible rendement

de 25 %.
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1) TMSONa, 2 éq. / CH,Cl, / 2 h, t.a.

2) PDC, 1,3 éq./ AcOH cat./
CH,Cl,/ T.M. 4 A 16 h, t.a.
c=74%,r=25% :
OGIc(OPiv), ° ° OGIc(OPiv),

201 303

Schéma 161 : Formation de 303 a partir de 201

» Détermination de la configuration absolue de 303
Il est intéressant de noter que la forme aldéhyde libre 304 n’est pas observée. La forme isolée est le
lactol 303 issu de la réaction d’acétalisation entre I’hydroxyle de 1’acide carboxylique et I’aldéhyde
libre. Cette réaction de cyclisation peut étre catalysée par I’acide acétique pour conduire a la forme

lactol qui est la plus stable, c’est aussi la forme naturelle de I’acide sécologanique (305) >4,

OGIc(OPiv),
= 304 =

Schéma 162 : Mécanisme d'acétalisation de 304

Dans la littérature la configuration absolue du centre asymétrique en C7 de 1’acide sécologanique

(305) n’est pas décrite. En revanche Damtotft er al.**” ont attribué les protons H7 des deux isoméres

acétylés 306 en se basant sur la conformation pseudo chaise du sweroside décrite par Verpoorte'®.

OGIc(OAC), OGIc(OAc),
306a 306b

Schéma 163 : Les deux isoméres 306a et 306b issu de I’acétylation de I’acide sécologanique 305

Dans le cas du composé 306a, le proton H7 est en position axiale et résonne sous forme de doublet de
doublet a 6,48 ppm (3J H7ax-teax = 10,5 Hz et que 3JH7ax_H6éq = 3,0 Hz). Pour le composé 306b le proton
H7 est en position équatoriale, et sort sous forme de triplet a 6,59 ppm, les constante de couplages

entre les deux protons H6 sont identiques et H7,, (3J H7éq-Heax = 37 H7eq-Heeq = 1,5 Hz).
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OGlc

H9éq

Heeq
Jax-éq,=

3,0Hz
H6ax

Jax-ax =
10,5 Hz

306a

Schéma 164 : Conformation pseudo-chaise des composés 306a et 306b

Cette forme lactol se retrouve dans d’autres iridoides naturels sous forme substituée. Parmi ces
composés nous trouvons le vogeloside (307) ****”, I’epi-vogeloside (308) ", le 6’-O-(7a-
hydroxyswerosyloxy)loganin (309) **, le chelonanthoside (310) **°, le (7R)-7-caffeoyloxysweroside
(311) %, (75)-7-caffeoyloxysweroside (312) ** ou encore I’adinoside E (313) **' et 1’adinoside D
(314) *'. Les mémes ordres de grandeurs des constantes de couplages sont constatées, par exemple
dans le cas du vogeloside (307) (3JH7ﬂ_H6a = 9,6 Hz et que 3JH75_H6/; = 2,4 Hz) et de I’epi-vogeloside
(308) CTrzecnsn = 2,9 Hz et *Tuzones = 2,0 Hz)™”.

MeO

OGlc OGlc
307 :7Rou7a 308:7Sou7p
HOOC CO,Me CO,Me
H H 311:7Rou 7a
X X .
HO 312:7Sou 7B
o) o)
| H OH H OH
O-_HO O-_HO
0 OH 0
0, _0__O

313:750u7p |y
314: 7R ou 7a OGlc 309

Schéma 165 : Iridoides naturels contenant une fonction lactol

Ces données peuvent nous permettre de définir la configuration absolue du composé 303, cependant

sur le spectre RMN 'H, le H7 sort sous forme de singulet large. De plus la constante de couplage entre
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les protons H6 et le proton H7 n’est pas observée. Cela peut s’interpréter par le fait que le composé
303 est en équilibre entre les formes a et § via ’ouverture et la refermeture du cycle. Cet équilibre

serait trop rapide pour étre observé par RMN a température ambiante.

OGIc(OPi OGIc(OPi
c(OPIv)s OGIc(OPiv), c(OPV)s
303b - 304 - 303a

Schéma 166 : Equilibre entre 303b et 303a via 304

Ainsi nous garderons la forme lactol sans la configuration absolue du centre asymétrique en C7 pour

décrire le composé 303.

» Optimisation de 1’étape d’oxydation de 202 pour I’obtention du perpivaloylsweroside (299).
Afin d’augmenter le rendement de la réaction d’oxydation de 202 et pour limiter 1’utilisation de réactif
toxique au chrome comme le PDC, nous avons choisi d’utiliser un oxydant de type periodinane. En
effet ces oxydants contenant un iode hypervalent présentent plusieurs avantages par rapport a des
agents a base de chrome ou de DMSO tels que : des conditions opératoires douces (température
ambiante et pH neutre), des temps de réaction plus brefs, des rendements plus élevés et des protocoles
plus simples. Nous avons préféré le réactif de Dess-Martin 315 (ou DMP) car il présente une meilleure
solubilité dans les solvants organiques®”’ que d’autres periodinanes tels que I’IBX (316) ou PhICl,

(317).

O O
Cl
\
0 0 N
|/\O Ac 1 Cl
/ /,
AcO bAc o OH
315 316 317
Dess-Martin Periodinane acide 2-iodobenzoique iodobezene dichlorure

Schéma 167 : Différents oxydants de type periodinane

Aprées ouverture de la lactone 201 par deux équivalents de TMSONa, le DMP est directement ajouté
au milieu réactionnel. Il est nécessaire d’utiliser un excés de DMP pour que la réaction soit totale. En
effet une partie du DMP est hydrolysée par le TMSONa en exces. Apres conversion totale (environ 2
h) la réaction est arrétée par 1’ajout d’une solution de Na,S,0; et de NaHCOs. Le brut obtenu apres
évaporation de la phase organique est directement méthylé par 1’ajout de TMSCHN, en présence
d’une quantité catalytique d’acide acétique. Aprés 30 min la réaction est arrétée par 1’ajout de silice et

le composé 299 est isolé avec un rendement global de 60 % en trois étapes.
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1) TMSONa, 2 éq. TMSCHN,, 1éq.,
CH,Cl,, 2 h, ta. AcOH (cat.)
2) DMP, 4 éq. toluéne / MeOH : 5/ 1
‘ H ) 3h,ta. . H . 30 min, t. a. l H .
OGIc(OPiv), OGIc(OPiv), OGIc(OPiv),
201 B 303 | 60 % 3 étapes 299

Schéma 168 : Méthylation directe de 303

Il est a noter que I'utilisation de 1’acide acétique en quantité catalytique est absolument nécessaire
pour effectuer la méthylation. En effet lorsque le TMSCHN, est ajouté directement sur le brut ou sur
le composé 303 isolé, la méthylation de 1’acide carboxylique n’est pas observée. La cyclisation sous

forme de lactol est trés stable.

TMSCHN,, 1éq.

toluéne / MeOH : 5/1,
30 min, t. a.

OGIc(OPiv), OGIc(OPiv),
303 299

Schéma 169 : 303 n'est pas méthylé sans AcOH

L’ajout d’acide acétique facilite ’ouverture de 1’hémiacétal cyclique en acide carboxylique et en
aldéhyde. La méthylation concomitante de 1’acide déplace 1’équilibre et 1’acide acétique peut &tre

utilisé en quantité catalytique.

AcOH cat.

OGIc(OPiv), OGIc(OPiv),
303 304

Schéma 170 : Ouverture du lactol 303 in-situ par AcOH

Cette méthode en trois étapes séquentielle présente plusieurs améliorations par rapport a la méthode
précédemment réalisée ¥’ :

» Deux étapes de moins.

» L’ensemble du procédé de conversion peut étre effectué en une journée a I’échelle du gramme.
» Une seule étape de purification sur chromatographie de gel de silice est nécessaire.
>

Utilisation de réactifs moins toxiques et moins dangereux.
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1) TMSONa, 2 éq.
CH2C|2’ 2 h, t.a.
2) DMP, 4 éq., 3h, ta.

3) TMSCHN, 1 éq.
AcOH (cat.)
toluene / MeOH : 5 /1 OGIc(OPiv),
30min, t. a.

OGIc(OPiv),

60 % 3 étapes

Schéma 171 : Résumé de la méthode séquentielle de conversion de 201 en 299

Le composé 299 peut étre déprotégé par I’action du méthanolate de sodium dans le méthanol. Le
milieu réactionnel est ensuite neutralisé par une résine échangeuse d’ion acide permettant 1’acces au
sécologanoside avec un rendement de 73 %. Les données spectrales du composé obtenu sont
identiques a celle d’un échantillon authentique de sécologanoside.

1) MeONa / MeOH
5h

2) IRC-50 Resin, 1h
73 %

OGIc(OPiv),
299 3

Schéma 172 : Déprotection de 299

Nous avons mis au point une méthode rapide et efficace de conversion du sweroside (4) en
secologanoside (3). Ainsi a partir d’'une seule source végétale il est possible d’avoir rapidement accés
a une plus grande quantité de sécologanoside (3). Nous allons maintenant utiliser cette méthode sur
les derivés non naturels du sweroside 287 et 289 permettant [’'obtention d’analogues du

secologanoside.

1.2 Acces aux dérivés dihydroxylés du sécologanoside

Nous avons précédemment montré que la lactone des composés 287 peut étre ouverte lorsque le diol
est protégé par un acétonide. Aussi nous avons appliqué la méthode séquentielle de conversion du
sweroside (4) en sécologanoside (3) aux composés protégés 288a et 288b. Le composé 288a est mis
en réaction avec le TMSONa dans le CH,Cl,. Lorsque la réaction est compléte (39 h) le DMP est
ajouté au milieu réactionnel, aprés deux heures et le work-up usuel, la méthylation par le TMSCHN;,

permet 1’obtention du composé 318 avec un rendement global de 68 % sur trois étapes.
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OGIc(OPiv),

288a

1) TMSONa, 2 éq.
CH,Cl, 39 h, t.a. o
2)DMP, 4 éq., 2 h, t.a.

3) TMSCHN,, 1&q.

AcOH (cat.) (@)

toluéne / MeOH : 5/ 1
30min, t. a.

OGIc(OPiv),

318
68 %, 3 étapes

H COzMe
MeO,C
O, (0]
><o OGIc(OPiv),
319:3%

Schéma 173 : Conversion de 288a en 318

Au cours de ce procédé un produit minoritaire (319) provenant d’une sur-oxydation de la fonction
alcool s’est également formé.

Les trois étapes séquentielles appliquées au dérivé 288b, ont permis la formation de 320 avec un
rendement de 52 %, sans traces de composé de sur-oxydation. L’étape d’ouverture de lactone est plus

rapide qu’avec 288a.

0. .0 1) TMSONa, 2 éq.
H CH,Cl, 24 h, ta. ,y CO2Me
N 2) DMP, 4 éq., 2 h, t.a. R O N
@)
><O ) © 3) TMSCHN,, 1éq. o !
. AcOH (cat.) >< :
o OGIc(OPiv)4 toluéne / MeOH : 5/ 1 o) OGIc(OPiv)4
288b 30 min, t. a. 320

52 %, 3 étapes

Schéma 174 : Conversion de 288b en 320

Les composés 318 et 320 sont des nouveaux dérivés du sécologanoside et constituent des nouveaux
synthons fonctionnalisés en C7, C8, C10 et C11 qui ne peuvent pas €tre obtenus facilement a partir du

sécologanoside (3).

1.3  Acces aux dérivés époxydés du sécologanoside

Précédemment, nous avons montré que la lactone des époxydes 289a et 289b peut étre sélectivement
ouverte par le TMSONa. La méthode séquentielle de conversion du sweroside (4) en sécologanoside
(3) a donc été appliquée aux composés 289a et 289b.

Le composé 289a est converti en analogue de sécologanoside 321 avec un rendement de 22 %. Lors de
ce procédé nous n’avons pas réussi a minimiser la formation du composé 322 (24 %). Cependant

aucun composé montrant une oxydation de 1’alcool primaire de 322 n’a été isolé.

o. o 1) TMSONa, 2 éq.
H CH,Cl, 16 h, ta. y GOOMe g $OOMe
N 2) DMP, 4 éq., 2 h, t.a. Ox X
o > o) * 0 o)
) 3) TMSCHN, 1éq. o H
© OGIc(OPiv), fc‘)‘fl?é':écla,\t/-l)eOH - OGIc(OPiv), HO OGIc(OPiv),
287a Ominta 321 (22 %) 322 (24 %)

Schéma 175 : Conversion de 287a en 321
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Concernant le composé 289b, la conversion en analogue de sécologanoside 323, procéde avec un
faible rendement de 20 %. Bien que nous n’ayons pas observé de composé de type 322 issu de
I’ouverture de I’époxyde, nous avons isolé le composé 324 comme sous-produit avec un rendement de
12 %. Ce composé est issu de la sur-oxydation de 1’aldéhyde en C7 en acide carboxylique suivi de la

méthylation par le TMSCHN,.

1) TMSONa, 2 éq. COOM COOMe
CH,Cl, 96 h, ta. o H © H
2)DMP, 4 éq., 2 h, t.a. MeOOC
o] o}
3) TMSCHN,, 1éq. o] H
© OGIc(OPiv), AcOH (C}at-) oH 5/ OGIc(OPiv), OGIc(OPiv),
287 toluepe MeOH :5/1 323 (20 %) 324 (12 %)
30 min, t. a.

Schéma 176 : Conversion de 287b en 323

Les composés 321 et 323 sont des nouveaux dérivés du sécologanoside qui ne peuvent pas étre
obtenus a partir du sécologanoside. Ces composés originaux sont obtenus facilement et avec un

rendement moyen d’environ 20 % sur 3 étapes.

2. Syntheése d’'un nouvel analogue isomérique du sécologanoside a
partir de I'oleuropéine

Pour obtenir une petite chimiothéque de nouveau sécoiridoides et pour obtenir un nouvel analogue
isomérique de sécologanoside de type 7, nous allons étudier la réactivité des esters de 1’oleuropéine

(2). Nous présenterons ensuite nos travaux concernant la réactivité des doubles liaisons.

