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I. Contexte et objectifs de la these

Des travaux entrepris au laboratoire par Bruno Lenta en 2007, basés sur une approche
ethnopharmacologique, ont suggéré I’intérét d’'une Hypericacée tropicale pour ses propriétés
antiprotozoaires, Psorospermum glaberrimum. En effet, celle-ci est traditionnellement
employée au Cameroun dans le traitement de maladies parasitaires', précisément pour son
activité antiprotozoaire vis-a-vis de parasites comme Plasmodium et Leishmania®. Une
premicre tentative d’isolement bio-guidé des principes actifs antiprotozoaires a partir de
I’écorce de P. glaberrimum suggérait que des composés de nature anthranoide
(anthraquinones, anthrones, vismiones diversement substituées) puissent étre responsables de

’activité anti-protozoaire mise en évidence dans I’extrait d’écorce étudié.

Parmi ces composés, la seule vismione isolée, I’acétylvismione D (AVD) présentait
une activité anti-Leishmania inédite, sans cytotoxicité marquée associée (Clso = 90 nM, IS =

6)°.

Dans la continuité de ces résultats préliminaires, les travaux de theése J.-B. Gallé ont
permis d’étendre cet intérét a différentes espéces du genre Psorospermum. En effet, une
activité anti-Leishmania in vitro a été mise en évidence dans dix espéces du genre (Clso 0,14-
0,69 pg/mL) permettant d’isoler pour la premiere fois, grice a une méthode d’extraction
adaptée, plusieurs analogues de vismiones a partir d’'un méme extrait étudi¢ (Gallé ef al., J

Nat Prod, soumis)*.

En effet, ’extrait dichlorométhanique d’écorce de P. glaberrimum (PGE2E), a la fois
disponible a 1’échelle du gramme et ayant présenté une activité¢ anti-Leishmania in vitro
submicromolaire sans cytotoxicité associée importante (IS = 13), a fait 1’objet d’un
fractionnement adapté qui a abouti a ’isolement de 8 vismiones qui ont été testées sur
amastigotes axéniques de L. donovani et également sur les stades sanguins de P. falciparum’
(These J.-B. Gall¢, 2015, Université de Strasbourg). Ces travaux ont montré pour la premicre
fois que les vismiones isolées présentaient une sélectivité d’activité marquée vis-a-vis de L.

donovani in vitro (Clso = 0,031-0,827 uM), ’activité antiplasmodiale étant moins marquée

(Clso = 0,71-2,65 uM)? (Gallé et al., J. Nat. Prod, soumis).
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Celles-ci different par leurs substitutions sur trois positions (Figure 1). Elles peuvent
étre O-prénylées ou O-géranylées sur la position 3, et/ou C-prénylées ou C-géranylées sur la
position 2. La position 6, en plus de porter un méthyle, peut comporter un groupement
hydroxyle libre ou étre O-acétylée. Globalement, les composés O-alkylés en positions 3
semblent plus actifs que ceux C-alkylés en position 2. De plus, le groupement prényle semble

favoriser 1’activité par rapport au groupement géranyle. A ce stade, il restait difficile de tirer

\

une conclusion sur I’influence de 1’acétyle en position 6.

Psorospermum sp Vismiones naturelles

(Cl,,0,14-0,69 pg/mL) (ClL5,0,31-0,827 pM) )

Figure 1. Positions de substitution des vismiones naturelles et leur effet sur ’activité anti-Leishmania in
vitro.

Les molécules ont été testées sur des cultures axéniques d’amastigotes de L. donovani (n = 2) par estimation de la viabilité cellulaire par test
a la résazurine. Les tests de cytotoxicité ont été effectués sur cellules de muscle squelettique de rat L6 par test a la résazurine.

Références : activité anti-leishmania : miltéfosine Clsy = 0,144 uM ; cytotoxicité : podophyllotoxine Clsp = 0,0.019 pM.

+/- : Effet du substituant sur I’activité anti-Leishmania.

Par ailleurs, aucune des anthraquinones (35) et anthrones (10) commerciales, sélectionnées
dans la Chimiothéque Nationale! ou obtenues par synthése au laboratoire, n’a montré
d’activité¢ anti-Leishmania inférieure au uM. De plus, leur sélectivité est en moyenne tres

faible (<10).

! La Chimiothéque Nationale (CN) est un Groupement d’Intérét Scientifique (GIS) entre le CNRS et 41
établissements d’enseignement supérieur et de recherche. Elle a pour mission principale de regrouper
les collections de produits de synthése, de composés naturels et d’extraits naturels existants dans les
laboratoires publics francais et d’en promouvoir la valorisation scientifique et industrielle. Site
internet : http://chimiotheque-nationale.cn.cnrs.fr/index.php
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Enfin, une instabilité des vismiones en dehors de la matrice végétale a été mise en
¢vidence, suggérant que les autres anthranoides précédemment isolés a partir du genre
Psorsopermum par différents auteurs puissent en réalité étre des produits de dégradation des

vismiones.

L’ensemble de ces résultats antérieurs a ce travail de thése a permis de proposer
I’hypothése suivante : 1’activité anti-Leishmania mise en ¢évidence dans le genre

Psorospermum pourrait étre majoritairement portée par les formes vismiones.
Dans ce contexte, les objectifs de mes travaux de theése sont les suivants :

- confirmer I’intérét des vismiones isolées du genre Psorospermum pour leur activité
anti-Leishmania ;

- approfondir I’activité mise en évidence en 1’étudiant dans d’autres modéles in vitro et
in vivo ;

- approfondir la relation structure-activité par la synthése de vismiones diversement
subtituées ;

- développer un outil pharmacologique permettant d’approcher le site d’action des

vismiones chez Leishmania.

Pour atteindre ces objectifs, la stratégie suivante a été¢ définie et prend appuie sur un

réseau de collaborateurs appropri¢ :

- Quantifier les vismiones dans les différentes drogues (tronc, écorce, tige, fruits) des
especes de Psorospermum antérieurement identifiées comme anti-Leishmania par
spectrométrie de masse (collaboration avec I’Institut des Sciences de la Vigne et du
Vin a Bordeaux) ;

- Evaluer P’activité des extraits de ces drogues et des vismiones dans différents
modeles :

o activités anti-Leishmania sur amastigotes axéniques de L. donovani, sur
amastigotes intramacrophagiques de L. donovani et cytotoxiques sur
myoblastes de muscles squelettiques de rat L6 (déterminées par 1’équipe de
Marcel Kaiser au Swiss Tropical and Public Health Institute de Bale au sein de
la plateforme de criblage de référence mondiale sur les maladies parasitaires) ;

o activités cytotoxiques sur cellules L6, Hepal.6, ThP1 et nHDF (déterminées
respectivement par 1’équipe de Marcel Kaiser au Swiss Tropical and Public
Health Institute de Bale et par Flore Nardella a I’Institut de Parasitologie et de
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Pathologie Tropicale de Strasbourg, lors d’une collaboration avec le Pr Ermano
Candolfi) ;

activités anti-Leishmania sur promastigotes et amastigotes axéniques de L.
infantum (déterminées par Yenny Lozano, Lucie Paloque et Sandra Bourgeade-
Delmas au sein de ’'UMR 152 IRD-UPS PHARMA-DEV dans 1’équipe
BIOCID a Toulouse, en collaboration avec le Dr Eric Deharo) ;

activités anti-Leishmania sur promastigotes et amastigotes axéniques de L.
amazonensis, L. braziliensis, L. guyannensis et L. infantum (déterminées par
Katherine Milagros Carrillo Torres, Denis Castillo Pareja et Michel Sauvain,
au sein du laboratoire mixte international LAVI UMR 152 IRD-UPS,
Université Cateyano Heredia, Lima) ;

activités in vivo sur modele murin de leishmaniose viscérale (déterminées par
Sebastien Pomel dans 1’équipe Biocis de 'UMR 8076 CNRS (collaboration
avec le Pr Philippe Loiseau).

- Réaliser la syntheése :

o

o

De dihydroanthracénones diversement substituées, en se basant sur les travaux
déja initiés par J.-B. Gallé, afin de poursuivre I’étude de type Relation
Structure-Activité entammée ;

D’un outil pharmacologique présentant une activité anti-Leishmania
optimisée ;

De vismiones naturelles (synthese totale) ;

- Etudier les propriétés de fluorescence intrinséque des vismiones naturelles dans un

modele végétal (collaboration avec Andréa Hemmerlin dans le cadre de la these de

Quentin Chevalier, a I’Institut de Biologie Moléculaire des Plantes, Strasbourg).

Ainsi, le premier chapitre présente succintement les données épidémiologiques

existantes sur la leishmaniose, les traitements actuels et leurs limites, ainsi que les cibles

moléculaires

actuellement étudiées chez Leishmania. II s’intéresse également aux

dihydroanthracénones et aux vismiones. Les sources végétales de vismiones y sont citées,

suivies d’un état de I’art sur leurs propriétés anti-Leishmania, leur utilisation en tant qu’outils

pharmacologiques et les hypothéses sur le mécanisme d’action impliqué dans leur activité

anti-Leishmania. Enfin, I’état de DP’art sur la synthése totale de vismiones naturelles est

présenté.
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Le deuxiéme chapitre présente les résultats de la quantification des vismiones et leur
répartition dans les organes de différentes especes de Psorospermum, et étudie la relation

entre les teneurs en vismiones et 1’activité anti-Leishmania des extraits.

Un troisieme chapitre est consacré a la synthése d’analogues structuraux des
vismiones naturelles, dans le but de réaliser une étude de type relation structure activité, mais
¢galement d’obtenir un outil pharmacologique permettant d’approcher le mécanisme d’action
intracellulaire des vismiones. Les essais de synthése totale de vismiones naturelles y sont
¢galement décrits. Pour finir, dans 1’optique de réaliser la synthése énantiosélective de
vismiones, la détermination de la configuration absolue de la vismione H, élucidée pour la

premicre fois par dichroisme circulaire vibrationnel, est relatée.