HO 0._0O
H COZCH3 :@/\/ H COZCH3
HO N

) I

OGlc OGilc
2

= o

7

Schéma 177 : Obtention du composé cible 7 a partir de l'oleuropéine (2)

2.1 Réactivité de I'ester 3,4-dihydroxyphénéthylique vs
I'ester méthylique

L’objectif des différents essais effectués est de désymétriser les deux fonctions ester de I’oleuropéine :

I’ester méthylique et I’ester 3,4-dihydroxyphénéthylique.

2 OGlc

Schéma 178 : Les deux fonctions esters de I'oleuropéine (2)
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2.1.1 Essaide réduction directe de I'oleuropéine

Afin d’obtenir directement la fonction aldéhyde en C7, différents réducteurs ont été testés. Nous avons
d’abord envisagé de réduire 1’oleuropéine (2), puis l’oleuropéine protégée par des groupements

pivaloyles 325.

2.1.1.a) Par NaBH.

Nous avons vu précédemment que Bianco ez al.”’ obtiennent ’oleuropéinol (170) avec un rendement
de 85 % lorsque I’oleuropéine (2) est mis en réaction avec 20 équivalents de NaBH,.

Afin d’obtenir une régiosélectivit¢ de la réduction, nous avons essayé¢ de diminuer le nombre
d’équivalents de NaBH,. Cependant il n’y a pas de réaction avec 5 équivalents dans I’eau, ni avec 10
équivalents dans le MeOH ou le THF. Lorsque la réaction est conduite avec 5 équivalents de NaBH,
dans un mélange THF / MeOH : 6 / 1, nous observons la formation du composé¢ 177 avec un
rendement de 83 %. Cette observation nous permet de vérifier que I’ester 3,4-dihydroxyphénéthylique

est plus réactif que 1’ester méthylique face a la réaction de saponification.

HO o 0] (©) OH OH
HO X NaBH, + X
= o) > = )
voir conditions
OGlc dans le OGlc
2 tableau suivant 177
Schéma 179 : Formation de 170 et 177 par réaction du NaBH, sur l'oleuropéine (2)
Solvant Température Equivalents Résultats
H,O 0°C puis t.a. 5 Pas de réaction
THF / MeOH : 6/1 0°C puis t.a. 5 Acide 177, r=83 %
H,O 0°C puis t.a. 20 Diol 170, r =68 %
MeOH 0°C puis t.a. 10 Pas de réaction
THF 0°C puis t.a. 10 Pas de réaction

Tableau 11 : Comparaison des conditions de réduction de I'oleuropéine 2 par NaBH,
Bien qu’elle ne soit pas sélective cette réaction nous permet de mieux comprendre la réactivité de
I’oleuropéine (2). Les esters de 1’oleuropéine (2) sont trés peu réactifs, en effet il est nécessaire

d’utiliser jusqu’a 20 équivalents de NaBH, pour que la réaction de réduction soit compléte.
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Lorsque nous avons reproduit les mémes conditions que Bianco, nous obtenons le diol 170 est avec un

rendement de 68 %.

HO 0._0
j@/y y (O NaBH,, 20 éq.
HO X -

0 H,0, 60 h, t.a.
68%

o 0OGlc 170 OClc

Schéma 180 : Réduction non sélective de 1'oleuropéine (2) par le NaBH,

Nous avons aussi envisagé de réduire 1’oleuropéine perpivaloylé 325 par I’action du NaBH,. Ainsi
I’oleuropéine (2) est mis en réaction avec le chlorure de pivaloyle et la 4-DMAP dans un mélange

pyridine / CH,Cl, : 1/1, pour donner le perpivaloyloleuropéine (325) avec un rendement de 85 %.

HO 0__0O PivO 0__0O
CO,CHj3 v CO,CH,
H Piv-Cl, 18 éq. M
HO A 4-DMAP,06¢éq. ~  PiVO X
A O CH,Cl, / pyridine : 1/1 A0

1 semaine, t. a. .
2 OGlc 85% 325 OGIc(OPiv),

Schéma 181 : Pivaloylation totale de I'oleuropéine (2)
La réaction peut étre réalisée sur une échelle de 20 g et le composé 325 peut étre recristallisé dans le
méthanol chaud. La purification du composé 325, relativement peu polaire par rapport au produit de
départ, permet d’éliminer facilement les impuretés polaires présentes dans 1’oleuropéine (2) par

chromatographie.

Lorsque le composé 325 est mis en réaction avec 5 équivalents de NaBH, dans un mélange THF /
MeOH pendant 24h, le composé 326 est isolé avec un rendement de 83%. Ainsi les groupements
hydroxyle du phénol sont sélectivement déprotégés par le NaBH,, tandis que I’ester méthylique, 1’ester

3,4-dihydroxyphénéthylique et les esters pivaloyles sur le glucose ne sont pas déprotégés.

PivO 0._0O
g $0CHs , HO 20 co,cH
NaBH, 5éq. H 2-H3
PivO X

THF / MeOH " HO >
= 0]
24 h, ta. A0
. 83 %
325 OGIc(OPiv), ° 326 OGIc(OPiv),

Schéma 182 : Déprotection sélective du catéchol de 325

L’utilisation du NaBH, ne permet pas de réduire sélectivement les fonctions esters de 1’oleuropéine
(2), ni celles du perpivaloyloleuropéine (325). Cependant cela nous a permis d’observer la différence
de réactivité entre les esters en C7 et en C11 face a la saponification. De plus nous avons pu isoler le

2’,3,4°,6’-O-tetrapivaloyloleuropéine (326) par déprotection sélective des phénols par NaBH,. Nous
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allons donc voir les essais de réductions par des hydrures d’aluminium, ces réactions devant é&tre
réalisées dans des solvants aprotiques comme le THF, le substrat de départ sera le

perpivaloyloleuropéine (325).
2.1.1.b) Par LiAlH,

La réaction de 325 avec le LiAlH, dans le THF anhydre conduit a une dégradation du substrat de

départ. Aucun composé n’a pu étre isolé.

PivO 0__0O
V CO,CH;
H LiAIH,
PivO X — - Dégradation
_A__O

THF

325 OG|C(OPiV)4
Schéma 183 : Le LiAIH, dégrade le perpivaloyloleuropéine (325)

2.1.1.c) Parle DIBAI-H

Le DiBAI-H est un réactif qui est décrit pour réduire sélectivement les esters en aldéhydes®™*.

Cependant le composé 325 ne commence a réagir qu’apres addition de 4 équivalents de DiBAI-H.

Aucune sélectivité n’est alors observée car le milieu se dégrade rapidement.

PivO o__0
v CO,CHs y CO2CHs
H DiBAI-H Os. \
PivO X
P

= 0]

325 OGIc(OPiv), 327 OGiIc(OPiv),
Schéma 184 : Le DiBAI-H ne permet pas la réduction sélective du perpivaloyloleuropéine (325)

Ainsi la réduction directe et sélective de I’ester en aldéhyde du C7 de 1’oleuropéine (2) n’a pas pu étre
effectuée. Cependant nous avons pu constater que la saponification sélective de I’ester en C7 est
possible par I’action d’une base. Nous allons donc développer une stratégie permettant d’accéder a

I’aldéhyde 327 via une saponification sélective de 1’ester 3,4-dihydroxyphénéthylique.
2.1.2  Saponification sélective de l'ester phénolique

2.1.2.a) Traitement de I'oleuropéine par la soude

A partir de I’oleuropéine (2), I’oléoside-11-méthyle ester (177) est obtenu par saponification sélective
par NaOH selon la méthode d’Hanessian'®®. Malgré de nombreux essais le meilleur rendement que

nous avons obtenu est de 78 % alors qu’Hanessian décrit un rendement de 85 %.
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HO 0__0 HO.__0O
:@N , CO2CHs , COzCHs
HO N NaOH, 0,1 M, 2 éq. N

N0 H,O, 5 h, t.a. N0

78 %
2 OGlc 177 OGlc

Schéma 185 : Saponification sélective de I'oleuropéine 2 par NaOH

Cette réaction ayant lieu dans 1’eau avec la soude comme réactif, elle est particuliérement intéressante
comme méthode verte. Cependant la purification du composé 177 est difficile a cause de la forte
polarité du composé et des sous-produits proche en polarité, ainsi il est nécessaire d’effectuer plusieurs

colonnes chromatographiques en ¢luant le produit trés lentement ce qui rend le procédé trés long.

Enfin lorsque nous avons essayé de protéger le glucose de 177 par des groupements pivaloyles, les

conditions réactionnelles conduisent a la dégradation du substrat de départ.

HO_ _O
COZCH3
N Piv-Cl, 18 éq.
4-DMAP, 0,6 éq. -~ Dégradation
= 9 -
CH,Cl, / pyridine : 1/1
7 OGilc

Schéma 186 : Les conditions de la réaction de pivaloylation conduisent a la dégradation du composé 177

2.1.2.b) Traitement du perpivaloyloleuropéine (325) par le
DBU

Nous avons également envisagé d’effectuer la saponification sélective a partir du
composé protégé 325. Lorsque 1’oleuropéine (2) est perpivaloylé, la saponification @}
sélective de I’ester 3,4-dihydroxyphénéthylique peut étre effectuée par le DBU. Cette
base encombrée ne peut pas saponifier les groupements pivaloyle sur le glucose®”. Malheureusement
la réaction entre le perpivaloyloleuropéine (325) et 5 équivalents de DBU permet d’isoler 1’acide 328

avec un rendement médiocre de 30 %.

Pi HO O 0]
O COZCH3 CO2CH3 H (:OZCH3
DBU, 5 &q.
PivO A

1o THF/H20:1/1
24 h, t. a.

OGlc(OPiv), OGlIc(OPiv), OGIc(OPiv),
325 328:30 % 326:15%

= (0]

Schéma 187 : Saponification sélective de 325 par le DBU

Plusieurs raisons peuvent expliquer ce faible rendement, d’une part la réaction n’est pas compléte et

I’ajout de DBU supplémentaire ne permet pas d’améliorer la conversion. Le mélange réactionnel est
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alors constitué du produit de départ 325, du composé attendu 328 et du composé 326. Le composé 326
est le composé intermédiaire de la réaction. En effet les pivaloyles phénoliques sont hydrolysés en
premier de par la relative acidité des hydroxyles phénoliques (pKa = 9,5). D’autre part la séparation
des composés 326 et 328 du mélange réactionnel est difficile. Bien que possédant une différence de Rf
significative (ARf = 0,1 ; CH,Cl, / MeOH : 95/5), les produits ont tendance a co-éluer. Ce phénoméne
est probablement dii a la présence de DBU résiduel dans le milieu réactionnel méme aprés traitement
aqueux acide.

Afin d’améliorer le rendement de cette réaction nous avons choisi d’utiliser le TMSONa. Comme nous

I’avons vu précédemment, cette base ne déprotege pas les groupements pivaloyle sur le glucose.

2.1.2.c) Traitement du perpivaloyloleuropéine par le

TMSONa

La réaction du composé 325 avec 3 équivalents de TMSONa permet d’obtenir le composé 328 avec un

rendement 1solé de 60 %.

PivO o. _O HO__O HO 0._0
'V CO,CHs 1 CO2CHs CO,CHs
H TMSONa, 3.3 éq. H
PivO A A HO X
_ o) CHCl, = o + _ o)
24h, t. a.
325

OGIc(OPiv), OGIc(OPiv), OGIc(OPiv),
328:60 % 326:10 %

Schéma 188 : Saponification sélective de 325 par le TMSONa

Bien que la conversion ne soit pas compléte, la présence du composé 326 dans le milieu réactionnel ne
pose pas de probleme de purification et les deux composés 326 (10 %) et 328 (60 %) peuvent cette
fois étre facilement séparés sur une colonne chromatographique sur gel de silice.

Cette méthode a été appliquée avec le méme rendement sur plusieurs grammes permettant ainsi de
différencier les deux fonctions esters du perpivaloyloleuropéine (325). Ces deux fonctions

carboxyliques différenciées du composé 328 en font un nouveau synthon utilisable en synthése.

2.2 Obtention du 9-dehydro-10-(H)-
perpivaloylsécologanoside

Afin d’obtenir le composé attendu 299, il est maintenant nécessaire de réduire sélectivement 1’acide

carboxylique.

2.2.1 Réduction sélective de I'acide carboxylique

La méthode de Lane et al.*'*"

qui utilise le BH;.SMe, comme réducteur sélectif de la fonction acide
carboxylique a été employée pour la réduction des composés 328 et 177. Ces conditions se sont

révélées plus appropriées pour la réduire le composé 328. En effet, I’alcool 329 est formé avec un
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rendement de 60 % en deux heures alors que la réaction ne démarre pas en faisant réagir 177 sur 2

jours et avec un exces de BH;.SMe,.

HO___O
002CH3 H COQCH3
H BH3.SMe, 1,3éq.  HO

X - N

o THF A_O
2 h,ta.
i 60% OGlIc(OPiv),

328 OGIc(OPiv), 329

Schéma 189 : Réduction sélective de 328

Il est a noter qu’aucune relactonisation du composé 329 n’est observée, méme aprés conservation du

produit plusieurs mois a température ambiante aucune trace du composé 330 n’est observée.

o__0O
H CO,CH3 H
HO N
(@] > = O
OGIc(OPiv), OGIc(OPiv),
329 330

Schéma 190 : Le composé 329 ne relactonise pas tout seul.

Nous pouvons penser que la présence de la double liaison exocyclique trisubstituée empéche la

lactonisation.
2.2.2 Oxydation de I'alcool

L’alcool du composé 329 a ensuite été oxydé selon la méthode de Czernecki er al.*”. Le 9-déhydro-
10-(H)-perpivaloylsécologanoside (327) est formé avec un rendement de 70 % a partir de 329 et avec

un rendement global de 21 % a partir de 1’oleuropéine (2).