Le quatrieme chapitre s’intéresse a 1’activité biologique comparée des vismiones
naturelles et de leurs analogues analogues synthétisés. L’activité anti-Leishmania a été
principalement étudiée sur différentes souches a tropisme cutané ou viscéral. L’activité
antifongique de certains extraits de Psorospermum ainsi que de dihydroanthracénones a
¢galement été évaluée, sur la base de données bibliographiques également présentées. D’autre
part, ce chapitre présente également I’évaluation de la stabilit¢ de dihydroanthracénones de
synthése en comparaison de celle des vismiones naturelles. Ce chapitre décrit également les
investigations relatives au mécanisme d’action des vismiones 1) sur un modele végétal
exprimant une voie de biosyntheése exprimée chez Leishmania, ii) par I’étude des propriétés

de fluorescence des vismiones.

Enfin, le chapitre 5 est consacré a la discussion des résultats obtenus durant cette

theése et aux perspectives ouvertes.

Une partie expérimentale préceéde la bibliographie qui clot ce manuscrit. Comme il est

d’usage au labortoire, cette partie est rédigée en anglais.
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L. Leishmanioses, traitements actuels et cibles moléculaires
d’intéreét

Les parasites du genre Leishmania sont des protozoaires de ['ordre des

Kinetoplastidés, de la famille des Trypanosomatidae, responsable d’une parasitose, la

leishmaniose. Elle fait encore partie des maladies négligées, malgré le fait qu’elle représente

la neuvieme maladie infectieuse la plus importante et la deuxieme cause de mortalité par une

parasitose, aprés le paludisme®.

En effet, d’aprés I’OMS, 700 000 a un million de nouveaux cas sont déclarés chaque
année, causant entre 20 000 et 30 000 déceés’. Une vingtaine d’espéces sont impliquées dans

ces parasitoses®.

I.1. Cycle parasitaire (Figure 2)

La leishmaniose est transmise par la piqire du phlébotome femelle, qui injecte la
forme promastigotes du parasite au cours d’un repas sanguin (1). Les promastigotes sont
ensuite pris en charge par les macrophages de I’individu (2) a l’intérieur desquels les
promastigotes se transforment en formes amastigotes (3). Les amastigotes, intracellulaires,
font éclater les cellules infectées en se multipliant puis atteignent les tissus (4). Lors d’un
nouveau repas sanguin sur un individu infecté, le phlébotome réabsorbe le parasite sous forme
amastigote (5, 6). Les parasites se différencient a nouveau en promastigotes dans 1’intestin du

phlébotome (7), se multiplient et migrent dans la trompe, préts a infecter un autre hote (8).
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Figure 2. Cycle parasitaire de Leishmania sp.

I.2. Aspects cliniques®
Il existe trois formes de la pathologie chez ’homme, pouvant étre bénignes mais

pouvant également causer la mort de I’individu en I’absence de traitement™°.

- La leishmaniose cutanée (LC) est la forme la plus fréquente. Elle provoque des
1ésions non-ulcératives disséminées, ressemblant a la Iepre. Les 1€sions apparaissent sur le site
de la piqure et peuvent guérir spontanément en quelques mois, en laissant toutefois des
cicatrices. Les lésions s’¢largissent graduellement, provoquant des rougeurs et devenant
douloureuses. La résolution de ces Iésions nécessite 1’intervention des leucocytes, qui isolent
la zone des tissus infectés et entrainent leur nécrose en formant un granulome. La
leishmaniose cutanée est généralement causée par L. major, L. tropica, L. aethiopica, dans le
nouveau monde et par L. mexicana, L venezuelensis, L. amazonensis, L. braziliensis, L.

panamensis, L. guyanensis et L. peruviana dans I’ancien monde.
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- La leishmaniose cutanéo-muqueuse (LM) cause une destruction des cavités bucco-
nasale et oro-pharyngée, provoquant des lésions défigurantes, des mutilations de la face
lourdement invalidantes. Cette forme de la pathologie est généralement causée par L.
braziliensis, mais d’autres especes peuvent €galement en étre la cause : L. aethiopica, L.

guyanensis, L. mexicana, L. amazonensis et L. panamensis.

- La leishmaniose viscérale (LV) également appelée kala-azar est la forme la plus
sévere et est mortelle en I'absence de traitement. L’infection peut dans certains cas étre
asymptomatique avant d’évoluer en une forme fatale de LV. Elle est caractérisée par des
poussées irrégulieres de fievre, une perte de poids, une hépatosplénomégalie et une anémie.
Des maladies opportunistes viennent souvent compliquer 1’infection, notamment le VIH-sida,
résultant de la faiblesse immunologique causée par le parasite. Celui-ci envahit les
marcrophages ou il se multiplie, avant d’aller se disséminer dans le systéme
réticuloendothélial, incluant le foie, la rate, la moelle osseuse et les tissus lymphoides. L.
donovani est la principale espéce incriminée sur le continent indien et en Afrique de L’Est,
tandis que L. infantum est situ¢ dans le bassin méditerranéen et L. chagasi est responsable de

la maladie en Amérique centrale et du Sud.

Dans notre étude, nous nous focaliserons essentiellemnt sur deux especes viscérales
(L. donovani et L. infantum) et dans une moindre mesure sur des especes a tropisme cutané (L.

amazonensis, L. braziliensis, L. guyannensis).

La dermatose post-kala-azar est une lésion cutanée non ulcérative qui peut étre

contractée apres guérison de la leishmaniose viscérale.

I.3. Traitements actuels

L’arsenal thérapeutique actuel permettant de combattre la maladie est limité. D’une
part ces médicaments présentent de nombreux effets secondaires qui peuvent étre séveres, en
plus d’une durée de traitement longue et de prix ¢€levés. D’autre part, de plus en plus de

résistances du parasite apparaissent vis-a-vis de ces traitements!!.
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[.3.1 Traitements de premiere lignel2

Les dérivés pentavalents de I’antimoine (Sb(V)) (Figure 3) sont le traitement de
premicre intention dans de nombreux pays, mais sont progressivement remplacés en raison de
taux de résistance allant jusqu’a 60%, en Inde et au Népal, notamment. Les seuls composés
actuellement disponibles commercialement sont le stibogluconate de sodium (Pentosan®) et
’antimoniate de méglumine (Glucantime®)!'!. Leur toxicité les rend responsables d’effets
secondaires hépatiques et cardio-vasculaires, ainsi que de myalgies et de douleurs
abdominales, les contre-indiquant chez les femmes enceintes et les patients présentant des
pathologies cardiaques, rénales ou hépatiques. Leur mécanisme d’action exact reste
actuellement inconnu. Cependant des études ont montré que ces composés €taient capables
d’interférer avec le systéme trypanothione/trypanothione réductase du parasite, le rendant
vulnérable conte le stress oxydatif. D’autres études ont également montré que ce stress
pouvait étre induit par le cycle d’oxydo-réduction de I’antimoine Sb(V) en Sb(III)!*. Enfin, il

a été reporté que ces composés pouvaient également agir sur la topoisomérase I du parasite'.

g o oH o o
A OH b
o on O OH
Antimoniate de méglumine Stibogluconate de sodium

Figure 3. Structure des dérivés antimoniés.

[.3.2 Traitements de seconde ligne
Parmi ces traitements figurent la pentamidine, 1’amphotéricine B, la miltéfosine et la

paromomyine (Figure 4).

La pentamidine interféere avec la mitochondrie du parasite et ’activité de la
topoisomérase 1'°. Administrée par voie parentérale, elle entraine des nausées, une douleur
abdominale, des maux de téte, des diarrhées, ainsi qu’une tachycardie, une baisse de la
glycémie et une néphrotoxicité. Des analogues moins toxiques ont cependant été

développés'®.
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L’amphotéricine B est également utilisée. Capable de se lier a I’ergostérol, elle
perturbe la perméabilité membranaire et entraine la mort cellulaire. Elle est utilisée dans les
cas de LV résistante a la pentamidine ou lorsqu’il n’y a pas de réponse significative au
traitement par les dérivés de I’antimoine. Elle est en outre active contre la LC et la LM'7. Son
administration par voie intra-veineuse provoquant des effets secondaires aux niveaux
cardiaque, rénal et hépatique, une formulation liposomale a été développée (AmBizome®).

Celle-ci permet de réduire significativement la néphrotoxicité!s.

La miltéfosine (Impavido®), seul médicament disponible par voie orale, est également
utilisée dans le traitement de la LV et est relativement bien tolérée par voie orale. Les effets
secondaires principaux sont des maux de téte, des désordres gastro-intestinaux et un potentiel
tératogéne'®. La miltéfosine est un analogue de phospholopide actif contre plusieurs espéces
de Leishmania, dont des especes responsables de la LC. La miltéfosine aurait plusieurs cibles
moléculaires, agissant sur la signalisation cellulaire lipidique, induisant 1’expression de
I’oxyde nitrique synthase 2 ce qui produit du NO et des radicaux libres, ceci conduisant a la
mort cellulaire par apoptose. Elle est également capable d’induire la production de cytokines
Thl par les macrophages infectés, entrainant la production d’IFN-y, permettant d’éliminer le
parasite’®. La miltéfosine est stable par voie orale, mais sa longue demi-vie facilite

’apparition de résistances®!.

La paromomycine, un aminoside, est administrée par voie intramusculaire, causant
une douleur au point d’injection. D’autres effets secondaires comme une ototoxicité
réversible, une néphrotoxicité ou une hépatoxicité sont plus rares aux doses thérapeutiques
employées pour le traitement des leishmanioses??. Une formulation pour un usage topique
existe pour le traitement de la leishmaniose cutanée?, facilitant 1’administration du traitement
et réduisant les effets secondaires?®. Elle provoque la dépolarisation de la membrane
mitochondriale du parasite et un dysfonctionnement des ribosomes et de la respiration

cellulaire ce qui contribuerait a ’activité antiparasitaire de la molécule?.
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Amphotéricine B Miltéfosine

O~
HzN\n/Q/ \Q\H,NHz

NH NH
H

Pentamidine Paromomycine

Figure 4. Structure des traitements de seconde ligne.