CO,CH
H COQCH3 PDC, o H 2 3
HO N AcOH cat. _ N AN
2 h, t.a.
i 0 OGilc(OPiv
399 OCIC(OPiv), 70% 327 ( )a

Schéma 191 : Formation de 327 par oxydation de 329

Le composé 327 représente un nouveau type d’analogue isomérique du sécologanoside, de plus le
glucose étant déja protége il peut étre directement engagé dans des synthéses chimiques classiques.
Enfin, bien qu’il existe des alcaloides indolo-monoterpéniques possédant une double liaison

exocyclique trisubstituée comme la talbotine (331) *'*

, aucun aldéhyde de type 327 n’a été jusqu’a
présent isolé dans la nature. Ce synthon original 327 pourrait donc étre utilisé pour la synthése de

dérivés de la talbotine.
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331
talbotine

Schéma 192 : structure de la talbotine (331)

2.3 Etude de la réactivité de la double liaison exocyclique

Apreés avoir validé I’approche nous permettant d’accéder a un analogue du sécologanoside a partir de
I’oleuropéine (2). Nous avons envisagé d’étudier la réactivité des doubles liaisons et plus
particuliérement celle de la double liaison exocyclique. En effet, la synthése de composés
fonctionnalisés en C8 et/ou C9, couplée avec la méthode de formation de 1’aldéhyde en C7,
permettrait 1’obtention de nouveaux analogues de sécologanoside. Pour cela nous avons étudié des

réactions d’oxydation des doubles liaisons.

H
H
HO

O

2 OGlc

Schéma 193 : L'oleuropéine (2) posséde une double liaison exocyclique et une double liaison conjuguée
2.3.1 Essaid’époxydation

L’époxydation de la double liaison exocyclique C8-C10 créerait deux nouveaux centres asymétriques
de réactivité différente, qui pourront alors subir de nouvelles transformations structurales. Cependant,
a notre connaissance, il n’y pas d’exemple d’époxydation des doubles liaisons de 1’oleuropéine dans
la littérature. C’est pourquoi, afin d’obtenir un époxyde en position C8-C9 nous avons essayé diverses
conditions d’époxydation sur différents substrats.

D’une part sur les composés non protégés, comme 1’oleuropéine (2) et 1’oleuropéinol (170) d’autres
parts, sur les composés protégés, comme le perpivaloyloleuropéine (325), I’acide 328, 1’alcool 329 et
le perpivaloyloleuropéinol (332).

Le composé 332 est obtenu par pivaloyation de 1’oleuropéinol (170) avec un rendement de 70 % apres

6 jours de réaction.
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OPiv

Piv-Cl, 18 éq. .
4-DMAP, 0,6 éq. PivO
» j 0
CH,ClI, / pyridine : 1/1
OGIc 6 jours, t.a. .
170 70 % 332 OCIC(OPIV),

Schéma 194 : Pivaloylation compléte de 170

Les différents réactifs utilisés sont le peroxyde d’hydrogéne, 1’acide méta-chloroperbenzoique
(mCPBA), I’acide peracétique et I’eau de Javel dans les conditions de Katsuki-Jacobsen®"* ",

De ces différents essais, il s’est avéré que les composés de départs sont assez peu réactifs car apres un
temps de quelques heures de réaction (1-16h), il est possible de récupérer entre 35 a 63 % de produit
de départ. Cependant au cours du temps de la réaction ils subissent une dégradation essentiellement
due a des réactions d’hydrolyses. En effet I’analyse par CCM montre ’apparition du glucose pivaloylé

et de I’hydroxytyrosol (176).
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n®  Substrat réactifs solvant éq. T (°C) t.r. Résultat
H,0, 30% MeOH/  3éq. 52 % de départ +
1 2 t.a. 24 h
NaOH H,O 5€q. dégradation
H,0, 30% MeOH/  3éq. )
2 170 t.a. 24 h dégradation
NaOH H,O 5 €q.
Formation de HL25,
3 332 mCPBA 70 %  CH,Cl, 2 ¢&q. t.a. 16 h |
observé en RMN "H du brut
6 325 mCPBA 70 %  CH,Cl, 2 éq. t.a. 96 h départ + dégradation
mCPBA 70 % )
7 325 CH,Cl, 2 €&q. t.a. 96 h départ + dégradation
NaHCO3
8 325 mCPBA 70 %  toluéne 2 éq. 50 °C 48 h départ + dégradation
Mélange complexe
9 325 mCPBA 70 %  toluéne 5 éq. 80 °C 16 h 333 observé dans le brut en
RMN 'H
NaOCl, _
2 éq. 0°C puis 63 % de départ +
10 325 catalyseur de CH,Cl, 60 h )
3 %mol t.a. dégradation
Jacobsen (R,R)
35 % de départ +
11 328 mCPBA 70 %  CH,CL, 2 é&q. t.a. 96 h )
dégradation
t.a. puis 16 h, )
12 328 AcOOH35%  CH,Cl, 2 éq. ) départ + dégradation
50°C  puisSh
13 329 mCPBA 70 %  CH,Cl, 1,3 ¢q. t.a. 16 h départ + dégradation
14 329 mCPBA 70 %  CH,Cl, 2 €q. t.a. 16 h départ + dégradation
15 329 mCPBA 70 %  Toluene 2 éq. 50°C 15h dégradation

Tableau 12 : Essais d'époxydation a partir de 1'oleuropéine (2) et de ses dérivés

Lorsque le substrat de départ est 325, nous n’observons pas de réaction avec le mCPBA dans le
CH,CI, a température ambiante. Cependant aprés plusieurs heures, le produit de départ se dégrade que
ce soit en présence de NaHCO; ou non. Cette dégradation est observable par 1’apparition de plusieurs
composés révélés en CCM, dont le glucose pivaloylé. Le caractére acide du mCPBA et de 1’acide
méta-chlorbenzoique (mCBA) facilite cette dégradation par hydrolyse acide de la liaison osidique.

En revanche lorsque le composé 325 est mis en réaction avec le mCPBA dans le toluéne a 80 °C, nous
pouvons observer la formation plusieurs produits. L’analyse du brut réactionnel aprés traitement
aqueux basique par RMN 'H, 13C, COSY, HSQC et HMBC permet d’identifier dans le mélange un
produit majoritaire 333. Pour ce composé, ’ester 2,4-dipyvaloylphénethylique est toujours présent,

mais nous observons que le proton H3 est plus blindé que dans le produit de départ avec un
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déplacement chimique de 6,67 ppm soit un blindage de 0,69 ppm par rapport au produit de départ. Ce
déplacement qui ne correspond pas a un proton sur un ¢poxyde, montre que I’époxyde a été ouvert.
Les carbones C3 et C4 sont a des déplacements chimiques de 88,4 et 82,7 ppm respectivement ce qui
correspond bien a des carbones de type —C-O-. De plus, en HMBC, le carbone C3 corréle avec le CO
du mCBA, ce qui montre que I’attaque du mCBA s’est fait sur le carbone C3. Enfin nous pouvons
observer que le proton HS est fortement blindé avec un déplacement chimique de 3,40 ppm, et le
carbone correspondant est & 58,4 ppm ce qui correspond a un époxyde. Nous proposons donc la

structure suivante pour le composé 333.

PivO 0._0 Pi MeO,C OH Cl
; PivO O
PivO A mCPBA, 2 éq. \Q\/\O o

AN_O toluéne, 80 °C, 12 h o

+ mélange complexe

OGIc(OPiv), OGIc(OPiv),

333 : nonisolé

Schéma 195 : Formation du composé majoritaire 333 et a partir de l'oleuropéine (2) aprés réaction avec le
mCPBA
A partir de ces observations, il semblerait la double liaison endocyclique soit la plus réactive envers la
réaction d’époxydation, cette observation est cohérente avec les résultats de Mc Lean ef al. pour
I’époxydation du sécologanoside®.
Cependant 1’époxyde formé doit étre trés réactif au point que le mCBA puisse s’additionner dessus.
Enfin la double liaison exocyclique est aussi époxydée, il n’y a donc pas de sélectivité pour la réaction

d’époxydation du composé 325.

Dans le cas de la réaction entre le perpivaloyloleuropéine (332) et le mCPBA (entrée 3), un produit
majoritaire est observé par RMN 'H dans le brut réactionnel. Ce composé pourrait correspond au
compos¢ 334 pour lequel I’époxyde endocyclique aurait été ouvert par 1’acide méta-chlorbenzoique
(mCBA) présent dans le milieu comme pour les composés. De plus I’analyse du brut par spectrométrie

de masse montre un pic majoritaire correspondant a la masse molaire de 334.

OPiv Cl
H | OH Aq
PBA, 2 &q.
MCPBA, 2 éq _ PO ©
_ o)
CH2C|2, t.a., 16 h
OGIc(OPiv non isolé OGIc(OPiv
332 ( )4 334 ( )4

Schéma 196 : Réaction entre le mCPBA et le composé 332
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Malgré les différentes conditions utilisées, aucune sélectivité n’a pu étre observée. Les composés que
nous avons identifiés a I’issue des réactions d’époxydation de 325 et 332, montre que la double liaison
endocyclique est la plus réactive vis-a-vis des réactions d’époxydation. C’est pourquoi nous n’avons
pas poussé plus loin les investigations concernant la réaction d’époxydation sur I’oleuropéine et ses

dérivés.
2.3.2  Essai de dihydroxylation

Nous avons essayé d’effectuer la dihydroxylation de la double liaison exocyclique dans les conditions
de Mc Lean®' modifiées que nous avons précédemment utilisées sur le sweroside (4). Lorsque le
perpivaloyloleuropéine (325) est mis en réaction avec le tétroxyde d’osmium en quantité catalytique
en présence de NMO dans un mélange THF / HO : 6 / 2,5 pendant 48 h a température ambiante la
conversion n’est pas compléte et nous observons essentiellement de la dégradation (sucre pivaloylé et
dipivaloylhydroxytyrosol) sur CCM. Cependant 1’analyse attentive du brut réactionnel par RMN 1D et
2D, aprés traitement aqueux, montre une faible quantité (< 10 %) d’un composé dont les protons H8
résonnent a 4,4 ppm et dont le déplacement du proton H3 est toujours de 7,37 ppm. Ce composé

pourrait correspondre au diol 335.

Pi PivO o.__0O
o 020 co,cH, 050, 3%mol 1 CO2CH;
M NMO 1,5 éq. _ . .
PivO A PivO Xy + dégradation
P THF / H,O (6 /2,5) O
48 h./ t.a. OHOH
325 OGiIc(OPiv), 335 - non isolé OGIc(OPiv),

Schéma 197 : Réaction de dihydroxylation du perpivaloyloleuropéine (325)

Faute de temps nous n’avons pas pu optimiser cette réaction. Malgré une forte proportion de
dégradation, nous avons pu observer une sélectivité au niveau de la double liaison exocyclique. Ces
résultats sont encourageants pour la mise au point de conditions optimisées permettant 1’isolement du

composé¢ 335.
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3. Conclusion du chapitre 4

Au cours de ce chapitre nous avons mis au point une nouvelle méthode séquentielle d’obtention du
sécologanoside (3) a partir du sweroside (4). Cette méthode rapide, siire et efficace a été étendue aux
dérivés fonctionnalisés en C8 et C10 du sweroside (4) permettant 1’accés a des nouveaux synthons
hautement fonctionnalisés de type sécologanoside. La mise au point d’une méthode de réduction
sélective de I’oleuropéine (2) a permis 1’obtention du 9-déhydro-10-(H)-perpivaloylsécologanoside
(327), nouvel analogue isomérique du sécologanoside. Ces nouveaux aldéhydes peuvent étre utilisés
comme produits de départs pour la synthése de nouveaux alcaloides indolo-monoterpéniques, par
couplage avec la tryptamine ou ses dérivés.

De plus I’étude de la réactivité des doubles liaisons de I’oleuropéine (2) a permis de montrer que les
réactions d’époxydation et de dihydroxylation sont peu sélectives et peu efficaces.

Enfin pour chacune de ces méthodes décrites les composés intermédiaires ont €té isolés et constituent
de nouveaux synthons chiraux utilisables en synthése asymétrique. Grace aux différentes méthodes de
synthése développées nous avons pu accéder a une grande diversité chimique a partir de maticres

premiéres chirales extraites de source renouvelable.

Dans la partie suivante nous allons utiliser ces études de réactivité de l’oleuropéine (2), du
sécologanoside (3) et du sweroside (4) pour définir le composé de départ idéal pour la synthése de
composés naturels marins de types xénicanes. Nous verrons ensuite I’étude de différentes voies de

synthese pour aller vers 1’obtention ces composés a partir du sweroside.
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OGIc(OPiv), OGIc(OPiv),
. , COMe . y COzMe
X X
O o (0]

H
OGIc(OPiv), ><o OGIc(OPiv),

CO,CH; CO,CH,4
OGlIc(OPiv), OGilc

Formation
d’analogues de
sécologanoside
HO (0]
HO CO,CH3
X
HO
S N0
o~ (0]
OGIc(OPiv),

OGIc(OPiV)y |,
HO

CO,H

OGle OGIc(OPiv),
CO,Me y COR
HO.__O S
c:och3 o
OGIc(OPiv), CO,R || H
HO H OGIc(OPiv),
OGIc(OPiv),
\ OGlc

H
OGIc(OPiv),
R = H, OMe

Obtention de synthons chiraux a partir des
matiéres premiéres extraites de I'Olea europeae
et du Lonicera tatarica

HO 0. _0
DN COCH3
H
¢ HO X

= 0]

A OGlc
Figure 40 Resume de 'obtention d'analogues de sécologanoside et de synthons chiraux a partir de I'oleuropéine et du swer051de







Chapitre 5 Vers la synthese de xénicanes a partir du

sweroside

Ce chapitre est dédié aux différentes stratégies de synthéses devant conduire a 1’obtention de
diterpénes marins de la famille des xénicanes. Avant de présenter nos travaux, nous ferons un rappel
bibliographique pour définir les squelettes de ces composés, repérer leurs sources naturelles et leurs
activités biologiques et connaitre les différentes synthéses totales décrites dans la littérature.

Sur la base des résultats obtenus a partir de 1’étude de la réactivité de I’oleuropéine (2), du
sécologanoside (3) et du sweroside (4), nous définirons le choix de la matiére premiére « iridoide »

que nous allons utiliser pour les différentes stratégies de synthése envisagées.

1. Les xénicanes

1.1 Introduction

Les xénicanes sont des diterpénes d’origine marine possédant un carbocycle a neuf carbones

caractéristique.

squelette carboné
des xénicanes

Schéma 198 : Structure carbonée des xénicanes
Le premier composé de type xénicanes a avoir été caractérisé est la xénicine (336) qui fut isolée en

1977 par Schwartz et al. a partir des coraux mous Xenia elongata (Classe : Anthozoa, Sous-classe :

Octocorrallia, Ordre : Alcyonacea, Famille : Xeniidae).

© Jake Pehrson

Figure 41 : Photos de coraux mous Xenia elongata (Jake Pehrson, http://aquaticdatabase.com)

La xénicine (336) se caractérise par un cycle dihydropyrane fusionné a un méthyl-trans-cyclononéne

via une jonction de cycle trans. Les auteurs ont pu déterminer la configuration absolue grace a la
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diffraction par rayon X. Ce type de cyclononéne est rare dans la nature puisque jusqu’a présent seuls
les sesquiterpénes de types caryophylléne (337) sont connus pour posséder aussi ce carbocycle a neuf

carbones avec une double liaison trisubstituée ¢rans et une double liaison exocyclique.

Me H
Me ‘
=
|f|
336 337
xénicine caryophylléne

Schéma 199 : Structure de la xénicine (336) et du caryophylléne (337)

Depuis ’isolement de la xénicine (336) en 1977, plus d’une centaine de xénicanes différents ont été
isolés. Ils peuvent étre classés selon 5 groupes :
» les xénicines: possédant un squelette dihydropyrane-cyclononane de type 2-
oxabicyclo[7,4,0]tridécane’'
> les xeniolides : possédant un squelette 3-lactone-cyclononane®'’. Ils peuvent étre divisés en
xéniolides A et xéniolides B'"®
» les xeniaphyllanes: possédant un squelette de caryophylléne prénylé de type
bicyclo[7,2,0Jundécane’”’
» les xeniaéthers possédant un squelette tétrahydrofurane-cyclononane de type
oxabicyclo[7,3,0Jundécane®™
» les azamilides possédant le cycle A sous forme ouverte et le cyclononéne acétylé par des

: 21
acides gras en C16-Cao’
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xénicines xéniolides A xéniolides B xéniaphyllanes

xéniaéthers azamilides

Schéma 200 : Les différents types de xénicanes

1.1.1 Les différentes sources de xénicanes

Aprés la premiére extraction de la xénicine (336) de Xenia elongata, d’autres xénicanes ont été isolés
de différents ordres de coraux : Alcyonacea, Helioporacea, Stolonifera, Gorgonacea. Ils ont aussi été
isolés dans des algues de 1’ordre des Dictyotales. Ces diterpénes sont généralement isolés avec un
faible rendement de 1’ordre de 0,0005 % a 0,3 % et ne peuvent pas étre extraits en grandes quantités a

partir des coraux ou des algues.
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Le tableau suivant montre les différents coraux dont ont été isolés des xénicanes :

Ordre Famille Genre Espéce Réf.
Xenia elongata 316
Xenia macrospiculata 317.322
Xenia obscuronata 319
Xenia membranacea 323326
Xenia garciae 327
Xenia florida 328330
Xeniidae Xenia umbellata 331332
Alcyonacea Xenia novaebrittanniae 333
Xenia viridis 34
Anthelia edmonsoni 335
Anthelia glauca 336,337
Cespitularia hypotentaculata 38
Asterospicularia laurae” 339342
Alcyoniidae Alcyonium aureum 37
Nephtheiidae Capnella thyrsoidea 3
Acalycigorgia inermis 344346
Gorgonacea® Acanthogorgiidae
Acanthogorgia turgida 7
Helioporacea Helioporidae Heliopora coerulea -
) B ) inflata var. 249
Stolonifera Clavulariidae Clavularia
luzoniana

Tableau 13 Les différentes sources de xénicanes parmi les coraux

) AN 3 2
Figure 42 : Photos d’une espéce d’Anthelia (Mark Rosenstein), de Capnella thyrsoidea (Johan Swanepoel) et
d’Heliopora-coerulea (http://www.starfish.ch)

® Famille non définie mais proche des Xeniidae

¢ Depuis 2002, tous les taxons de I’orde Gorgonacea sont inclus dans I’ordre des Alcyonacea®”.
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Les xénicanes isolés d’algues ont tous €té isolés dans la famille des Dictyotacea et dans trois genres

différents :

Ordre Famille Genre Espéce Réf.

Dictyota crenulata 1

Dictyota flabellata !

Dictyota dichotoma 352
Dictyota divaricata 353336

Dictyotales Dictyotacea Dictyota ciliolata ¥

Dilophus guineensis 358

Dilophus ligulatus 9

Dilophus fasciola 360

Dilophus spiralis 360

Padina pavonia (L.) Gaill. 361

Tableau 14 Sources de xénicanes parmi les algues de la famille des Dictyotacea

=

) &

Figure 43 : Photos de Dictyota dichotoma (photo 1 : Alberto Romeo, photo 2 : Ignacio Barbara)

Malgré le nombre d’études grandissantes concernant les xénicanes, leur biosynthése n’est pas

clairement élucidée et ils ne constituent pas de marqueurs taxonomiques.

1.1.2  Activités biologiques des xenicanes

Ces diterpenes jouent un role défensif pour les coraux comme pour les algues. De nombreux tests
biologiques ont été rapportés. Nous allons classer les différentes activités et les structures des

molécules les plus actives.

1.1.2.a) Activité anticancéreuse

L’activité biologique la plus rapportée pour les xénicanes est la cytotoxicité. La nature des cellules
cancéreuses testées, variant d’une étude a I’autre, rend difficile 1’analyse des évaluations biologiques.

Parmi les composés les plus actifs, 1’équipe de Falkowski’®* a montré que le composé 338 induit
I’apoptose sur des cellules épithéliales immortelles W2 (50 % de cellules mortes a 12 pM) et inhibe de
61 % la croissance de cellules épithéliales D3 résistantes a I’apoptose (suppression des protéines pro-

apoptotiques Bax et Bak) a une concentration de 12 pM>®,
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Schéma 201 : Structure de 338

Nous pouvons également relever les activités des composés suivants :
» La novaxénicine B (339) qui induit I’apoptose dans des cellules de mammiféres transformées

(A-293) a une concentration de 1,25 pg/mL>*.

339
novaxénicine B

Schéma 202 : Structure de la novaxénicine B (339)

» Les florxénilides A (340) et B (341) sont cytotoxiques sur les cellules humaines de cancer du
cOlon (WiDr) et inhibent 50 % de la croissance des cellules cancéreuses aprés 72 h a des
concentrations respectives de 2,7 et 1,9 pg/mL soit 4,5 et 3,7 uM. Aucune inhibition de la
croissance des cellules de carcinome épidermique (KB) ou de carcinome du foie humain

» 1328
(Hepa) n’a été observée™ .

OH

340 341
florxénilide A florxénilide B

Schéma 203 : Structure des florxénilides A (340) et B (341)

» Le blumiolide C (342) et le xéniolide F (343) sont cytotoxiques contre les tumeurs de lignée

cellulaire P-388 (leucémie lymphatique de souris) avec des ICsy respectives de 0,2 et de 4,7
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uL/mL*"®, De méme le composé 344 (dont la structure est proche du florxénilide F) a montré

une activité cytotoxique sur les lignées cellulaires P-388 avec une ICs, de 0,5 pg/mL**’.

342 343
blumiolide C xéniolide F

Schéma 204 : Structure du blumiolide C (342), du xéniolide F (343) et de 344

» L’astérolaurine L (345) a montré une cytotoxicité modérée contre les lignées cellulaires
cancéreuses Hep-2 (carcinome de larynx humain), Daoy (méduloblastome humain), MCF-7
(carcinome de sein humain), WiDr (adénocarcinome de c6lon humain) avec une ED50 de
4,12 ; 6,23 ; 4,09 et 6,08 pg/mL respectivementm. L’astérolaurine A (346) est cytotoxique

contre les cellules Hep-2 avec une ICs, de 8,9 uM340.

345 346
astérolaurine L astérolaurine A

Schéma 205 : Structure des astérolaurine L (345) et A (346)
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» Les acalycixéniolides E, F, G, H, 1, J, K, L (347-354) ont montré une cytotoxicité contre les

cellules leucémiques de la lignée K562 avec des LCsy entre 4,7 et 0,2 ug/mL (voir Tableau
15).
CO,Me

347 348 349 350
acalycixeniolide E acalycixéniolide F acalycixéniolide G acalycixéniolide H

OH
OH

351 352 353 354
acalycixéniolide | acalycixéniolide J acalycixéniolide K acalycixéniolide L

Schéma 206 : Structure des acalycixéniolides E-F (347-354)

Le xéniolide A (355) présente une bonne cytotoxicité contre les mémes lignées cellulaires avec une

LCso de 40 ng/mL.

345
xéniolide A

Schéma 207 : Structure du xéniolide A (355)

I est intéressant de noter que la présence du groupement diméthylvinyle terminal (348) augmente
fortement 1’activité par rapport au composé ayant un groupement alléne (347, 349) ou vinyle substitué

dans cette position(350, 353)**-43363
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Composés K62
(LCsp, pg/mL)
347 4,7
348 0,2
349 1,6
350 3,9
351 1,2
352 2,0
353 1,8
354 1,5
345 0,04

Tableau 15 : Cytotoxicité des acalycixéniolides E-F (347-344) et du xéniolide A (344) contre les cellules
leucémiques humaines K562
Les xénicanes peuvent représenter un nouveau chimiotype pour le développement de nouveaux agents
chimiothérapeutiques. Le mode d’action et les cibles restent pour le moment a élucider, jusqu’a

présent 1'étude la plus compléte est celle de Falkowski et al.**

dans laquelle les auteurs prouvent une
induction de I’apoptose par des xénicanes. Nous pouvons noter que les composés cytotoxiques décrits

Jjusqu’a présent appartiennent a la famille des xéniolides de type A ou a la famille des xénicines.

1.1.2.b) Activité antibactérienne

Des activités antibactériennes ont aussi été mises en évidence, ainsi le xeniolide I (356) posséde une
activité antibactérienne a 1,25 ug/mL sur Escherichia coli et Bacillus subtilis cependant les conditons
du test biologique ne sont pas décrites et il n’est pas précisé si la concentration indiquée est une
concentration minimale d’inhibition (MIC) ou une concentration pour laquelle la croissance des

bactéries est diminuée de moitié (EDSO)333

356
xéniolide |

Schéma 208 : Structure du xéniolide I (356)

La désoxyhavannahine (357) montre une concentration minimale d’inhibition de 48 pg/mL sur des
souches bactériennes marines de la mer rouge (RSW-2: Arthrobacter sp. KP17 et RSW-3:
Arthrobacter sp. Muzt-E04)***
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357
désoxyhavannahine

Schéma 209 : Structure de la désoxyhavannahine (357)

1.1.2.c) Activité anti-inflammatoire

La production de I’anion superoxide O,  est impliquée dans la réaction inflammatoire et I’étude de
I’inhibition de sa production constitue un test rapide pour évaluer le potentiel anti-inflammatoire de
composés chimiques. A I’aide de ce test, il a été montré que la tsitsixénicine A (8) et la tsitsixénicine
B (358) a une concentration de 1,25 pg/mL inhibent respectivement de 68 % et de 21 % la production

. . . 4
de superoxide dans des neutrophiles humains™*.

(:)Ac

8 358 359
tsitsixénicine A tsitsixénicine B astérolaurine D

Schéma 210 : Structure des tsitsixénicine A (8) et B (358) et de l'astérolaurine D (359)

L’astérolaurine D (359) inhibe la libération d’¢élastase (ICsp = 18,7 uM) et la génération de 1’anion
superoxide (ICso = 23,6 uM) sur les neutrophiles humains. De plus ce composé n’est pas cytotoxique

sur les cellules de carcinome de foie humain HepG-2**.

1.1.2.d) Activité anti-biofilm

Le composé 360 inhibe la croissance de 1’algue Ceramium codii, un organisme connu pour la
formation de biofilms. L’inhibition est de 96 % a une concentration de 50 ppm dans le milieu de

culture et de 79 % pour une concentration de 25 ppm*>’.
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Schéma 211 : Structure du composé 360

1.1.2.e) Toxicité

Des tests de toxicité ont aussi été effectués sur des ceufs d’acidies. Il a été montré que les
acalycigorgines B (361), D (362) et E (363) inhibent la division cellulaire d’ceufs fertilisés d’ascidies
(Styela partita) avec des ICsy de 5,0 ; 8,0 et 8,0 pg/ mL respectivement®*.

Les acalycigorgines C (364) et E (363) montrent une toxicité contre les artémies, avec des ICs,
respectives de 7,6 et 1,5 ug/mL.

CO,Me

361 364 362 364
acalycigorgine B acalycigorgine C acalycigorgine D acalycigorgine E

Schéma 212 : Structure des acalycigorgines B-E (361-364)

Ces différents tests biologiques montrent que les xénicanes sont des composés d’intéréts biologiques,
notamment dans le domaine de la recherche de nouveaux anticancéreux ou antibiotiques. Les études
menées jusqu’a présent sont tres partielles, aucune cible n’a été identifiée et aucune rationalisation des
relations structure-activité n’est actuellement possible. Comme ces composés ont été isolés en tres
faibles quantités, il apparait important et nécessaire de mettre au point des méthodes de syntheses qui

puissent permettre I’accés aux xénicanes naturels et aux dérivés pharmacomodulés.

1.1.3 Syntheése de xénicanes et de trans-cyclononéne dans la

littérature

Jusqu’a présent seules 4 synthéses totales de xénicanes sont décrites. Trois d’entres elles concernent
les xéniolides (coraxéniolide A (3667, blumiolide C (342)°® et la 4-hydroxydictyolactone
(367)*®) et une la synthése d’un xéniaphyllane (I’anthéliolide A (368))*™.
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et une approche de la synthése de

Récemment une approche vers la synthése du (-)-xéniolide F*
xeniolides®” ont été publiées. Dans cette partie, nous décrirons les synthéses les plus importantes.
Nous verrons aussi ’approche par Paquette et al.’” de la construction du trans-cyclononéne de la
pestalotiopsin A (369) un caryophyllénoide extrait d’un champignon endophytique (Pestalotiopsis sp.)