Enfin, des dérivés azolés comme le fluconazole sont utilisés par voie orale ou topique
dans le traitement des LM et LC. IIs inhibent la syntheése de I’ergostérol, perturbant les

membranes cellulaires du parasite.

Ces composés sont utilisés en association dans les schémas de thérapies actuelles. Le
stibogluconate de sodium associé a la paromomycine offre par exemple un taux de guérison

supérieur a 95%°°.

Enfin, des traitements locaux existent comme la cryothérapie ou la thermothérapie,

dans le soins de la LC10,
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I.4. Cibles moléculaires actuelles2?
Viser des cibles moléculaires spécifiques du parasite permettrait de réduire
significativement les effets secondaires des traitements existants. Les principales voies

métaboliques étudiées sont indiquées dans la Figure 5.

Ambincas cxydess L. Donovani Réguiatours caliualre
Acida ascorblque i L. Infantum hking Division cellulaire
L. chagasi
a g
Enzymes de la vola
sauvetage Knasa 3 (@5K-3)
Omifhing
Cible do la décarbaoess
rapamycl
| Synthiése des purines ] i e
b réductasa (TR)
Phosphorylation dos
protéines
re—r— f
Formation de
Packdocalcisome
oca Méitabolisms des e
[ thiols

Figure 5. Cibles moléculaires pour le traitement de la leishmaniose

Voie de synthése de I’acide ascorbique (a)

L’arabinose oxydase est une enzyme de la voie de biosyntheése de 1’acide ascorbique
chez Leishmania. Les mutants présentant une absence de cette enzyme ont montré une
virulence atténuée et une baisse de la survie dans les macrophages. Ces mutants ont ¢galement
montré une induction d’IFN-y, IL-2 et de (TNF)-a, augmentant leur sensibilité au stress
oxydatif?®. Une autre étude a démontré que les parasites génétiquement déficients en acide

ascorbiques induisaient une immunité chez les souris Balb/c*®,
Voie de sauvetage des purines (b)

Le glycosome est une organelle spécifique aux kinétoplastidés, renfermant des voies
métaboliques essentielles a la survie du parasite dont la voie de sauvetage des purines, la
glycolyse et I’oxydation des acides gras. Les parasites du genre Leishmania sont incapables
de réaliser la synthése de purines de novo, et sont donc dépendants de celles de 1’hote et des

enzymes spécifiques permettant leur recyclage. Une étude récente utilisant des mutants
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présentant une déplétion de ces enzymes étaient incapables de se développer, méme en

présence de xanthine ou de guanine®.

Régulation des kinases (c), (f)

Les kinases jouent également un réle important dans la croissance, la survie et la
virulence du parasite. La glycogéne synthase kinase 3 (GSK-3) a été étudiée comme cible
potentielle. Des analogues bis-indoliques de syntheése de 1’indirubine se sont révélés étre des

inhibiteurs sélectifs de la GSK-3 présente chez Leishmania, avec des Clso de 1’ordre du pM?>°.
Métabolisme des thiols (d)

La tripanothione est synthétisée par Leishmania afin de combattre le stress oxydatif et
permet sa survie dans les macrophages. La trypanothione réductase (TR) parasitaire,
sensiblement différente de celle présente chez les mammiferes, est une cible de choix dans le

traitement de la LV>'.

Zahir et al. ont synthétisé des nanoparticules d’argent et d’oxyde de titane, qui ont
montré des activité de ’ordre du pg/mL sur L. donovani*’>. Ces nanoparticules inhibent le
complexe trypanothione/TR chez le parasite (d), et constitue une alternative sécuritaire et

prometteuse dans le traitement de la LV.

Par ailleurs, plusieurs inhibiteurs de la TR ont été développés et certains se sont

révélés plus actifs que la miltéfosine®*-*,

Biosynthése des polyamines (e)

Les polyamines jouent un role important dans la croissance, le développement, la
virulence et la survie du parasite. Les enzymes impliquées dans la biosynthése des polyamines
et de la spermidine, arginase, ODC et spermidine synthase, ont été étudiées comme

potentielles nouvelles cibles dans le traitement de la LV,

L’arginase est nécessaire a la synthése des polyamines, et son absence entraine la mort
du parasite. Des études ont montré que certains flavonoides permettaient d’inhiber cette

enzyme, entrainant une réduction de la croissance de Leishmania’®.

L’ornithine décarboxylase (ODC) permet la biosynthése de la putrescine et joue un
role dans la pathogénicité du parasite ainsi que dans la régulation de la tripanothione. Il existe

une différence significative entre ’ODC humaine et celle de Leishmania, ce qui rend cette
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cible particulierement intéressante. La structure tridimentionnelle de I’ODC a été modélisée,
conduisant a la création d’un inhibiteur, le ZINC67909154, qui s’est révélé étre un potentiel

candidat dans le traitement de la LV,
Régulation du cycle cellulaire (g)

Cibler la réplication et les mécanismes de réparation de I’ADN, ainsi que les
régulateurs clés du cycle est une autre voie d’approche intéressante pour développer de
nouveaux traitements. La topoisomérase permet de relacher les forces de torsion durant la
réplication et la transcription de I’ADN, et maintient la stabilité du génome. Une altération de
celle-ci conduit a la mort cellulaire. Les topoisomérases présentes chez Leishmania sont
significativement différentes des topoisomérases humaines, en faisant des cibles de choix.
Une étude sur des indéno-1,5-naphtyridines de synthése a montré que ces dernieres étaient
capables d’inhiber sélectivement les topoisomérases chez L. infantum vis-a-vis des

topoisomérases humaines*.

Outre la recherche de nouvelles cibles, 1’étude de nouveaux modes de délivrance des
drogues actuelles est toujours d’actualité. Les nanotechnologies offrent de nouvelles
possibilités pour augmenter leur efficacité et réduire leurs effets secondaires en permettant

notamment un meilleur adressage des principes actifs vers leurs cibles*!*2.

Voie de prénylation des protéines

La prénylation des protéines est un processus vital chez Leishmania. Les protéines
prénylées interviennent notamment dans la prolifération cellulaire, la différenciation et le
traffic vers la membrane. La prénylation est effectuée par des prényl protéases. Une étude
réalisée par Singhet ef al. a mis en évidence la tres faible similarité entre la CAAX prenyl
protease II humaine et celle présente chez L. donovani, avec des différences importantes au
niveau des sites actifs**. De plus il a été montré que I’inhibition de cette enzyme entrainait une
diminution significative de la croissance et de l’infectiosité du parasite**. Les vismiones
possédant toutes un groupement prényle ou géranyle, il est possible qu’elles interférent avec
la voie de prénylation des protéines. L’effet des vismiones sur la prénylation a donc fait

I’objet d’une étude dont les résultats sont décrits dans le quatrieme chapitre.

En conclusion, de nombreuses nouvelles voies métaboliques sont étudiées, et de

nombreuses enzymes impliquées dans ces voies sont significativement différentes de celles
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présentes chez I’humain. Ceci permet d’espérer 1’arrivée de nouveaux traitements, ainsi

qu’une connaissance accrue du métabolisme chez Leishmania.
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I1. Vismiones et dihydroanthracénones

Les dihydroanthracénones, parfois appelées pré-anthraquinones®#® sont des
précurseurs des anthrones et anthraquinones retrouvées dans certains macro et micromycetes
et végétaux supérieurs. Elles sont caractérisées par une structure tricyclique de base 3,4-

dihydroanthracen-1(2H)-one (Figure 6) sur laquelle sont présents différents substituants.

Figure 6. Structure de base des dihydroanthracénones.

Les vismiones se distinguent des dihydroanthracénones par la présence d’un ou

plusieurs groupements dérivés de I’isoprene sur leur squelette.

Les dihydroanthracénones monomériques sont retrouvées dans plusieurs familles
botaniques, principalement chez les Xanthorrhoeceae, les Fabaceae et les Hypericaceae. Elles
sont également retrouvées dans une moindre mesure chez les Rubiaceae, les Orchidaceae, les
Ochnaceae et les Rhamnaceae. Des dihydroanthracénones dimériques sont retrouvées dans les
genres Senna (Fabaceae) et Karwinskia (Rhamnaceae). Seule la fébruquinone a été isolée du

genre Psorospermum (Hypericaceae).

Les vismiones quant a elles sont essentiellement été isolées d’Hypericaceae, en

particulier des genres Psorospermum, Vismia et Cratoxylum>*" .

Les dihydroanthracénones et les vismiones dérivent d’un noyau atrochrysone (1)

commun (Figure 7) :

O OH OH

o
OH

Atrochrysone (1)

Figure 7. Structure de ’atrochrysone.
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Les voies de biosynthese des vismiones sont encore peu connues. Abdel-Rahman et al.
ont cependant proposé un schéma de biosynthése a partir de travaux réalisés sur Senna
bicapsularis®® (Figure 8).
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Figure 8. Voie de biosynthése des dihydroanthracénones issues de Senna bicapsularis™.

L’acétyl-CoA est condensé avec 7 unités de malonyl-CoA pour former une chaine
linéaire qui subit par la suite deux cyclisations successives pour aboutir a 1’atrochrysone (1).
Les vismiones sont ensuite C- ou O-prénylées/géranylées par des enzymes de la famille des
prényltransférases. A notre connaissance aucune prényltransférase spécifique des

dihydroanthracénones n’a cependant été mise en évidence.

Sur le plan des activités biologiques, nombre de dihydroanthracénones décrites, ainsi

que la plupart des vismiones, ont montré une certaine cytotoxicité vis -a-vis de plusieurs
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lignées cellulaires*’1>°, L’activité anti-plasmodiale des vismiones est bien décrite, et
réveélent des activités de 1’ordre du micromolaire, voire du submicromolaire dans le cas de la

vismione H (2) et de I’acétylvismione D (3)>>753¢ (Figure 9).

OH OH OH OH
Vismione H (2) Acétylvismione D (3)
Clsg = 0,23 pM (P. falciparum NF54) Clgg = 0,12 uM (P. falciparum W2)

Figure 9. Structures de la vismione H et de I’acétylvismione D et activité anti-Plasmodium.

II.1. Vismiones et activité anti-Leishmania

Les activités anti-Leishmania ont en revanche été moins étudiées.

[1.1.1 Activité sur amastigotes axéniques de L. donovani

La seule activité anti-Leishmania de vismiones a été reportée pour la premiere fois en
2004 par Mbwambo et al.>>. La vismione D (4) ainsi que plusieurs anthraquinones ont été
isolées a partir d’extraits éthanoliques a 80% d’écorce de Vismia orientalis Engl. (Figure 10).
La vismione D seule a présenté¢ une activité intéressante sur amastigotes axéniques de L.
donovani avec une valeur de Clso = 0,90 pM. La cytotoxicité sur cellules L6 a été évaluée a

10 uM, la vismione D a donc présenté un indice de sélectivité L. donovani/L6 de 11.

OH OH

. ‘CO PPN

Vismione D (4)
Clso =0,90 HM

Figure 10. Structure de la vismione D et activité anti-Leishmania sur amastigotes axéniques de L.
donovani. Décrite par Mbwambo et al.>.
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Une étude phytochimique basée sur une approche ethnopharmacologique a par la suite
permis d’isoler 1’acétylvismione D (3) a partir de I’écorce de P. glaberrimum®. Son activité a
de nouveau ét¢ évaluée sur amastigotes axéniques de L. donovani et une valeur de Clso = 0,09
uM a été mesurée. La cytotoxicité a été évaluée sur des cellules myoblastiques de rat L6 (Clso

=12 uM), et I’indice de sélectivité L. donovani/L6 a été évalué : IS = 133.

Ces travaux ont été poursuivis par J.-B. Gallé¢ lors de sa thése®. Jusque 13, les
différentes études phytochimiques de Psorospermum entreprises avaient abouti a 1’isolement
d’une majorité d’anthraquinones. L’usage de méthodes de purification alternatives lui ont
cette fois-ci permis d’isoler 9 vismiones a partir de 1’écorce de P. glaberrimum. L’activité de
ces vismiones a également été évaluée sur amastigotes axéniques de L. donovani (Tableau 1).

La cytotoxicité sur cellules L6 ainsi que sur macrophages a été évaluée.

Tableau 1. Activités anti-Leishmania in vitro des vismiones isolées de P. glaberrimum, décrites par J.-B.
Gallé et al.*®.

Activité IS IS
Molécule Structure L. donovani L. donovani L. donovani
Clso (nM) /L6 /PMM
D , 't l . . H OH OH
ésacétylvismione
0,031 112 598
5) Ho SN ’
OH OH
Vismione H (2) A)\ 0,057 15 268
OH OH
Vismione D (4) - I 0,084 10 65
OH OH
Vismione C (6) 0,098 55 266
OH
OH OH
(o]
Acétylvismione D (3) AOOW 0,149 6 478
OH OH
Acétylvismione F (7) 0,320 5 59
OH
(o) OH OH
Vismione M (8) HO 0,552 4 39
() OH OH °
Vismione F (9) HO 0,827 10 31
OH

Les molécules ont été testées sur des cultures axéniques d’amastigotes de L. donovani (n = 2) par estimation de la viabilité cellulaire par test

a la résazurine. Les tests de cytotoxicité ont été effectués sur cellules de muscle squelettique de rat L6 par test a la résazurine.

Références : activité antileishmanienne : miltéfosine Cls
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Les vismiones isolées de I’écorce de P. glaberrimum ont toutes présenté de bonnes
activités anti-Leishmania vis-a-vis des amastigotes axéniques de L.donovani avec des Clso
submicromolaires. Les résultats confirment notamment 1’activité de 1’acétylvismione D (Clso
= 0,149 uM) avec cependant une variabilité¢ au niveau de I’'IS mesuré (IS = 6), et celle de la

vismione D (Clso = 0,084 uM, IS = 10).

La vismione H (2) et la désacétylvismione H (5) se sont révélées étre les vismiones les
plus actives avec des Clso respectivement de 0,057 et 0,031 uM, et des indices de sélectivité

L.donovani/L6 de 15 et 112 respectivement.

Ces résultats ont permis a J.-B. Gallé de tirer des premicres informations présentées en
introduction a ce travail sur la relation structure-activité des vismiones vis-a-vis d’amastigotes
axéniques de L.donovani. Les composés O-prénylés ou géranylés sur la position 3 (2, 3, 4, 5)
semblent posséder une meilleure activité que les composés C-prénylés ou géranylés sur la
position 2 (6, 7, 8, 9). La longueur de la chaine alkylée semble également avoir une
influence : les composés prénylés (2, 5, 6) présentent de meilleures activités que les composés

géranylés 3, 4,7, 8, 9).

Certaines vismiones sont acétylées sur la position 6 (2, 3, 6,7), tandis que d’autres non
4,5, 8,9). Aucune conclusion n’a cependant pu étre tirée par 1’auteur a propos de 1’influence

de ce groupement acétyle sur 1’activité.
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[1.1.2 Activité sur amastigotes axéniques de L. infantum

Afin d’approfondir les recherches, J.-B. Gall¢ a également testé¢ 1’activité des
composés les plus prometteurs, la vismione H et la désacétylvismione H sur une autre souche
de Leishmania a tropisme viscéral, L.infantum. Les composés ont cette fois été testés sur les
formes promastigotes et amastigotes du parasite, et la cytotoxicité a été¢ évaluée sur les
macrophages murins J774A.1. La vismione H et la désacétylvismione H ont a nouveau
présenté de trés bonnes activités sur les amastigotes axéniques de L.infantum, avec des Clso
respectivement de 0,077 et 0,03 uM. Ces valeurs sont comparables a celles obtenues sur les
amastigotes axéniques de L. donovani, confirmant 1’intérét de ces deux vismiones. La
cytotoxicité de ces composés sur les macrophages murins s’est révélée relativement faible
avec des Clso supérieures a 0,3 uM, ce qui confirme la sélectivité de ces composés pour le
parasite. En revanche les activités sur les formes promastigotes sont beaucoup plus faibles,
supérieures a 0,3 pM. L’auteur souligne la logique de ce résultat : la forme promastigote,
retrouvée chez le vecteur, differe morphologiquement et métaboliquement de la forme

amastigote, retrouvée chez I’hote! 7.

Les activités convergentes des vismiones testées sur deux especes de Leishmania a
tropisme viscéral, mesurées dans des conditions expérimentales différentes et par des
expérimentateurs différents sont a souligner tant elles viennent donner du poids aux résultats

obtenus.

[1.1.3 Activité sur amastigotes intramacrophagiques de L. donovani
Les vismiones isolées ont également été testées sur amastigotes intramacrophagiques

de L.donovani, afin de se rapprocher du modele réel (Tableau 2).
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Tableau 2. Activités des vismiones isolées de P. glaberrimum sur amastigotes intramacrophagiques de L.

donovani.
Activité
Cytotoxicité IS L. donovani
Molécule Structure L. donovani PMM (uM) MM
intra¢ (uM) .
(o] OH OH
Désacétylvismione H o o/\)\ 32 18 0,6
OH OH
Vismione H L 44 15 0,4

O OH OH

Vismione D HO M >2 6 <0,2

Vismione C )OL 35 26 0,7

OH OH

Acétylvismione D M > 66 71 <1

OH OH
Acétylvismione F > 66 19 <0,2
OH

(o] OH OH
Vismione M HO 13 21 1,7

0] OH OH
Vismione F . > 24 26 <1

Les molécules ont été testées sur des cultures d’amastigotes intramacrophagiques de L. donovani (n = 1) par examen microscopique. Les
tests de cytotoxicité ont été effectués sur macrophages murins par test a la résazurine.

Références : activité antileishmanienne intracellulaire : miltéfosine Clso = 3 puM ; cytotoxicité : podophyllotoxine Clsy (L6) = 19 nM ;
Clso(macrophage) = 75 nM.

Les activités sur amastigotes intramacrophagiques de L.donovani se sont montrées
beaucoup plus faibles que sur amastigotes axéniques, avec des activités supérieures au
micromolaire. Les indices de sélectivit¢ sont également beaucoup plus faibles et sont
quasiment tous inférieurs a 1. L auteur indique cependant un biais possible dans 1’étude : les
tests ont été réalisés a partir de solutions stock anciennes, et les molécules ont pu étre
dégradées partiellement durant le laps de temps écoulé jusqu’aux tests. En effet, une étude
préliminaire de stabilité a pu montré lors de cette these que les vismiones sont tres réactives et
promptes a se dégrader en leur forme anthrone puis anthraquinone lorsqu’elles sont en

solution dans le DMSO. La vismione H présenterait par exemple une demi-vie de 72 h.

Le niveau d’activité anti-Leishmania, leurs propriétés cytotoxiques vis-a-vis des
macrophages et le caractére peu « drug-like » de ces molécules nous ont orienté vers leur
évaluation en tant qu’outils pharmacologiques dans I’optique de mieux comprendre la

biologie de ces parasites.
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I1.2. Utilisation des vismiones comme outils pharmacologiques

En effet, le profil physico-chimique et cytotoxique, ainsi que I’instabilité des
vismiones ne rend pas ces composé€s propices pour en faire des candidats médicaments. En
revanche, ils pourraient servir d’outils pharmacologiques afin d’identifier de nouvelles cibles

potentielles pour le traitement de la leishmaniose.

Les vismiones et les dihydroanthracénones en général présentent une forte
fluorescence dans le bleu-vert lors qu’elles sont excitées a 366 nm>. Cette caractéristique
pourrait étre mise a profit afin de les utiliser comme traceurs, permettant de les suivre au

niveau intracellulaire par microscopie.

Aucune utilisation des vismiones comme sonde moléculaire n’a a ce jour été décrite.
Cependant, les anthraquinones, structurellement proches, émettent également une forte
fluorescence dans le rouge lorsqu’on les excite a4 366 nm*. Leur utilisation comme sondes

fluorescentes a en revanche été décrite.

Malik et al. décrivent notamment [’utilisation du Reactive Blue 2 (RB-2), une
anthraquinone substituée par un groupement chloro-triazinyle. Ce dernier apporte une affinité
avec de nombreuses protéines et a largement été utilisé en biochimie et pharmacologie®

(Figure 11). Dans cet exemple, 1’anthraquinone sert uniquement de fluorophore.