: 374
de Rhizophora mucronata®™”,

1.1.3.a) Syntheése de la dicétone d’Hajos-Parrish par
fragmentation de Grob
La premicre synthése totale d’un xénicane fut celle du coraxéniolide A (366) réalisée par Leumann et
al. en 2000°%. L’étape clé de cette synthése est la fragmentation de Grob du composé 370 pour former
le trans-cyclononéne du composé 371. Ainsi le coraxéniolide A (366) est obtenu en 22 étapes a partir

de la dicétone de Hajos-Parrish’” (372) avec un rendement global de 1,5 %.

[e) 16 étapes HO I;I 5 étapes o
~Me S —
« —— ——
fo) O
H
o
372 371 366
dicétone coraxéniolide A

d'Hajos-Parrish

Schéma 213 : Syntheése du coraxéniolide A (366) a partir de la dicétone d'Hajos-Parrish (371) selon Leumann et
al.

Cette stratégie s’inspire de la synthése racémique du caryophylléne (337) par Corey et al. en 1964’7
qui fut la premic¢re méthode de synthése de trams-cyclononene décrite. L’action d’une base forte sur
I’hydroxyle du composé 373, conduit a la fragmentation du bicycle C6-C5 et a la formation de la

cétone 374. La méthylénation permet alors 1I’obtention du caryophylléne racémique (336).

Me H
M
NaH M€ PhyP=CH,
(X CoTs >
-/leO DMSO |:-(|) DMSO
B 373 374 337

d,l-caryophyllene
Schéma 214 : Synthése du caryophylléne (337) selon Corey ef al.
En 2008, Corey et al. **® utilisent cette stratégie pour former la cétone 375 a partir du diol 376 obtenu
en 6 ¢étapes a partir de la dicétone 377. La cyclononadiénone 375 est ensuite convertie en

coraxéniolide A (366) en 5 étapes. Le rendement global de cette séquence réactionnelle en 12 étapes

est de 3,1 %.
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6 étapes NaH 5 étapes o
— Me —_— z  —
E—. \\ —_—
wOTs DMF
HO" 88 % d
377 376 375 377

coraxéniolide A

Schéma 215 : Synthése du coraxéniolide A (366) a partir de la dicétone 377 selon Corey et al.

1.1.3.b) Synthése par couplage croisé pallado-catalysé

Pour la synthése de 1’anthéliolide A (368), 1’équipe de Corey a mis au point une nouvelle méthode
pour la fermeture du frans-cyclononéne. Le composé 378 est obtenu en 14 étapes a partir de 379 et
380. Le couplage entre le méthoxycarbonate et le sulfonyl du composé 378 est catalysé¢ par le
palladium pour donner le composé¢ 381 avec un rendement de 75 %. Cette méthode permet 1’obtention

du cycle avec un bon rendement a partir d’un substrat trés fonctionnalisé.

= Br
379 14 étapes
o + Y
k/\K\/OtBuPhZSi
380

Pd(dba)s.CH5Cl

Ph,P
2 M;\Pth

368 381
anthéliolide A

Schéma 216 : Synthése de l'anthéliolide A (368) selon Corey et al.

L’utilisation d’un autre couplage au palladium de type Suzuki a permis a Williams et al.*** de fermer
le cycle de la 4-hydroxydictyolactone (367) avec un bon rendement de 66 %. La séquence débute par
I’hydroboration de la double liaison monosubstituée du composé 381, aprés 12 heures de réaction
I’ajout de palladium IV permet la cyclisation en une nuit. Les auteurs notent qu’il est important de
travailler a faible concentration ([381] = 0,005 M]) pour obtenir les meilleurs résultats. Le composé

382 est ensuite converti en 4-hydroxydictyolactone (367) en trois étapes. Cette séquence permet
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I’acceés a la 4-hydroxydictyolactone (367) en 29 étapes avec un rendement de 6,1 % a partir du

composé 383.

#\o Oy_OMe 29 étapes
O\)\j -

0,
383 6.1%
367
4-hydroxydictyolactone
3 étapes
9-BBN
puis Pd(PPhs), NaOH
66%
381 382

Schéma 217 : Synthése de la 4-hydroxydictyolactone (367) selon Williams ef al.

1.1.3.c) Synthese par métathese cyclisante

La derniere méthode utilisée pour la formation du cyclononéne est la métathese cyclisante. Cette
stratégie a notamment ét¢ adoptée par Paquette ef al. pour la synthése de la pestalotiopsin A (369).

Cependant la construction du frans-cyclononéne n’a pas pu étre effectuée par métathése cyclisante®”.

Catalyseur de Grubbs Il

ou de Hoveyda

H oK
369
pestalotiopsin A

Catalyseur de Grubbs Il i

ou de Hoveyda
MOMO” Y7 ™

388
Schéma 218 : Synthése de la pestalotiopsin A (369) selon Paquette et al.
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Les auteurs ont essayé plusieurs catalyseurs de type Grubbs II (384)°”7, Hoveyda (385)""® et Zhan
(386), sur le composé 387 et le composé 388 et ils n’ont observé aucune fermeture de cycle (389 et

390) ni de dimérisation.

MesN NMes MesN NMes MesN NMes

Cl ,\( Cl ,\( Cl ,Y

cirRu= cirRu= cirRu= Q NMe
PCys . o S
i-PrO i-PrO o)

384 385 386
catalyseur de catalyseur de catalyseur de
Grubbs Il Hoveyda Zhan

Schéma 219 : Catalyseur de métathése de type Grubbs II

Bien que les auteurs n’expliquent pas ce manque de réactivité, nous pouvons penser que la présence
du cycle a 5 chalnons (lactone ou lactol) & I’intérieur du cyclononéne peut défavoriser la cyclisation
par gene stérique.

En revanche, Altmann ef al. ont pu obtenir la formation du cis-cyclononéne du blumiolide C (342) par
métathése cyclisante du composé 391 en utilisant le catalyseur d’Hoveyda (385). L optimisation de la
réaction montre que le meilleur rendement est obtenu lorsque la réaction a lieu dans le toluéne a 90°C
pendant 3 jours. A ce jour cette synthése est le seul exemple de la formation d’un xénicane contenant

un cis-cyclononéne.

o O

/\)J\ )k 10 étapes

TBSO. _~_O . X~ N o .
th

PMBO  OTBS

391
Catalyseur
d' Hoveyda
66 %
10 étapes
-
-

342
blumiolide C

Schéma 220 : Synthése du blumiolide C (342) selon Altmann et al.

Nous avons montré qu’il n’existe que trois types de méthodes de formation de cyclononéne. Ainsi il
existe un vrai besoin de nouvelles approches, nous allons décrire quelles stratégies nous pouvons

adopter pour synthétiser des xénicanes a partir de sécoiridoides.
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2. Rétrosyntheses: des iridoides aux xénicanes de types xénicines :
quelle stratégie a retenir ?

Parmi les différents types de xénicanes, nous avons choisi de synthétiser les composés de types
xénicine dont aucune synthése n’a encore été décrite. Plus particuliérement nous nous sommes
intéressés a la synthése de la tsitsixénicine A (8) qui présente des activités anti-inflammatoires et qui
peut constituer un composé modele pour la mise au point d’une synthése de xénicines. Cette molécule
posseéde le méme cycle dihydropyrane que les sécoiridoides, qui est fusionné en position 5 et 9 par un
carbocycle a 9 carbones en trans par rapport au pyrane. De plus I’hydrogene en position 1 est en a du
plan comme dans les sécoiridoides. Les sécoiridoides représentent donc des synthons chiraux de choix
pour I’acces a la tsitsixénicine A (8). De plus la synthése énantiosélective de ce composé permettra de

déterminer la configuration absolue en C12 qui reste jusqu’a présent inconnue.

tsitsixénicine A sécologanoside

Schéma 221 : Structure de la tsitsixénicine A (8) et analogies avec la structure du sécologanoside

2.1.1 Rétrosynthése générale et choix du sweroside comme

produit de départ.

Concernant la numérotation nous utiliserons la numérotation des xénicanes lorsque le composé
contient le cyclononéne, lorsque les composés décrits sont ouverts et sous forme de sécoiridoides nous
utiliserons la numérotation usuelle des iridoides.

Quatre déconnexions majeures sont envisagées pour 1’acces a la tsitsixénicine A (8) a partir d’un
synthon de type sécoiridoide :

» La premiére déconnexion que nous envisageons est la rupture de la liaison C12-C13 pour
former le synthon 392. L’introduction de la chaine latérale en fin de synthése permet ’accés a
de nombreuses variations pour 1’obtention de nombreux analogues.

» La déconnexion suivante est la coupure de la double liaison C11-C19, ot une méthylénation
de la cétone correspondante 393 peut €tre envisagée.

» La déprotection du glucose, suivie de la déglucosylation et de ’acétylation, pour conduire au

synthon 394.
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» Les déconnexions clés des liaisons C6-C7 et C10-C9, nous aménent au synthon clé 395.

Ce synthon posséde une structure de type sécoiridoide et I’addition du composé 396 sur les
carbones C7 et C9 permettrait 1’obtention du carbocycle a 9 carbones. Pour effectuer cette addition
nucléophile, nous envisageons 1’introduction d’un groupement partant (GP) en C7 et d’un centre
¢électrophile en C8. Afin d’obtenir la jonction de cycle frans, il sera nécessaire d’épimériser la
position 9 (397). La fonction aldéhyde est la fonction qui convient le mieux pour obtenir un centre

¢électrophile épimérisable en a.

X
B(OR),
allylation de
Brown
8
cl Addition
e} nucléophile
D_// — > 4 d'organometalliques
| M: Zn, Mg,...
396 O OGIc(OPiv),
395
O OGIc(OPiv),

397
\U’ Réduction

Réduction Ouverture de Sélective

Sélective la lactone \

l CO,CH 0.0 HO 0.__0
Hp 25 CO,CH3
(O N H H
Ou X Ou HO AN
o
0 0O
1™ e | H
/ l / OGlc OGle
Coupure 3 l 4 2
oxydante Epimerisation Coupure Coupure oxydante ou
oxydante Epimerisation Epoxydation

Schéma 222 : Rétrosynthése générale de la tsitsixénicine A (8)

Pour obtenir le synthon 395, nous avons le choix entre trois matiéres premiéres que sont le
sécologanoside (3), le sweroside (4) et 1’oleuropéine (2). L’oleuropéine (2) pourrait constituer une

mati¢re premiére de choix, car elle extraite en trés grande quantité d’Olea europaea, de plus nous
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avons développé une méthode de réduction sélective de 1’oleuropéine permettant 1’acces a un
hydroxyle en position 7 qui peut étre converti en groupement partant (tosylate, triflate, halogene).
Cependant nous avons vu que la fonctionnalisation sélective de la double liaison trisubstituée
exocyclique est difficile a mettre en ceuvre. Ces difficultés synthétiques nous ameénent a exclure
I’oleuropéine (2) comme produit de départ pour 1’obtention de xénicanes.

Le sécologanoside (3) pourrait constituer le produit de départ idéal car le carbone C7 posseéde déja un
caractere €lectrophile. Cependant nous avons vu qu’il n’était pas possible de fonctionnaliser la double
liaison C8-C10 sélectivement.

En revanche la double liaison C8-C10 du sweroside (4) peut étre fonctionnalisée grace a la présence
de lactone qui protége la liaison C3-C4. La méthode d’ouverture de lactone que nous avons
développée permet I’acces a la fonction hydroxyle en C7 convertible en groupement partant par
tosylation. Le groupement partant peut aussi étre un iode que 1’on peut obtenir via une iodation de
I’hydroxyle ou par ouverture de la lactone par TMSIL.

Ainsi nous avons choisi d’utiliser le sweroside (4) comme produit de départ pour 1’obtention du
synthon clé 395. Nous allons maintenant détailler les différents plans de synthese de la tsitsixénicine A

(8) a partir du sweroside (4).

2.1.2  Stratégie de cyclisation du méthylcyclononéne

2.1.2.a) Réflexion sur I'ordre d’addition des deux additions
nucléophiles
Il est & noter que le synthon clé 395 est un composé hypothétique qui posseéde les deux centres
¢lectrophiles en C8 et en C7 pour effectuer la cyclisation. Nous envisageons d’effectuer les deux
additions électrophiles 1’une aprés 1’autre. L’utilisation du sweroside (4) comme produit de départ
impose la contrainte de commencer la synthése par ’addition du composé 396 sur la position C8 du
synthon 395. En effet la présence de la lactone est nécessaire pour réaliser les réactions d’oxydation
régiosélectives de la double liaison C8-C10. La premiére addition aura donc lieu sur le carbone C8,
I’ouverture de la lactone permettra 1’accés au carbone électrophile en C7, ainsi 1’aldéhyde 397

constitue le premier synthon clé pour la synthése de xénicanes.

2.1.2.b) Stratégie d’addition nucléophile

La premiere addition peut étre effectuée par addition nucléophile d’un organométallique formé a partir
du iodure 396 sur la position C8 de 1’aldéhyde 397. Nous utiliserons des métaux peu toxiques comme
le zinc, le cuivre ou le magnésium pour effectuer cette addition. Une fois 1’addition effectuée, 1’alcool
peut étre protégé par TBSOT{. Nous envisageons a cette étape 1’ouverture de la lactone de 398 par le
TMSONa et la méthoxylation puis la conversion de ’hydroxyle en groupe partant via une tosylation
pour former 399 (séquence A). Une autre approche est envisagée, elle consiste a ouvrir la lactone par

le TMSI, dans les conditions décrites par McLean, suivie de la méthoxylation de I’acide pour former
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I’iodure 400 (séquence B). La fermeture de cycle peut alors étre effectuée par formation du vinyle
magnésien, permettant la cyclisation intramoléculaire pour donner le composé 401 apres déprotection

de I’éther silylé par un fluorure.

>:\_/I
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Zn, CuCN, LiCl )
_ ou Mg Séquence A :
O OGIc(OPiv), Séquence B : OH " OGIc(OPiv),
397 . 398
1) TBSOTf g
2) TMSI ;
3) TMSCHN, ”*

c !