NH>

o)
JO0h
0] HN\E:[SO3N8
NH
O
Cl)\\NJ\N

H
RB-2 (10)

Figure 11. Structure du RB-2
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Dans une review récente, Duval et Duplais décrivent I'utilisation des naphtoquinones
et des anthraquinones comme traceurs naturels®!(Figure 12). Le motif hydroxyle directement
conjugué¢ a un carbonyle favorise I’effet ESICT et entraine une forte fluorescence. Les
hydroxyles présents sur le squelette entrainent la formation de liaisons hydrogéne, entrainant
I’existence de différentes formes tautomeres lors du transfert de proton. Ceci permet d’obtenir
un spectre d’émission caractéristique a deux bandes. Cette fluorescence est fortement pH

dépendante.

OH O OH

Hypericine (11) Marmycine A (12)

Figure 12. Structures de I’ hyperycine et de la marmycine A, utilisées comme traceurs.

L’hyperycine (11), émettant dans le rouge (600-650 nm) lorsqu’elle est excitée a 570-
590 nm, est utilisée dans le diagnostic de nombreux cancers. Elle s’accumule
préférentiellement dans les tissus néoplasiques, permettant de les distinguer des tissus sains®.
La fluorescence de ce composé a permis de comprendre le mécanisme conduisant a I’affinité

accrue de ’hyperycine pour les tumeurs en réalisant un suivi par microscopie confocale®.

La marmycine (12) est un agent cytotoxique utilisé dans le traitement du cancer. Ses
propriétés de fluorescence ont conduit a mettre en évidence que, contrairement aux autres
agents cytotoxiques interagissant avec I’ADN, il n’était pas adressé au noyau mais subissait

un adressage vers le cytosol via un systéme de vésicules®!.
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Les vismiones et dihydroanthracénones présentant également ce motif hydroxyle-
carbonyle conjugués ainsi que plusieurs hydroxyles formant des liaisons hydrogéne (Figure
13), leur usage comme traceurs dans le suivi intracellulaire de Leishmania est tout a fait
pertinent et pourrait conduire a identifier la cible du parasite. De plus, la dépendance au pH de
la fluorescence permettrait en théorie de distinguer la localisation dans des compartiments

cellulaires présentant des pH différents.

WHo WHL
o O ©O

| R
o I
OR

Figure 13. Structure générale des dihydroanthracénones présentant un motif hydroxyle-carbonyle
conjugué.

I1.3. Hypotheses sur le mécanisme d’action des vismiones

Aucune étude sur le mécanisme d’action anti-Leishmania des vismiones n’a a ce jour
été réalisée. Les quinones en revanche sont connues pour leur activité anti-Plasmodium®, a
travers un mécanisme d’oxydation-réduction®. La proximité structurale avec les vismiones
pourrait laisser présager un mécanisme similaire sur Leishmania. Cependant 1’activité
sélective sur Leishmania, par rapport aux anthraquinones,’ tend a conclure qu’un autre

mécanisme entre en jeux.

Or toutes les vismiones isolées a partir du genre Psorospermum et actives sur
amastigotes axéniques de L. donovani (Tableau 1) possédent un groupement prényle ou
géranyle. De plus, il est démontré que la voie de prénylation des protéines est primordiale a la

66,67

survie de Leishmania On peut donc supposer que les vismiones agissent par un

mécanisme impliquant la voie de prénylation des protéines.

En effet certains dérivés quinoniques prénylés sont connus pour interagir avec cette
voie métabolique. L’anthroquinolol ((13), Figure 14), une quinone prénylée, inhibe I’activité
de I’isoprényltransférase, bloquant le signal Ras dans des cellules cancéreuses. Une étude de
docking a montré que le motif isoprénoide de 1’anthroquinolol se liait dans la poche

hydrophobe de la farnésyltransférase de la méme maniére que son substrat naturel. La
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structure cyclique de 1I’anthroquinolol quant a elle se lie preés du motif Ras-CAAX du site de

liaison de I’enzyme.

Anthroquinolol (13)

Figure 14. Structure de I’anthroquinolol.

La tecomaquinone (14) et le tecol (15), deux autres dérivés quinoniques, ont
¢galement montré une activit¢é d’inhibition de la farnésyltransférase chez Plasmodium,
pouvant servir de base pour une étude de RSA se basant sur le squelette de la tecomaquinone

(Figure 15).

tecomaquinone (14) tecol (15)

Figure 15. Structures de la tecomaquinone et du tecol.

Cette piste ser aexplorée lors de ce travail, en nous appuyant sur un modele végétal
exprimant les voies de biosynthese des isoprénoides, développé par A. Hemmerlin a I’'IBMP a

Strasbourg.

Données bibliographiques 31



Synthese et évaluation de [’activité biologique de composés de nature anthranoide issus du genre
Psorospermum (Hypericaceae) utilisé en médecine traditionnelle camerounaise | Nicolas Wasser

I1.4. Synthese totale de dihydroanthracénones naturelles
Trés peu de recherches ont ¢été effectuées sur la synthése totale de
dihydroanthracénones d’origine naturelle, et a ce jour aucune synthése totale de vismione

n’est décrite.

Snider et Zhang ont synthétisé 1’okicénone (16), initialement isolée a partir de
Streptomyces sp, et 1’aloésaponol III (17), isolé a partir de plusieurs espéces du genre Aloe®®
(Schéma 1). Aprés déprotection de 1’hydroxyle, le squelette tricyclique (II) est obtenu par
cyclisation oxydative d’un composé¢ intermédiaire (III) formé par alkylation de 1’acétate de
benzoyle. Celle-ci est formée soit par réaction de 1’acétone sur un chlorure de benzoyle (VI),

soit par condensation de Claisen entre I’acétone et une acétophénone (V).

R 0 O / v

R" OH O R" 0 O
R" 0 o
D00 = 0= =
R2 R2 R2 = R2 OR O
OH OH Cl OMe Ny N
I I 1 v
RZ
VI

Me OH O OH OH O
PO GS
OH OH

Okicénone (16) Aloésaponol Il (17)

Schéma 1. Rétrosynthése de I’okicénone et de I’aloésaponol II1.

La cyclisation oxydative s’est révélée étre 1’étape limitante (Schéma 2). En effet
plusieurs produits de polymérisation non caractérisés se sont formeés, malgré la trés courte
durée de réaction. Malgré tout, 1’okicénone et 1’aloésaponol III ont été synhtétisés avec des

rendements globaux de 9,6% et 8,6%, respectivement.
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1. Mn(OAc)3 2H,0 (2eq.)
1
Q 0 R AcOH, 120°C, 6min Q

0O R
999
X R? R?

OMe ClI OH

okicénone: R' = Me, R? = OH: 28% (2 étapes)
aloésaponol lIl: R' = OMe, R? = Me: 22% (2 étapes)

Schéma 2. Cyclisation oxydative pour former le squelette tricyclique.

Miiller et al. quant a eux décrivent la synthése de I’atrochrysone (1), le noyau commun
a toutes les vismiones naturelles, et de la torosachrysone (18), notamment isolée a partir de

Cassia torosa®. Les deux énantiomeres de chaque composé ont été synthétisés.

Le squelette tricyclique (I) est obtenu en réalisant une annélation de Staunton-Weinreb
entre un dérivé de I’acide orsellinique (III) et une cyclohexénone (II)”° (Schéma 3). La
cyclohexénone est obtenue par cyclisation d’un dérivé d’acide carboxylique portant un éther

d’énol (IV), lui-méme formé a partir d’un diester (V).

O OH R! (o] OR' oRe
— LT i
R30= R30=
OR? N OMe Me OR? OMe
| I 1] v v
O OH OH O OH OH
' !
Og OH Og OME
(S)-atrochrysone (S-1) (S)-torosachrysone (S-18)
O OH OH O OH OH
HO OH HO i i i “OME
(R)-atrochrysone (R-1) (R)-torosachrysone (R-18)

Schéma 3. Schéma de rétrosynthése ayant conduit a I’obtention de I’atrochrysone (1) et de la
torosachrysone (18).
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L’annélation de Staunton-Weinreb est la réaction la plus fréquemment utilisée pour
former le squelette dihydroanthraénone. Il s’agit d’une variante de 1’annélation de Hauser.
Cette dernicre nécessite 1’'usage d’un phtalide stabilisé, conduisant a la formation d’un cycle
para-hydroxylé, contrairement a I’annélation de Staunton-Weinreb qui utilise un orthotoluate.
Ce dernier présentant un degré d’oxydation plus bas, il permet d’arriver a des composés

tricycliques a un niveau d’oxydation plus bas également’.

Les vismiones sont basées sur un noyau dihydroanthracénone comportant un carbone
asymétrique en position 6. L’atrochrysone naturelle est de configuration (S). Lors de la
synthése de dihydroanthracénones, cette énantiosélectivité est apportée lors de la synthése de

la cyclohexénone.

Dans le cas de I’énantiomere (S)- (21), ’ouverture désymétrisante de I’hétérocycle
(19) est réalisée en utilisant le (R)-naphtyléthanol en présence de DMAP dans le
dichlorométhane (Schéma 4). La réaction a été maintenue a 60 °C pendant plusieurs jours
pour arriver a un rendement de 75%. La cyclohexénone a été obtenue avec un rendement

global de 16%.

OH 1. (R)-1-naphtyl)éthanol, HO 0]
DMAP, CH,Cl, ”, ]
-60 °C, 5 jours . - _fl_gt_a_p_e:s_»
MeOOC : S
0”0 X0 2. MeOH, 4 eq. o O/\Np TBSO OMe
(19) (20) (21)

16% (Rendement global)

Schéma 4. Synthése énantiosélective de la cyclohexénone (21).

L’énantiomere (R)- (21) est lui obtenu au départ d’un diester symétrique (22), qui
réagit avec une estérase de porc a pH 8 pour donner un monoacide (23) avec 92% de

rendement (Schéma 5). La cyclohexénone (R) est obtenue avec un rendement global de 53%.
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o
OH estérase de porc -~ OH
pH8 | . 4 étapes
TBSO=
MeO,C  CO,Me 92% MeO,C  COOH 3 OMe
(22) (23) (21)

53% (Rendement global)

Schéma 5. Etape permettant d’apporter 1I’énantiosélectivité de la voie de synthése du composé ((R)-21).

La cyclisation de Staunton Weinreb s’effectue dans le THF a -78 °C en présence de
LDA avant d’ajouter la cyclohexénone. Les dihydroanthracénones ont été obtenues avec des
rendements ne dépassant pas 25% (Schéma 6). La déprotection du groupement TBS s’est

ensuite effectuée a I’aide d’acide fluorhydrique dans 1’acétonitrile.

1. LDA (0,9 eq.), THF
-78 °C

2. cyclohexénone (3 eq.
MeO,C y (3eq.)

+

25%

TBSO=
S OMe Me OR?

(21)

Schéma 6. Cyclisation de Staunton-Weinreb.

Deux syntheses totales de 1’olivine sont également décrites. La premicre a été décrite
par Dodd et Weinreb’!, et met bien évidemment en jeu un couplage de Staunton-Weinreb
entre une cyclohexénone (25) et un dérivé de I’acide orsellinique (24) (Schéma 7). L’olivine

protégée par un groupement TBS (26) a été obtenu avec un rendement de 40%.

o) O OH OMe
OTBS OMe OTBS
A o . MeO,C LDA, THF A oM
o) OH © 78 °C ol H ©
oM

(6]
e
(24) (25) olivine protégée par un

groupement TBS (26)

Schéma 7. Annulation de Staunton-Weinreb pour former le squelette de I’olivine.
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La synthése de la cyclohexénone racémique a été réalisée (Schéma 8). Le dithiolane
(27) est acylé par ’ester benzoique (28) en présence de n-BuLi pour donner le composé (29).
La cétone est réduite quantitativement par le tétrahydroborate de sodium pour donner 1’alcool
(30) sous la forme de deux diastéréoisomeres utilisés en mélange. La réduction de Birch
entraine la formation du composé (31) qui est rapidement hydrolysé en une dicétone qui est
immédiatement méthylée par le diazométhane pour donner la cyclohexénone (32) dont
I’hydroxyle secondaire libre est protégé par un groupement TBS pour obtenir la
cyclohexénone finale (24). En revanche la publication ne décrit pas la déprotection de

I’hydroxyle aprées cyclisation.

NaBH,CI

S/j
HsCO s OQ n-BuLi
+ _—
MeOzC/H“\O THF
OCH;

(27) (28)
OQ Li/NH;
HsCO Ss<S 10 _EOH hco
OH OH
OCH;, OCHj
(30) (31)
1.H;0* Q Q
2.CHaN, HyCO H v 0 TBSCI HCO H 7 Re
RS SR S
0 o)
(32) (24)

Schéma 8. Synthése de la cyclohexénone (24).

La deuxiéme synthése est proposée par Roush et al. et décrit la synthése totale de
I’énantiomere naturel de 1’olivine (Schéma 10). Elle ne passe pas par la cyclisation de

Staunton-Weinreb.
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Le traitement de 1’aldéhyde (33) par le réactif de Gilman dans un mélange éther/THF
contenant du TMSCI a permis d’obtenir (34) avec 91% de rendement (Schéma 9).

OTBS
: cho  (CHzCHa),CuLi, TMSCI
5 N .78 °C, Et,0, THF
GO OMe 2. PhyP=CO,Me

Schéma 9. Etape diastéréosélective de la voie de synthése de I’olivine.

(36) est obtenu par annélation de Hauser avec un phtalide a partir de (35) avec un
rendement de 40%. L’hydroxyle libre est ensuite protégé par un groupement BOM. Le
groupement vinyle est oxydé en aldéhyde (37) puis en ester (38) avec un rendement de 85%.
Le troisiéme cycle est formé en réalisant la condensation de Dieckmann sur (38) avec un
exces de #-BuOK dans le benzeéne, puis en effectuant une saponification suivie d’une
décarboxylation avec de [I’hydroxyde de sodium au reflux de 1’éthanol, et la
dihydroanthracénone (39) est ainsi obtenue avec 60% de rendement. Apres clivage du TBS,
I’oxydation de Swern engendre la formation de la cétone acyclique (40) avec 90% de
rendement. Le carbonyle présent sur la structure tricyclique est ensuite transformé
sélectivement en éther d’énol silylé qui par oxydation conduit a la formation de
I’hydroxycétone (40) avec 76% de rendement. Les groupements protecteurs ont ensuite été

clivés pour donner I’olivine (41).
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BOMO
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OBOM OH OBOM
TBSO COMe MeO,C
: | LDA, THF, -78°C
o\\ Z e R
O OMe 2. CHyS0,Cl, EtzN o OBOM

40% ?/o OMe
(35) (36)

BOMO OBOM
OHC _MeO,C

1. BOMCI, NaH, DMF
2.9-BBN, THF

3. H,0,, NaOH OBOM

O z
: 2. CH,N
4. DMSO, (COCI), O OMe 22
82% 85%

(37) (38)

1. KMnO,, tBuOH
5% KH,PO,

O OH OBOM

1. BuyNF, THF, 23 °C

2. DMSO, (COCl),
1. tBUOK, CgHg

2. NaOH, EtOH 3. TBSCI-OTf, EtN3
puis mCPBA
60%
62%
MeOH,

échange d'ions

90%

olivine (41)

Schéma 10. Synthése énantiosélective de I’olivine.

Roush et al. ont ensuite réalisé la synthése totale de olivomycine A, qui correspond a
I’olivomycine glycosylée. Pour ce faire, ils sont partis de 1’olivine, sur laquelle ils ont

successivement greffé les différents oses’ (Figure 16).

38 Données bibliographiques



Synthese et évaluation de [’activité biologique de composés de nature anthranoide issus du genre
Psorospermum (Hypericaceae) utilisé en médecine traditionnelle camerounaise | Nicolas Wasser

OH

Wcoziﬂ
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o
o} ﬁ OoH

(42) OMe

Figure 16. Structure de ’olivomycine A.
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Chapitre II
Dosage des vismiones dans les extraits
de Psorospermum
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I. Introduction

Afin de mesurer la teneur en vismiones des différents extraits, un dosage par LC-
FT/MS des différentes vismiones isolées de I’extrait d’écorce de P. glaberrimum PGE2E a été
réalisé en collaboration avec Axel Marchal a I’Institut de Sciences de la Vigne et du Vin de
Bordeaux (Unité de Recherche (Enologie, EA 4577, USC 1366 INRA). Leur unité posséde en
effet une U-HPLC couplée a un détecteur Orbitrap permettant une quantification précise de

nos composeés dans les extraits.

C’est a partir de I’extrait dichlorométhanique de I’écorce de P. glaberrimum que les
vismiones présentant une activité anti-Leishmania (Tableau 1) ont été antérieurement isolées.
Des extraits dichlorométhaniques et aqueux, reproduisant le mode de préparation traditionnel,
obtenus au laboratoire a partir de différentes espeéces du genre et de leur différents organes ont

¢galement montré une activité anti-Leishmania, a des degrés divers (Tableau 3).

Tableau 3. Teneur en vismiones et activité anti-Leishmania des extraits de Psorospermum.

L. donovani
Extrait Teneur en VismiO}les (% afne.lstigotes
dans I’extrait) axéniques Clso
(ng/mL)

APFT 0,1 >100
APCE2Tc 0.4 5100
APGE2T 0.5 5100
APGE2E 0.4 676
PGE2E 57,2 0,69
POE 37,3 0,26
PFLOTc 50,4 0,18
PCET 55,4 0,18
PFFR 5,3 0,17
PCE2FR 6,3 0,17
PCE2Tc 46,4 0,17
PKTc 53,1 0,15
PGE2Tc 57,2 0,14

PF = P. febrifugum; PGE = P. glaberrimum; PA = P. adamauense; PCE = P. corymbiferum; PFLO = P. floribundum; PGLO = P. glaucum;
PGU = P. guinense ; PK = P. kerstingii ; PO = P. aurantiacum.
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Un panel d’extraits dichlorométhane de plusieurs organes des différentes espéces de
Psorospermum ainsi que quatre extraits aqueux ont été sélectionnés (Tableau 4). Ces extraits
ont été réalisés en 2013 a partir d’échantillons de plantes récoltés au Cameroun dans quatre
localités : Balatchi, Bangoua, Boneck, Ekombitié, indiquées sur la carte ci-dessous (Figure

17). Ces extraits ont ét¢ conservés a 4°C, et leurs profils HPLC ont démontré de leur stabilité

dans le temps.

\ /Bangoua

L ABoneck

Yaoundé

L) Ekombitié

Figure 17. Provenance des échantillons de Psorospermum.

La premiere étape de notre travail a été de déterminer si 1’activité anti-Leishmania
ainsi mise en évidence dans le genre Psorospermum était bien positivement corrélée a la
teneur en vismiones. A cette fin, un dosage par LC-FTMS des différentes vismiones isolées

de I’écorce de P. glaberrimum a été réalis¢ dans ces extraits.
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Tableau 4. Liste des extraits dichlorométhaniques et aqueux de Psorospermum dont la teneur en vismiones
a été évaluée.

Espéce Localité | Organe | Code
Fruit PAFr
P. adamauense Boneck
Tige PAT
Fruit PCEFr
Boneck
Tige PCET
P. corymbiferum Fruit PCE2Fr
Ekombitie PCE2Tc
Tronc
APCE2Tc¢
Fruit PFFr
P. febrifugum Bangoua PFT
Tige
APFT

Fruit PFLOFr

P. floribundum Boneck
Tronc PFLOTc

Ekombitie Fruit PGEFr

PGE2E
Ecorce
APGE2E
P. glaberrimum Fruit PGE2Fr
Boneck
PGE2T
Tige
APGE2T
Tronc PGE2Tc
Fruit PGLOFr
P. glaucum Ekombitie
Tige PGLOT
Ecorce PGUE
Fruit PGUFr
P. guineense Balatchi
Tige PGUT
Tronc PGUTc
Fruit PKFr
P. kerstingii Boneck Tige PKT
Tronc PKTc
Ecorce POE
P. aurantiacum Balatchi Fruit POFr
Tige POT

Extraits dichlorométhane

Extraits aqueux
Troncs, écorces, tiges et fruits de différentes espéces de Psorospermum récoltés par J.-B. Gallé dans quatre localités situées au Cameroun.