OH ' OGIc(OPiv), TBSO  OGIc(OPiv),
400 399
L 1) Mg
DMg - | 2) nBuy,NF
2)nBuyNF -~ !
N v

1) DMP
2) MeONa

H
OH OGIc(OPiv),
401

Schéma 223 : Voie de synthése du composé 392 selon la stratégie d'addition nucléophile

La suite de la synthése peut se poursuivre par 1’oxydation de 1’hydroxyle en C8. La déprotection des
alcools du glucose par le méthanolate de sodium pourra permettre 1’hydrolyse de la liaison osidique
par la f-glucosidase (402). L’hydroxyle résultant en C1 sera acétylé par 1’anhydride acétique. La

1379,380

méthylénation de la cétone par la méthode de Tebbe ou de Lebe par exemple donnera accés au

composé 392, dernier intermédiaire clé avant I’addition de différentes chaines latérales.
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Schéma 224 : Méthode de méthylénation d'aldéhyde et d'alcools secondaires selon Lebel et al.

2.1.2.c) Stratégie d’'Umpolung

En paralléle de la stratégie d’addition nucléophile, nous envisageons une stratégie Umpolung, qui
inverse la réactivité de 1’aldéhyde en C8 de 397. La conversion de 1’aldéhyde en dithiane 403, suivie
par la déprotonation du C8 par une base lithiée permet la formation d’un anion qui peut réagir sur
I’idodure 396 pour fournir le composé 404. Cette stratégie permettant I’obtention de 1’aldéhyde sous
sa forme protégée a pour avantage d’autoriser des conditions réactionnelles plus dures et de générer
directement la cétone en C8 par déprotection du dithiane. Les dithianes de types 1,2 et 1,3 peuvent étre

utilisés, conduisant aux cycles soufrés a 5 et 6 chalnons.
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~_O
S\ H S7\ H
LHS OGIc(OPiv), LHS OGIc(OPiv),
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Mg ' Mg
a Y
1) Déprotection
dithiane
2) MeONa
3) Glucosidase s~ H .
LHS OGIc(OPiv),
n 407

Schéma 225 : Voie de synthése du composé 392 selon la stratégie Umpolung
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La déprotonation du dithiane, permettrait d’effectuer la premiere addition de 396. L’iodure d’alkyle
étant plus réactif que le chlorure de vinyle, I’addition devrait étre régiosélective. L’ouverture de la
lactone par le TMSONa et I’estérification de l’acide est alors envisageable. A ce stade, la
transformation de I’hydroxyle en groupe partant (TsCl, Tf20) donnerait le composé 405. Le composé
406 pourrait étre, quant a lui, directement obtenu par ouverture de la lactone par TMSI suivie de la
méthoxylation de 1’acide. La cyclisation intramoléculaire pourrait avoir lieu par formation in-situ du
chlorure de vinylmagnésium, pour donner le composé 407. La déprotection du dithiane est réalisable
dans différentes conditions, par exemple par 1’utilisation de I'BX**, de H,0,™, de PhOPOCL,-Nal’®,

3 ou encore de FeNO; en présence de silice®®. La

d’Amberlyst-15 et de paraformaldéhyde
déprotection puis 1’hydrolyse enzymatique conduiraient au composé 402. Le composé 392 serait alors

obtenu apres acétylation de I’hydroxyle et méthylénation de la cétone.

2.1.2.d) Stratégie métathese

Si la stratégie d’addition intramoléculaire sur le C7 s’aveére difficile, il est possible d’envisager une
déconnexion au niveau de la double liaison du cyclononéne (408). Cette déconnexion conduit au

composé 408 qui peut étre issu de I’intermédiaire commun 394.

CO,CHs
B(OR),
— L_0
allylation de H
Brown O OGIc(OPiv),
8 392 393 394

CO,CH;
A _O
i
O ' OGIc(OPiv), O OGIc(OPiv),
395 408

Schéma 226 : Rétrosynthése de la tsitsixénicine A (8) selon la stratégie métathése

A partir du synthon clé 397, I’addition nucléophile du bromure de 4-buténemagnésium commercial
409 conduirait au composé 410. La séquence A permettrait 1’obtention du composé 411 et la séquence
B le composé 412. L’addition du bromure d’isopropylemagnésium commercial (413) sur le C7 de 411

ou 412 conduirait au composé 414.
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Schéma 227 : Voie de synthése du composé 392 selon la stratégie métathése

L’étape clé permettant la cyclisation peut étre réalisée par métathése des oléfines. Bien que la réaction
de métathése ait été largement utilisée pour la construction de carbocyles a 8 chainons™* peu
d’exemples sont disponibles pour les cycles a neuf chainons hormis les exemples du blumiolide C
(342) et de la pestalotipsin A (369) que nous avons vus précédemment.

Ainsi aucun exemple de formation de trans-cyclononéne par métathése n’est a ce jour décrit dans la
littérature. Cette stratégie peut donc sembler risquée et sera effectuée en dernier recours, cependant si
la métathése cyclisante trans est observée, cela constituerait le premier exemple dans la littérature. De
plus cela permettrait d’accéder au composé 415 qui peut conduire au composé 392 apres déprotection

du sucre, déglucosylation, acétylation de 1’hydroxyle, déprotection de 1’éther silylé, oxydation de

I’hydroxyle résultant et méthylénation de la cétone.
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CO,Me 1) MeONa
2) B-glucosidase
3) Ac,O
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Schéma 228 : Voie de synthése du composé 392 dans le cas d'une trans-métathése

Enfin si la cyclisation observée est cis, le composé 416 pourrait tre isolé. Ce composé représente une
autre classe de xénicanes de type blumiolide C (342) qui peut étre intéressant pour 1’étude de
I’influence de la configuration du carbocycle sur I’activité biologique de ces composés. La méme

séquence réactionnelle permettrait ensuite la synthése du composé 417.

1) MeONa
2) B-glucosidase
3) ACzo

. 4) nBuN4F
TBSO OGIc(OPiv), B8SO OGIc(OPiv), 5) DMP
6) Methylénation
414 416 417

Schéma 229 : Voie de synthése du composé 417 dans le cas d'une cis-métathése

La stratégie métathése des oléfines utilise des réactifs commerciaux pour obtenir le synthon clé 414,
cependant elle est plus risquée que les stratégies précédentes car il est probable que la formation du
cis-cyclononéne soit favorisée. Méme si les composés cis peuvent &tre valorisés, nous envisagerons

donc cette stratégie apres avoir testé les deux autres.

3. Versla synthese de la tsitsixénicine A

3.1 Stratégie d’addition directe

Apres avoir étudié les réactions de coupure oxydante de la double liaison C8-C10, nous établirons les
conditions d’épimérisation de 1’aldéhyde 418. Nous décrirons ensuite les différents essais d’addition

nucléophiles effectués avec différents organométalliques.
3.1.1 Synthese de l'aldéhyde clé

Nos travaux sur les réactivités des doubles liaisons ont montré que la double liaison C8-C10 du
perpivaloylsweroside (201) peut étre régiosélectivement dihydroxylées. 11 est donc envisageable

d’accéder a I’aldéhyde 418 par une coupure oxydante.

3.1.1.a) Par coupure oxydante

Dans un premier temps nous avons effectué la synthése de 1’aldéhyde 418 par une coupure oxydante

388
7

au NalQ, a partir du mélange de diols 287", Cette réaction conduit a la formation de 1’aldéhyde 418
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avec un rendement de 52 % en 60 heures a température ambiante et avec un rendement global de 38 %

a partir du perpivaloylsweroside (201).

o O
H NalO, 1,1 éq.
X >
HO ') THF / H,O (5/2)
H 60 h./ t.a.
; 52 % O :
OGlIc(OPiv OGilIc(OPiv
HO 287 ( )a 418 ( )4

Schéma 230 : Synthése de 418 a partir du mélange de diols 287

Ce méme aldéhyde peut étre obtenu en une étape a partir du perpivaloylsweroside (201) en présence
d’une quantité catalytique de OsOy et de 2 équivalents de NalO4*®. Cette réaction permet I’obtention

de I’aldéhyde 418 avec un rendement de 57 % apres 24 heures de réaction a température ambiante.

00 0OsO4 4 %mol.
NalO,4 2 éq.
0 1,4-dioxane
24 h, ta.
OGIc(OPiv), 57% O OGIc(OPiv),
201 418

Schéma 231 : Synthése directe du composé 418 a partir du perpivaloylsweroside (201)

Afin de limiter ['utilisation de métaux toxiques comme I’osmium, nous avons envisagé également

d’effectuer la coupure oxydante par ozonolyse.

3.1.1.b) Par ozonolyse

L’oxydation de la double liaison par 1’ozone est trés rapide et la réaction nécessite entre 30 sec et 2
min a -78 °C pour étre compléte. 11 est nécessaire de controler la réaction par CCM afin d’éviter la sur-
oxydation de la double liaison C3-C4 et la formation de nombreux sous-produits. L’ozonide formé est
ensuite réduit par SMe, pendant 12 heures, pour former le composé¢ 418 avec un rendement de 70 %.
Cependant les conditions de réaction étant difficilement contrdlables les rendements sont peu

reproductibles et varient 40 % a 70 %.

1) O3
2) SMe,
CH,Cl, / MeOH,
-78 °C
_ 70 % |
OGIc(OPiv), O OGIc(OPiv),
201 418

Schéma 232 : Synthése de 418 par ozonolyse de 201
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Afin de diminuer le temps de work-up, nous avons ensuite utilis¢ PPh; a la place du SMe,. La
réduction de 1’ozonide est alors compléte en 1 heure. A notre surprise nous avons constaté une
épimérisation de 60 % de I’aldéhyde lorsque la PPh; est utilisée en tant que réducteur. Cette
épimérisation est trés intéressante pour notre stratégie, malheureusement, en laissant la PPh; réagir
plus longtemps (16h), nous n’avons pas observé d’épimérisation supplémentaire, le ratio entre 418 et

397 étant toujours de 40 / 60,

1) O3
2) PPhs
CH,Cl, / MeOH, +
78 °C
| H |
OGIc(OPiv), O ' OGIc(OPiv), O OGIc(OPiv),
201 418 4 /6 397

Schéma 233 : Ozonolyse de 201 en condition épimérisante

Les deux épimeéres sont obtenus en mélange et ne sont pas séparables sur silice. Nous avons donc

développé une méthode d’épimérisation complete de I’aldéhyde.
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3.1.2 Epimérisation

Différentes bases et solvants ont été testés afin de trouver les conditions permettant d’obtenir une

épimérisation compléte. Nous verrons d’abord les résultats obtenus en milieu protique puis en milieu

aprotique.

3.1.2.a) Elimination en milieu aprotique

Lorsque le composé 418 est mis en réaction avec le DABCO dans le toluéne, aucune épimérisation

n’est observée. En revanche le composé 419 est isolé avec un rendement de 70%.

o__0O
DABCO, 10 &q. H
> X
toluéne
70 °C, 16 h l X0
O OGIc(OPiv), 70% o)

Schéma 234 : Elimination du glucose de 418 par le DABCO en milieu aprotique

Ce composé est issu de I’élimination du glucose aprés déprotononation en C9. Dans un milieu

aprotique 1’élimination du sucre est plus rapide que la reprotonation du C9, conduisant a la formation

du composé 419

& oF°

» X
Toluene =~ .0
70% |
O OGIc(OPiv), 0. .0 O
418 / 419
\ H
X
Za°

C@ (OGIc(OPiV),

Schéma 235 : Mécanisme d'élimination du glucose en milieu aprotique

Bien que ce composé ne soit pas le produit attendu, il constitue un nouveau synthon chiral intéressant
de type tétrahydropyrane.
Les résultats avec d’autres bases dans ces conditions n’ont pas été concluants :

» triéthylamine (Et;N) : élimination et dégradation du produit de départ.

» pyridine : élimination plus lente qu’avec le DABCO.

» 1,5-diazabicyclo[4.3.0]non-5-¢ne (DBN) : dégradation du produit de départ, probablement

polymérisation.

» 1,8-diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-¢ne (DBU) : dégradation du produit de départ, probablement
polymérisation.
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3.1.2.b) Epimérisation en milieu protique

Afin de limiter la réaction d’élimination du sucre et de favoriser la reprotonation du C9, la réaction a
été réalisée en milieu protique, c’est-a-dire dans le THF en présence de 4 équivalents d’eau. La base
qui permet d’obtenir les meilleurs résultats est le DABCO. Dans ces conditions nous obtenons une

épimérisation totale du composé 418 en 30 minutes avec un rendement de 82 %.

DABCO, 1,1 éq.
H,0, 4 éq.
THF, ta.
30 min.
o)
O OGlc(OPv), 2% O OGIc(OPiv),
418 397

Schéma 236 : Epimérisation de I'aldéhyde 418 par le DABCO en milieu protique

Les mémes conditions appliquées au mélange d’épiméres 60 / 40 obtenu aprés traitement de la
réaction d’ozonolyse avec PPh;, conduisent aussi a une épimérisation totale avec le méme rendement

de 82 %.

DABCO, 1,1 éq. 00
+ H,0, 4 &q. _
THF, ta. o
30 min.
O OGIc(OPiv), O OGIc(OPiv), 82% O OGIc(OPiv),
418 4 | 6 397 397

Schéma 237 : Epimérisation du mélange d'aldéhyde 418 et 397 par le DABCO en milieu protique

Grace aux réactions d’ozonolyse et d’épimérisation, la syntheése du premier synthon clé 397 est
effectuée sans utiliser de métaux toxiques et avec 1’utilisation de réactifs a faibles cotts. Nous allons
maintenant décrire les différents essais d’additions nucléophiles qui ont été réalisés sur les aldéhydes

418 et 397.
3.1.3 Addition nucléophile

Dans cette partie nous effectuerons d’abord la synthése du composé 396 puis les différents essais

d’addition nucléophile sur I’aldéhyde 418 et 397.

3.1.3.a) Syntheése du 2-chloro-5-iodo-2-penténe

Le 2-chloro-5-iodo-2-penténe 396 a ¢ét¢ synthétisé en deux étapes a partir de la
cyclopropylméthylcétone 420. La premiére étape consiste en la formation du 2-chloro-5-chloro-2-
penténe 421 par action du pentachlorure de phosphore PCls selon la méthode de Newman et

390

Kaugars™. Aprés deux jours de réaction dans le dichlorométhane a température ambiante, les auteurs
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obtiennent un mélange 70/30 d’isomeére E et Z qu’ils ont pu séparer par chromatographie gazeuse

o PClg Cl
J — >:\_/CI + >:\_/CI
Cl

71%

préparative.