Extraits obtenus en 2013 et conservés a sec a 4°C jusqu’a utilisation
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I1. Répartition des vismiones en fonction des organes

Les extraits dichlorométhaniques, toutes espéces et organes confondus, présentent des
teneurs en vismiones totales comprises entre 22,1 et 572,3 mg/g d’extrait, soit 2,2-57%. En
revanche, les extraits aqueux étudiés, comme attendu, présentent des teneurs en vismiones

bien plus faibles, voire nulle pour I’extrait de tronc de P. febrifugum (Figure 18).

La répartition en vismiones totales est différenciée en fonction des organes considérés,
indépendamment de 1’espéce, a I’exception de la tige de P. guineense. En effet, les vismiones
sont présentes en forte proportion dans les écorces, tronc et tiges des espéces étudiées avec
des teneurs allant de 96 a 572 mg/g d’extrait, soit entre 9,6 et 57,2% de ’extrait (Figure 18).
Les teneurs les plus importantes se concentrent dans les écorces et les troncs. Les fruits
présentent des teneurs plus faibles en vismiones largement inférieures aux autres organes, soit
entre 2,2 et 7,6% de D’extrait. Les extraits aqueux contiennent des quantités treés faibles de

vismiones, entre 0,11 et 0,48% de I’extrait.
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Figure 18. Teneur globale en vismione dans les extraits.
PF = P. febrifugum; PGE = P. glaberrimum; PA = P. adamauense; PCE = P. corymbiferum; PFLO = P. floribundum; PGLO = P. glaucum;
PGU = P. guinense ; PK = P. kerstingii ; PO = P. aurantiacum.
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L’acétylvismione D (0,05-30,4% de ’extrait), la vismione H (0-13,%) et la vismione
D (0,026-9,9%) sont les trois vismiones majoritaire dans la plupart des extraits.
L’acétylvismione F (0,01-5,%) et la désacétylvismione H (0-3,0%) sont présentes dans les
extraits de troncs, d’écorces et de tiges, tandis que la vismione E (0,008-3,2%) est plutot
présente dans les extraits de fruits. Enfin la vismione F (0,005-1,6%) et la vismione M (0,006-
1,9%) sont présentes en quantités treés faibles dans les différents extraits quelque soit I’organe

considéré (Figure 17).
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Figure 19. Répartition des vismiones dans les extraits.
PF = P. febrifugum; PGE = P. glaberrimum; PA = P. adamauense; PCE = P. corymbiferum; PFLO = P. floribundum; PGLO = P. glaucum;
PGU = P. guinense ; PK = P. kerstingii ; PO = P. aurantiacum.DVH = désacétylvismione H ; VF = vismione F ; AVF = acétylvismione F ;

VE = vismione E ; VM = vismione M ; VD = vismione D ; VH = vismione H ; AVD = acétylvismione D.
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II.1. Profils des extraits de tiges, écorces et troncs

On observe globalement deux profils différents (Figure 20). Les especes P.
glaberrimum, P. corymbiferum, P. kerstingii, P. floribundum, P. glaucum et P. adamauense
présentent un profil dominé par la présence de 1’acétylvismione D (34,7-59,2% des vismiones
totales) et de la vismione H (15,7-27,9%), suivie par la vismione D (9,6-26,2%) puis la
désacétylvismione H (2,9-11,7%) et I’acétylvismione F (2,2-10,1%). Les autres vismiones
sont minoritaires. Les espeéces P. guineense, P. aurantiacum et P. febrifugum présentent une
teneur importante en acétylvismione D (25,2-64,1%) suivie par la vismione D (22,2-44,2%)).

La vismione H est pratiquement absente de ces extraits. Les autres vismiones sont

minoritaires.
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Figure 20. Répartition des vismiones dans les extraits dichlorométhaniques de tiges, écorces et troncs.

PF = P. febrifugum; PGE = P. glaberrimum; PA = P. adamauense; PCE = P. corymbiferum; PFLO = P. floribundum; PGLO = P. glaucum;
PGU = P. guinense ; PK = P. kerstingii ; PO = P. aurantiacum.DVH = désacétylvismione H ; VF = vismione F ; AVF = acétylvismione F ;

VE = vismione E ; VM = vismione M ; VD = vismione D ; VH = vismione H ; AVD = acétylvismione D.
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I1.2. Profils des extraits de fruits

La répartition des vismiones dans les extraits de fruits semble relativement homogene
(Figure 21). L’acétylvismione D (24,8-44,4%) et la vismione E (11,3-56,4%) dominent,
suivies par la vismione D (6,8-21,6%) et la vismione H (1,4-21,6%). L’extrait P.
corymbiferum 1issu d’Ekombitie présente a I’inverse un pourcentage de vismione
d’acétylvismione D plus important (49,1%), suivie par la vismione H (20,8%), par rapport a la
vismione D (11,6%) et la vismione E (11,3%). L’extrait de P. febrifugum présente une
majorité d’acétylvismione D (51,1%) par rapport a la vismione E (18,9%) et la vismione D

(21,6%).
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Figure 21. Répartition des vismiones dans les extraits dichlorométhaniques de fruits.
PF = P. febrifugum; PGE = P. glaberrimum; PA = P. adamauense; PCE = P. corymbiferum; PFLO = P. floribundum; PGLO = P. glaucum;
PGU = P. guinense ; PK = P. kerstingii ; PO = P. aurantiacum.DVH = désacétylvismione H ; VF = vismione F ; AVF = acétylvismione F ;

VE = vismione E ; VM = vismione M ; VD = vismione D ; VH = vismione H ; AVD = acétylvismione D.
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II1. Relation entre teneur en vismiones et activité des extraits

Une tentative de corrélation entre la teneur en vismiones totales et I’activité anti-
Leishmania a été réalisée pour les extraits dichlorométhaniques de tronc, tiges et écorces, les
extraits aqueux présentant des activités trés faibles (Cls0>100). Les extraits
dichlorométhaniques issus de fruits ont également été écarté car ils contiennent des teneurs en
vismiones largement inférieures aux aextraits dichlorométhaniques de tiges, écorces et troncs

(Figure 22).
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Figure 22. Droite de régression linéaire pour les vismiones totales.

Teneur en vismiones totales en fonction de I’activité sur amastigotes axéniques de L. donovani. Activité = 1/ Cls

Le coefficient de corrélation calculé r = 0,71 est largement supérieur a 0,2, indiquant
une corrélation entre la teneur en vismiones et I’inverse de la Clso. L’activité des extraits

dichlorométhaniques est donc liée a la teneur en vismiones totales.

Nous avons également voulu étudier la corrélation entre la teneur en chaque vismione
individuellement avec [’activité anti-leishmania des extraits. Les droites de régression
linéaires ont été calculées pour chacune des vismiones (Figure 23). Les coefficients de

corrélations calculés sont présentés dans le Tableau 5.
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Figure 23. Droites de régression linéaire pour chacune des vismiones.

Teneur en chacune des vismiones dans les extraits en fonction de I’activité sur amastigotes axéniques de L. donovani. Activité = 1/ Cls
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Tableau 5. Coefficients de corrélation des vismiones et activités sur amastigotes axéniques de L. donovani.

Vismione Coeffif:ier.lt de Clso (uM) .

corrélation L. donovani
VH 0,93 0,057
DVH 0,91 0,031
AVF 0,94 0,32
VF 0,59 0,827
AVD -0,28 0,149

VE -0,29 -

VD -0,79 0,084
VM -0,84 0,552

On observe de tres bons coefficients de corrélation pour la vismione H (0.93), la
désacétylvismione H (0,91), I’acétylvismione F (0,94) et la vismione F (0,59). La vismione H
et la désacétylvismione H sont d’autre part les vismiones les plus actives sur amastigotes
axéniques de L. donovani. La vismione D et la vismione M en revanche présentent des
coefficients de corrélation négatifs (-0,79 et -0,84 respectivement). L acétylvismione D et la

vismione E présentent des coefficients de corrélation faibles (-0,28 et -0,29 respectivement).

IV. Conclusion

Les organes qui contiennent les plus fortes teneurs en vismiones sont le tronc, la tige et
I’écorce, comme cela était présumé d’apres les travaux de thése de J.-B. Gallé. Dans ces
organes les taux de vismiones sont tres €levés : certains extraits contiennent jusqu’a 57% de
vismiones. L’acétylvismione D représente a elle seule jusqu’a 34% de I’extrait. Les fruits
contiennent des teneurs plus faibles en vismiones, entre 2,0 et 8,0%d’extrait. La proportion de
vismione E y est cependant plus importante (jusqu’a 3,0%g d’extrait), ce qui peut s’avérer
intéressant pour son isolement. Les extraits aqueux contiennent des teneurs extrémement
faibles en vismiones, ce qui était attendu au vu des propriétés de solubilité des vismiones dans

les solvants plus apolaires.

Comme nous I’avions supposé€, une corrélation entre la teneur globale en vismiones et
I’activité des extraits sur amastigotes axéniques de L. donovani a pu étre mise en évidence :
les extraits les plus riches en vismiones totales présentent de meilleures activités. D’autre part

I’activité des extraits est €également corrélée avec la teneur en vismiones les plus actives, la
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vismione H (Clso = 57 nM) et la desacétylvismione H (Clso = 31 nM), ce qui laisse penser
qu’elles jouent un réle prépondérant dans 1’activité globale des extraits. La vismione D (Clso

= 84 nM), également tres active, n’a pas montré ce genre de corrélation.
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Chapitre III
Synthese organique
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I. Introduction
L’approche par synthése organique a été entreprise afin d’accéder a des analogues
synthétiques des composés naturels, qui permettraient d’améliorer leur activité et leur

sélectivité vis-a-vis de Leishmania, ainsi que leur stabilité, et ceci avec deux buts principaux :

- premieérement, mettre en ¢évidence les déterminants structuraux nécessaires a
I’activité anti-Leishmania (sur amastigotes axéniques de L. donovani) des composés de nature

anthranoide.