7/3
420 421a 421b

Schéma 238 : Synthése du composé 421 a partir de la cyclopropylméthylcétone 420

En reproduisant les conditions décrites, nous avons pu isoler le mélange 7 / 3 des composés 421a et
421b avec un rendement de 71 %. Le composé 421 est utilisé en mélange pour la suite de la synthése.
Le 2-chloro-5-iodo-2-penténe 396 est obtenu selon la méthode de Kreiser et Janitschke®' modifiée par
Coates™”. La substitution du chlore primaire s’effectue par I’action de Nal dans 1’acétone a reflux
pendant 12 heures, aprés purification par distillation le mélange 7 / 3 de 396a et 396b est obtenu avec

un rendement de 72 %.

PR S T SN R S

72%

71/ 713
421a 3 421b 396a 396b

Schéma 239 : Synthése du composé 396 a partir de 421

Le composé qui nous intéresse étant le composé majoritaire, nous n’avons pas séparé le mélange des

deux isoméres pour effectuer les essais préliminaires d’addition.

3.1.3.b) Essais d’addition d’organolithiens

Nous avons d’abord essay¢ d’additionner directement le 4-chloro-3-pentenyllithium 422 sur des

aldéhydes modeles et sur les composés 418 et 397. En effet le composé 422 peut étre généré a partir de

396 en présence de t-BuLi dans I’éther diéthylique®**”.

Cl

}:\_/| t-BuLi

cl
396 T

— Li
422 Cl HO

R-CHO }:\_}\R
78°Cata.

Schéma 240 : Addition nucléophile du 4-chloro-3-pentenyllithium (422) sur des aldéhydes modéles

Y
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Les différents essais effectués sont présentés dans le Tableau 16:

Essai Aldéhyde Base Solvant Résultat

0
|

1 t-BuLi THF Pas de conversion

2 t-BuLi THF Pas de conversion
100% conversion
3 BuLi  EtO S
(RMN H)
) Et O/ )
4 t-BuLi 2 Dégradation
THF
5 -BuLi Et O Dégradation
O OGIc(OPiv),
418
o O
H
X
6 o t-BuLi Et O Dégradation
| H
O OGIc(OPiv),
397

Tableau 16 : Essais d'addition du 4-chloro-3-pentenyllithium (422) sur différents aldéhydes

Lorsque la réaction est effectuée dans le THF, aucune réaction n’est observée que ce soit sur le
benzaldéhyde (423) ou sur le cyclohéxylcarbaldéhyde (424) (entrée 1 et 2). Lorsque la réaction est
effectuée dans I’éther diéthylique avec le cyclohéxylcarbaldéhyde (424), 1’addition compléte est
observée aprés 2 h par RMN 'H du brut (entrée 3).

A cause de la faible solubilité du composé 418 dans 1’éther diéthylique, nous avons d’abord effectué la
lithiation de 396 dans 1’éther puis 1’addition de 418 dissous dans le THF (entrée 4). Malheureusement
cette procédure ne conduit qu’a de la dégradation. De méme lorsque le composé 418 ou 397 est
dissous dans 1’éther diéthylique, il n’y a pas d’addition et le produit se dégrade (entrée 5 et 6). La
grande réactivité des organolithiens est probablement responsable de cette dégradation des aldéhydes
418 et 397 hautement fonctionnalisés et sensibles aux conditions dures. C’est pourquoi nous avons

envisagé d’utiliser des organométalliques plus doux comme les organoziciques.

3.1.3.c) Essais d’addition d’organozincique-cuprates mixtes

Les organozinciques sont des composés nucléophiles qui tolérent une grande variété de groupements
. 4 .. . . N . . . . .
fonctionnels®*>*°. Nous avons choisi de former le zincique a partir de 1’iodure 396 via une insertion

du zinc dans la liaison C-I. La réactivité de 1’organozincique peut étre augmentée par 1’addition du sel
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CuCN.LiCl, qui permet de former 1’organozincique-cuprate mixte*”’. Bien que la nature exacte de
I’espéce organométallique ne soit pas connue, le cuprate est décrit sous la forme RCu(CN)Znl.

CuCN.LiCl
RI + Zn* ——— » RZnl ———— =  R-Cu(CN)znl

OH

PN

R™ R

R'-Cu(CN)Znl + R'-CHO

Schéma 241 : Synthése générale des organozincique-cuprates mixtes et de leur addition sur un aldéhyde

Nous avons choisi d’utiliser la méthode de Knochel pour synthétiser 1’organozincique-cuprate mixte.
La premicre étape consiste a effectuer I’insertion du zinc activé dans la liaison C-I (425). Le zinc est
préalablement activé par addition de dibromoéthane et de TMSCI**, puis I’iodure 396 dissous dans le
THEF est ajouté et aprés une nuit d’agitation le CuCN.LiCl est ajouté au mélange.

Apres 10 a 30 min d’agitation, le milieu est refroidi (-20°C) et I’aldéhyde dissous dans le THF est

ajouté.
Cl . Cl CuCNL.LiCI Cl
}:\_/| + Zn I —— }:\—/ZN — > }:\—/CU(CI’])ZI’H
396 425 426

Schéma 242 : Schéma de formation de I'organozincique-cuprate mixte 426

Afin de vérifier la formation de 1’organozincique-cuprate 426, nous avons réalisé des essais d’addition
sur le cyclohéxylcarbaldéhyde (424). Dans ces conditions la formation du composé 427 n’a pas été
observée et le produit de départ n’a pas réagi.

Cl

Cl HO

H = —
Zn, CuCN.LiCl

424 THF 427
-20°C a t.a.

Schéma 243 : Aucune addition n’est observée sur le cyclohexylcarbaldéhyde X88

Ces résultats montrent que I’organozincique 426 ne se forme pas, différentes conditions ont été testées
afin de forcer la formation de 426 :

» Activation du zinc par I’acide acétique puis par le dibromoéthane / TMSCI

» Large exces de zinc

» Chauffage au reflux pendant 24 heures avant I’addition du CuCN.LiCl
Aucun de ces essais n’a permis de former I’organozincique-cuprate mixte 426 pour qu’il s’additionne
sur I’aldéhyde 424.
De plus lorsque nous avons effectué les essais d’additions avec 1’aldéhyde 418 ou 397, aucune

addition n’a été observée et seule la dégradation du composé de départ a eu lieu.
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Cl
}:\_/|
ou > Dégradation
Zn, CuCN.LiCI
THF
0] OGIc(OPiv), 0] OGIc(OPiv), -20°C at.a.
418 397

Schéma 244 : Dégradation des aldéhydes 418 et 397 dans les conditions de Knochel.

Les conditions du milieu réactionnel dégradent donc les composés 418 ou 397 apres plusieurs heures
d’agitation. A la vue de ces résultats, nous avons donc envisagé d’utiliser des organomagnésiens pour

effectuer I’addition nucléophile sur les aldéhydes 418 et 397.

3.1.3.d) Essais d’addition d’organomagnésiens

Dans un premier temps, afin de tester la réactivité des alkylmagnésiens sur 1’aldéhyde 397, nous avons
utilisé des réactifs commerciaux, permettant d’effectuer un test rapide et donnant des informations sur
la réactivité de 1’aldéhyde 397.
La réaction du CH;MgBr sur le composé 397 dans le THF et dans I’Et,O n’a pas montré d’addition du
méthyle sur I’aldéhyde (X94).

MeMgBr
THF /0°C
ou
O OGIc(OPiv), Et,0/0°C OH " OGIc(OPiv),
397 428

Schéma 245 : Aucune addition du MeMgBr n'est observée sur 1'aldéhyde 397

En revanche lorsque le bromure d’éthylmagnésium est mis en réaction avec 397 dans le THF a 0°C,

nous avons pu constater la formation du composé attendu 429a avec un rendement de 22%.

0__0O
EtMgBr
> +
THF 1 0°C o
O OGIc(OPiv), OH  OGIc(OPiv), OH ' OGIc(OPiv),
397 429a:22 % 429b : 36 %

Schéma 246 : L'addition de I'EtMgBr sur 397 conduit aux composés 429a et 429b

Cependant nous avons aussi isolé un sous-produit majoritaire (36 %) 429b, qui correspond a la

398

réduction de 1’aldéhyde 397 par transfert d’un proton du méthyle de I’EtMgBr™ . La force motrice de

cette réaction étant la formation d’éthyléne.
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I?r

0 _.-Mg OMgBr o
I+ CHsCHMgBr ——— )O|) EH - = R/|\H + — 2 . RCH,OH
H

Schéma 247 : Mécanisme de réduction d'aldéhyde par I'EtMgBr

Faute de temps nous n’avons pas pu effectuer des essais supplémentaires avec 396 converti en
organomagnésien ou avec le bromure de 4-buténemagnésium 409. Cependant ces résultats montrent
qu’il est possible d’additionner un organomagnésien sur 1’aldéhyde 397. Bien que la réaction soit a
optimiser, cela constitue le premier exemple d’addition nucléophile sur cet aldéhyde de sécoiridoides.
L’organomagnésien 430, issu de 396 pourrait étre obtenu par échange lithium-magnésium par action

de MgBr sur le lithien 422.

t i MgBr.
}:\_/ _ Bubi }:\_/Li 9 }:\_/MgBr

Schéma 248 : Voie de synthése du magnésien 430

Ainsi la possibilité d’addition des réactifs de Grignard permet de valider la premicre étape clé pour les

stratégies d’addition nucléophile et métathése.

3.2 Stratégie Umpolung

En paralléle de 1’étude de la stratégie addition nucléophile, nous avons aussi étudié la stratégie
Umpolung. Nous effectuerons d’abord la synthese des dithianes a partir des aldéhydes 418 et 397, puis
les différents essais de déprotonation du carbone 7. Enfin nous verrons I’influence de la présence du

sucre pour cette déprotonation.
3.2.1 Synthese des dithianes

L’utilisation des dithianes comme synthons équivalents a un anion acylium a été développée par
Corey’” et Seebach® en 1965. Depuis de nombreux exemples de leurs utilisations en synthése de
produits naturels ont été décrits*”"

dithianes a partir des aldéhydes 418 et 397.

. Nous avons effectué la synthése des 1,2-ditihianes et des 1,3-

3.2.1.a) Synthese de 1,2-dithianes 431 et 432

Les 1,2-dithianes sont préparés a partir du 1,2-éthanedithiol en excés en présence de 1’éthérate de
trifluorure de bore BF;OEt,*". La réaction avec I’aldéhyde 418 pendant une heure permet 1’isolement

du composé 431 avec un rendement de 75 %.
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/ N\ .
HS  SH 1,5¢éq.
BF3.OEt,, cat.

CH,Cl, 87\\\“ o}
t.a., 1h H
" ’ C .
O OGIc(OPiv), 75 % S OGIc(OPiv),

Schéma 249 : Formation du 1,2-dithiane 431 a partir de 418

Le 1,2-dithiane 432 est obtenu a partir de 1’aldéhyde 397 avec un rendement de 70 % apres une heure

de réaction a température ambiante.

/\ .
HS  SH 15éq.
BF3.OEt, cat.

~_O CH,Cl, S _~_0
| ta., 1h </s |
O OGIc(OPiv), 70 % OGIc(OPiv),
397 432

Schéma 250 : Formation du 1,2-dithiane 432 a partir de 397

3.2.1.b) Syntheése des 1,3-dithianes 433 et 434

Les 1,3-dithianes sont préparés a partir du 1,3-propanedithiol selon la méme méthode. La réaction

avec ’aldéhyde 418 forme le composé 433 avec un rendement de 75 % aprés une heure.

SH SH 15¢€q.
BF3.OEt21 cat.

CH,Cl, - Sﬁ““' o)
ta., 1h [/ H
O ' OGIc(OPiv), 77 % S OGIc(OPiv),
418 433

Schéma 251 : Formation du 1,2-dithiane 433 a partir de 418

La réaction entre 1’aldéhyde 397 et le 1,3-propanedithiol fournit le composé 434, avec un rendement

de 75 % apres une heure.

0__0 0__0
H SH SH 15éq.
BF;.0Et;, cat.
L_O CH,Cl, S __0
t.a., 1h l/
O OGIc(OPiv), 75 % S OGIc(OPiv),

397 434

Schéma 252 : Formation du 1,2-dithiane 434 a partir de 397

Avec ces quatre dithianes nous allons effectuer des essais de déprotonation en C7, si I’anion peut étre

généré nous pourrons essayer d’alkyler la position 7.

199



Vers la syntheése de xénicanes a partir du sweroside

Les bases généralement utilisées pour déprotoner les dithianes sont des bases lithiées comme le n-
BuLi ou le -BuLi pour des protons moins acides. Le LDA*” peut aussi étre utilisé pour des composés
plus sensibles. Afin d’observer une déprotonation, les dithianes ont été engagés en réaction avec la
base dans le THF avec ou sans additifs (HMPA, TMEDA) a -78 °C, a -20°C et a 0°C. Des aliquotes
sont prélevées au milieu réactionnel a différents temps de réaction (30 min, 1h, 2h, 6h, 16h) et de I’eau

lourde est ajoutée a I’échantillon. La phase organique est ensuite séparée par ajout d’acétate d’éthyle

3.2.2 Essais d’addition

puis est évaporée. Le résidu est redissous dans le CDCl; pour étre analysé en RMN 'H.

Les résultats sont regroupés dans le Tableau 17, quelque soit la base utilisée, aucun substrat n’a été

déprotonné. L’ajout d’additif pour chélater le lithium comme le HMPA ou la TMEDA ne permet pas

o__0O
H
X
S O

Base, D,O

Y

Base, D,O

6—}3 OGIc(OPiv),
n

Schéma 253 : Essais de déprotonation des dithianes 431, 433, 432 et 434

non plus une déprotonation.

Y

Essai n stéréo Base Solvant  Additifs Résultats
1 2 cis n-BuLi THF HMPA Aucune deutération
2 2 cis LDA THF HMPA Aucune deutération
3 2 cis LDA THF TMEDA Aucune deutération
4 1 trans t-BuLi THF - Aucune deutération
5 1 trans n-BuLi THF - Aucune deutération
6 2 trans t-BulLi THF - Aucune deutération
7 2 trans n-BuLi THF - Aucune deutération
8 2 trans t-BuLi THF TMEDA Aucune deuteration

Tableau 17 : Résultats des essais de déprotonation des dithianes 431, 432, 433, 434
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Ces résultats sont décevants car ils invalident la stratégie Umpolung, la présence du sucre
perpivaloylé, trés encombrant, peut empécher 1’acces au proton HS. Pour tester cette hypothése nous

avons synthétisé un dithiane déglucosylé, et effectué la réaction de déprotonation.
3.2.3 Influence du sucre

Le sucre du compos¢ 434 est déprotégé par I’action du méthanolate de sodium dans le méthanol.
Apres 60 heures a température ambiante, le milieu est neutralisé par 1’ajout de résine acide IRC-50

pour conduire au composé 435 avec un rendement de 75 %.

o.__0O

1) MeONa / MeOH, 60 h.

2) IRC-50 résine, 1 h.

© 75 %

S
l/S OGIc(OPiv),

434

Tm

Schéma 254 : Déprotection du glucose de 434 par MeONa

Le composé 435 est déglucosylé par 1’action de la f-glucosidase dans I’eau a 37°C pendant une nuit.
Le composé brut 436 est obtenu apres extraction par le CH,Cl, et évaporation. Le groupement
hydroxyle est ensuite directement protégé sous forme de groupement méthoxy par action du 2,2-
diméthoxypropane en présence d’acide camphorsulphonique dans le méthanol a reflux pendant 7
heures. Le composé 437 est isolé avec un rendement de 37 % sur les deux étapes. Nous avons choisi

de protéger 1I’hydroxyle par un groupement méthyle plus robuste qu’un groupement acétyle.

><0Me
OMe, CSA
MeOH, 70°C, 7h. S

37 %
2 étapes

0._0

[-glucosidase
H,0, 37°C, 16h.

Y

Schéma 255 : Formation de 437 a partir de 436
L’utilisation de #-BuLi ou de n-BuLi dans le THF a -10°C n’a pas permis de déprotoner le dithiane

437. En revanche apres 5 heures de réaction des produits de dégradation apparaissent.

3.2.4  Réflexion sur I'impossibilité de la déprotonation des
dithianes 431, 433, 432, 434 et 437

11 est étonnant que le composé 437 ne puisse pas étre déprotoné car le groupement dithiane est en libre

rotation autour de I’axe C8-C9 et le proton HS8 est relativement accessible.
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Cependant une étude attentive de la bibliographie montre que la déprotonation des dithianes de

405
L

composé fortement oxygéné peut étre capricieuse’™. En effet Kinoshita et al.*”® ont montré qu’il était

pratiquement impossible de déprotoner le dithiane du composé 438 pour former I’anion 439.

OTBS
n-BuLi OTBS
S ou Li
& 7N t-BuLi S N
S o7< > S Ox
438 439

Schéma 256 : Le dithiane 438 n'est pas déprotoné par le n-BuLi ni par le #-BuLi

Om

Pour expliquer cette observation, les auteurs ont pu générer 1’anion 440 a partir du composé 441. Ils
observent alors une reprotonation trés rapide de 440 a -25°C par abstraction d’un proton du THF

(442).

OTBS ) A;S\ OTBS
SnMej, Li C@ H
()

MeS N n-BuLi, THF MeS N H

SMe OXO 25°C SMe OXO 255G SMe oxo

_— £ H

441 440 442

Schéma 257 : La forte basicité cinétique de 440 peut déprotoner le THF

Cette forte basicité cinétique des composés lithiés 439 et 440 serait due, selon les auteurs, a la
déstabilisation du carbanion inhérente aux anions-d’ de structures polyoxygénées.

Ainsi la présence de 13 atomes d’oxygeéne dans 431, 433, 434, 432 et de quatre atomes d’oxygeéne
dans 437 peuvent expliquer que le proton H8 ne puisse pas étre déprotoné.

Ces observations et résultats invalident définitivement la stratégie Umpolung qui ne sera pas

davantage étudiée.

4. Etude de la réactivité 7-iodo-(2’,3’,4’,6’-0O-tétrapivaloyl)sécologanol

En paralléle des études de la réactivité du carbone C8, nous avons effectué des études préliminaires de
la réactivité du carbone C7. La formation d’une liaison C-I a été effectuée en C8, et un essai d’addition

d’organomagnésien a été réalisé.
4.1.1 Ouverture par TMSI

La lactone du perpivaloylsweroside (201) est ouverte par le TMSI dans le CH,Cl, aprés 2 heures de
réaction a température pour former le composé 443 qui n’est pas isolé. Apres traitement aqueux et
évaporation de la phase organique, le résidu est redissous dans un mélange toluéne / MeOH et 1’ajout
de TMSCHN, permet de méthoxyler ’acide carboxylique de 443 en 30 minutes a température
ambiante. Le 7-iodo-(2°,3°,4’,6’-O-tétrapivaloyl)sécologanol (444) est alors isolé avec un rendement

global de 78 % a partir de 201.
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Etude de la réactivité 7-iodo-(2°,3°,4°,6 ’-O-tétrapivaloyl)sécologanol

B T TMSCHN, CO,Me
Toluéne / MeOH | H
TMSI1,5éq. 5/1 N
- g 0
CH,Cl, ta.,2h t.a., 15 min.
OGIc(OPIv), OGIc(OPiv), | 78 % sur 2 étapes OGIc(OPiv),
201 443 444

Schéma 258 : F ormatio;l de l'iodure 444 en deux étapes séquentielles a partir de 201
4.1.2  Essaid’addition sur le C7

Les réactions de couplage croisé avec des halogénures d’alkyles sont décrites comme problématiques

4 Comme modele, pour étudier la réactivité du C7,

et nécessitent souvent 1’utilisation de catalyseur
nous avons utilisé le composé 444. Nous avons d’abord envisagé la réaction entre 444 et le bromure de
vinyle magnésium 445 sans catalyseur dans le THF. Dans ces conditions, aucune réaction n’est

observée (446).

CO,Me MgBr CO,Me
H — " cul H
445
| H THF
OGIc(OPiv), OGlIc(OPiv),
444 446

Schéma 259 : L'addition du bromure de vinylmagnésium 445 sur 444 n'est pas observée

“7 ne permet pas de former le produit attendu. Deux types de

L’ajout d’un catalyseur comme le Cul
conditions ont été testés :

» Ajout de 444 sur une solution de Cul et de 445 a -10°C dans le THF.

» Ajout de 445 sur une solution de 444 et Cul a -10°C dans le THF.
Des essais avec I’éther diéthylique comme solvant sont en cours, de plus nous allons utiliser le
bromure d’isopropylemagnésium commercial 413 comme magnésien mod¢le car il est plus réactif que

408

le bromure de vinyle magnésium 445. Enfin d’autres catalyseurs au fer comme le FeCl;"" ou le

409 A .
Fe(acac); peuvent étre envisagés.
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Vers la syntheése de xénicanes a partir du sweroside

5. Conclusion du chapitre 5

Au cours de ce chapitre nous avons mis au point une rétrosynthése des xénicines a partir de
sécoiridoides et développé trois stratégies de synthése de xénicanes a partir du sweroside (4). Ces trois
stratégies utilisent un intermédiaire commun 397. Ce synthon clé a pu étre obtenu en 2 étapes a partir
du perpivaloylsweroside (201) par ozonolyse suivi d’une épimérisation. Les études d’addition
nucléophiles ont montré que 1’utilisation d’organomagnésiens constitue la voie la plus prometteuse
pour la suite de la synthése. Les échecs de déprotonation des dithianes issus de 397 ont permis
d’éliminer la stratégie Umpolung comme voie de synthése. Enfin I’étude de 1’addition de vinyles
magnésiens sur le carbone 7 du composé modéele 444 est en cours.

Il reste de nombreuses étapes avant 1’obtention de la tsitsixénicine A (8), cependant avec le premier
synthon clé en main et les études de réactivités qui ont été réalisées, la formation du cyclononéne
apparait plus proche que jamais. Ainsi ce chapitre a permis de poser les premiéres (et difficiles) étapes
pour 1’obtention de xénicanes a partir de sécoiridoides. L’achévement de cette synthése permettra la
production de nombreux analogues naturels ou non de xénicines ainsi que leurs évaluations

biologiques.
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Conclusion générale et perspectives

Conclusion générale et perspectives

La Nature est une source inépuisable d’inspiration et de diversité chimique donnant accés a nombreux
composés complexes et chiraux. La valorisation chimique des produits naturels majoritaires extraits de
plantes passe par leur utilisation comme matiéres premieres renouvelable en synthése.

Plus particuliérement dans le cadre de cette thése, nous avons montré que les sécoiridoides d’Olea
europaea et du Lonicera tatarica, sont abondants, hautement fonctionnalisés et constituent des
matiéres premieres chirales renouvelables.

Grace a la mise au point de procédés verts, limitant 1’utilisation de produits toxiques (silice, solvant
chlorés) trois sécoiridoides (oleuropéine (2), sécologanoside (3), sweroside (4)) ont pu étre extraits et
purifiés a 1’échelle de la dizaine de gramme (10-100 g).

L’¢étude de la réactivité de ces composés nous a conduit a développer une nouvelle méthode douce
d’ouverture de lactone par le TMSONa, en conditions aprotique et anhydre. L’application de cette
nouvelle méthode sur le sweroside (4) et ses dérivés a permis 1’obtention de nouveaux synthons

chiraux originaux.

0

OGIc(OPiv),

L’utilisation du TMSONa a aussi permis de mettre au point une nouvelle synthese du sécologanoside
(3) a partir du sweroside (4) via un procédé en trois étapes séquentielles, réalisable en 24 heures.
L’application de ce procédé¢ a été étendue avec succes sur les dérivés du sweroside permettant 1’acces

a de nouveaux analogues du sécologanoside.

(@) (@)
H H 321 : R=Piv, R'= O{{
X -
o ————»
H H 323 : R=Piv, R'= @)
OGIC(OR), OGIC(OR), o
320:R=Piv, R= X
R=H,R' = f{ (0]
R = H : sweroside (4) o Ou
R = Piv : perpivaloysweroside (201) sécologanoside (3) 318 : R=Piv, R'= .
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Partie expérimentale

L’étude de la réactivité de 1I’oleuropéine (2) a permis la synthése d’un nouveau dérivé isomérique du

sécologanoside.
HO o.__0O
H CO,CH3 H CO,CH3
Ox
HO A - = ~
_ >
= 0 = )
OGlc OGlc
2 7
oleuropéine 9-dehydro-10-(H)-secologanin

Enfin grace a ces différentes études des réactivités des maticres premiéres, nous avons pu sélectionner
le sweroside (4) comme produit de départ pour la synthése de xénicanes. Bien que la synthése n’ait pas
pu étre achevée, le synthon clé 397 a pu étre obtenu a partir du sweroside (4) en 3 étapes. Deux
stratégies de synthéses ont été testées, il est apparu que la stratégie Umpolung n’était pas valide, et que

la stratégie par addition nucléophile pourrait étre réalisée par I’utilisation d’organomagnésiens.

o__0O
i 3eétapes 000 NI, -

N _ | - >

O -

) |

OGlc O OGIc(OR), OAc

4 397 8
sweroside tsitsixénicine A

Ainsi nous avons mis au point une nouvelle chimie autour des sécoiridoides, ce savoir-faire pourra étre
valorisé dans le futur pour plusieurs objectifs :

» Terminer la synthése de xénicanes et effectuer les tests biologiques de ces composés.

» Synthétiser de nouveaux alcaloides indolo-monoterpéniques a partir des analogues de

312

sécologanoside. Par exemple la talbotine (331)” ~ peut étre synthétisé a partir du composé 327.

OGIc(OPiv),

327 331
talbotine

» Utiliser les synthons intermédiaires pour 1’obtention de nouvelles molécules originales.
Par exemple, nous pouvons envisager d’utiliser le composé 303 comme produit de départ bi-
fonctionnel (aldéhyde + acide) pour la synthése de dérivés du bakankoside 447 via une réaction d’Ugi

B 41
a 3 composants*'".
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Conclusion générale et perspectives

UGI-3CR
------------ - RNH,
A - | OGIc(OPi RieNC I+
OGIc(OPiv), c(OPiv)q OGIc(OPiv),
303 - - 447

Ces travaux ont donc permis de montrer 1’intérét des sécoiridoides comme matiére premiére chirale
renouvelable grace a la mise au point d’un ensemble de savoir-faire de la plante jusqu’a des synthons

chiraux valorisables en synthése.
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Titre de la thése : Les sécoiridoides d’Olea europaea et du Lonicera tatarica : maticres
premicres destinées a la conception de nouveaux synthons chiraux pour la synthése de
composés biologiquement actifs et outils pour le développement de nouvelles méthodes
d’extraction et de synthese.

Résumé : Les sécoiridoides sont des monoterpénes hautement fonctionnalisés utilisés comme matiéres
premicres chirales renouvelables en hémisynthése, lorsqu’ils sont abondants au sein des végétaux. Un
nouveau procédé vert d’extraction aqueuse et de purification utilisant des résines et la chromatographie
de partage centrifuge a permis 1’isolement de plus de 100 g d’oleuropéine des feuilles d’Olea europaea
et d’'une douzaine de grammes de sécologanoside et de sweroside des feuilles de Lonicera tatarica.
L’ouverture de la lactone du perpivaloylsweroside a été effectuée en milieu organique apolaire par le
TMSONa. Cette réaction a été étendue a 8 lactones commerciales et 5 lactones de sécoiridoides. Une
approche mécanistique de cette nouvelle réaction a été établie sur la y-butyrolactone a 1’aide d’une étude
cinétique. Cette réaction a été utilisée pour la conversion du sweroside en sécologanoside en quatre
étapes. Cette approche séquenticlle a été appliquée avec succes sur les dérivés du sweroside. Quatre
nouveaux analogues du sécologanoside et 9 synthons chiraux originaux ont ainsi été isolés. De plus
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de diterpenes cytotoxiques marins de types xénicanes.
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