- deuxiémement, disposer d’un outil pharmacologique puissant permettant

d’investiguer le mécanisme d’action intracellulaire chez le parasite de maniére fiable.

Lors de I’étude phytochimique a I’origine du projet®, plusieurs anthranoides ont été
isolés a partir de P. glaberrimum (Schéma 11). Parmi les structures de ces composés sont

retrouvées plusieurs anthraquinones et anthrones, ainsi qu’une seule vismione.
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(43) Harungine anthrone (44)
Clgg =12,15 uyM Clgg = 11,89 pM

2-prénylémodine (45) 2-géranylémodine (46)
C|50 =nd CISO >2 HM
OH O OH OH O
Madagascine (47) Madagascine anthrone (48)
Clsg =2,90 uM Clgg = 0,6 uM
OH O OH OH OH
H C /\)\/\)\
3-géranyloxy-émodine anthrone (49) Acétylvismione D (3)
C|50 = 0,18 IJM C|50 = 0,09 UM

Schéma 11. Structures des anthranoides isolés de Psorospermum glaberrimum par B. Lenta et leur activité
anti-Leishmania (Clso mesurées sur amastigotes axéniques de L. donovani par estimation de la viabilité
cellulaire par test a la résazurine, ref. miltéfosine : Clso= 0,47 uM).

L’acétylvismione D présentait une activité anti-Leishmania de 1’ordre de la dizaine de
nanomolaires, supérieure d’un log ou plus par rapport aux autres composés isolés. La 1,3-
géranyloxy-émodine anthrone et la madagascine anthrone présentait néanmoins des activités
submicromolaires intéressantes. La madagascine elle-méme présentant une Clso de I’ordre du

micromolaire tout a fait intéressante.
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En raison de leur abondance dans les extraits de Psorospermum ainsi que de leur
activité intéressante, 1’approche de synthése d’analogue a donc dans un premier temps été
orientée vers 1’obtention d’anthrones et d’anthraquinones O-alkylées. En effet, les résultats
des premiers tests d’activités suggerent que les composés O-alkylés possedent une activité

supérieure aux composés C-alkylés.

D’autre part, des études de stabilité ultérieures ont mis en évidence la promptitude des

\

vismiones a se dégrader en leur forme anthrone correspondante, elle-méme rapidement

dégradées en anthraquinones (Schéma 12).

O OH OH OH O OH OH O OH
elimination oxydation O‘O
—_— —_—
R%0 ‘OO O‘O M OR'
M OR' Me OR' © I

Schéma 12. Dégradation successive des vismiones en anthrones puis en anthraquinones.

La syntheése des formes vismiones s’avérait donc délicate, ce qui confortait le choix
initial. D’autant plus que la synthése d’anthraquinones est relativement bien décrite dans la
littérature. En outre, 1’obtention des anthrones dérivées de 1’émodine anthrone était
envisageable par une étape de réduction des anthraquinones correspondantes, obtenues elles-
mémes a partir du noyau émodine (Schéma 13). Plusieurs références décrivent les conditions

de réduction d’anthraquinones alkylées en anthrones’> ",

OH O OH OH O OH OH O OH

PeooW O‘O O‘O N

Schéma 13. Rétrosynthése des anthrones O-alkylées a partir du noyau émodine.
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La synthése de nombreuses anthraquinones a été possible. En revanche, les anthrones
correspondantes n’ont pas pu étre synthétisées par la voie souhaitée. Cependant, grace a
I’utilisation de méthodes de fractionnement alternatives, les nombreuses vismiones isolées par
la suite lors de la thése de Jean Baptise Gallé’® ont révélé des activités largement supérieures a
celles des formes dégradées. Malgré les conditions délicates, la synthése d’analogues des
vismiones a alors été envisagée, la syntheése des anthrones correspondantes étant en plus

rendue possible a partir des vismiones par une étape d’élimination (Schéma 14).

L N
OH OH elimination O ,(O  OH OH O OH
-RZOH tautomerle
‘CO @@ S
OR' OR’ OR’
H

Schéma 14. Obtention des anthrones a partir des vismiones par élimination.

I.1. Synthese d’anthrones a partir d’anthraquinones
Les anthrones peuvent potentiellement étre obtenues par réduction des anthraquinones
alkylées correspondantes’’*7’. La synthése de ces derniéres étant relativement accessible,

c’est cette approche qui a été initialement envisagée au laboratoire (Schéma 15).

OH O OH
OMe O OMe O R OH O OH
6-8 etapes [Red]
B e . "0
R’ OR?
13- 50°/ R! OR?
o)
R'=H, Me 3,9<1Cg< 51,6 MM R' = Me; R? = Geran
R? = H, Me, Bu, iBu, IC50= 61,83 uM

Oct, Pren, Ger

Schéma 15. Synthése des anthraquinones et anthrones correspondantes.
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Les résultats des premicres études structure-activité sur les composé€s naturels ont
suggéré I’importance d’une O-alkylation sur la position 3 pour ’activité anti-Leishmania’®.
Le noyau émodine avait été synthétis¢ afin de servir de base a une alkylation en position 3.
Plusieurs synthéses d’anthraquinones, dont 1’émodine, sont décrites dans la littérature. La
premiére voie de synthése qui avait été envisagée, décrite par Savard et Brassard’®, est basée

sur deux réactions de Diels-Alder successives sur une 1,4-benzoquinone (Schéma 16).
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Schéma 16. Rétrosynthése de I’émodine par double réaction de Diels-Alder sur une benzoquinone.

Celle-ci n’a cependant pas donné de résultats probants, les intermédiaires réactionnels
se sont révélés instables. Une deuxiéme stratégie avait été entreprise au laboratoire, basée sur
une réaction d’ortholithiation entre un benzamide et un benzaldéhyde, suivie d’une étape

d’acylation tel que décrit par Snieckus®® (Schéma 17).
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Schéma 17. Rétrosynthése de I’émodine par réaction d’ortholithiation.

Cette stratégie avait permis d’obtenir le noyau émodine en 8 étapes, avec des
rendements de 15 & 30%. L’émodine ainsi obtenue a fait I’objet d’essais d’alkylation en

position 3 (Schéma 18).
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Schéma 18. Réaction d’alkylation de I’émodine.

Plusieurs anthraquinones alkylées ont été synthétisées de cette maniere (Schéma 19).
Les groupements prényles et géranyles, retrouvés sur les composés naturels, ainsi que
différentes chaines alkylées saturées ont été insérées sur cette position afin d’évaluer

P’influence sur I’activité.

Un composé PEGylé a également été synthétisé en vue d’obtenir une sonde
fluorescente permettant d’investiguer le mécanisme d’action intracellulaire. Selon le méme

schéma de synthése, le composé 3-prénylé et 6-déméthylé a également été synthétisé.
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Schéma 19. Anthraquinones obtenues par alkylation de I’émodine.
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La stratégie envisagée devait permettre d’obtenir les anthrones correspondantes a ces
anthraquinones par une étape de réduction. Plusieurs conditions décrites dans la littérature ont
été tentées’> 778! mais aucune n’a donné lieu a la formation de 1’anthrone. Cette stratégie,
méme si elle n’a pas abouti aux anthrones désirées, a tout de méme permis la synthése

d’anthraquinones dont I’activité anti-Leishmania a pu étre évaluée in vitro.

Les anthrones se sont donc montrées difficiles a synthétiser de cette maniere. De plus,
du fait de la tendance des vismiones naturelles a se dégrader rapidement en anthrones puis en
anthraquinones, une nouvelle stratégie reposant sur la synthése de dihydroanthracénones avait
¢été envisagée. Celles-ci, outre le fait qu’elles se sont révélées Etre les composés les plus actifs
présents dans la plante, permettraient également d’arriver aux anthrones et anthraquinones
correspondantes. En effet, une étude de stabilit¢ des vismiones avait montré que celles-ci,
dans une solution de DMSO, étaient rapidement dégradées en anthrones puis en

anthraquinones’®.

I.2. Synthese de dihydroanthracénones

La synthése des dihydroanthracénones est relativement peu décrite dans la littérature.
La plupart sont synthétisées par réactions d’annélation de Hauser et de Staunton-Weinreb®.
Celles-ci sont basées sur le couplage entre une cyclohexénone et un compos¢ aromatique

comportant un substituant nucléophile en C1 et un €lectrophile en C3 (Schéma 20).
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Schéma 20. Principe des réactions d’annélation de Hauser et de Staunton-Weinreb.
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[.2.1 Réaction d’annélation de Hauser

La réaction de Hauser est une variante de 1’annélation de Robinson. Elle fait intervenir
un dérivé phtalide réagissant sur un accepteur de Michael en présence d’une base. Le
mécanisme est basé sur une addition de Michael suivie d’une condensation de Dieckmann,

puis une élimination’. Cette réaction conduit a des dérivés hydroquinones.

Une addition 1,4 de Michael est effectuée par le moyen d’un phtalide désactivé sur une
cyclohexénone en présence d’une base®?>. S’en suit une condensation de Dieckmann, puis
I’¢élimination du groupement électroattracteur aboutissant a I’obtention d’une dicétone. Celle-
ci se réarrange pour donner une dihydroanthracénone aprés aromatisation du cycle central

(Schéma 21).
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Schéma 21. Mécanisme de I’annélation de Hauser.

Différents dérivés phtalides sont décrits dans la littérature. Le phtalide sulfone est

utilisé en présence de LDA par Li et Walsgrove®* (Schéma 22).
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Schéma 22. Annélation de Hauser en utilisant un dérivé phtalide sulfone.

Ceux-ci décrivent également I’utilisation d’un phtalide nitrile avec un rendement plus

¢levé (Schéma 23).
o o OMe OH OMe
LDA, HMPA
+ 0
NC 80%
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Schéma 23. Annélation de Hauser en utilisant un dérivé phtalide nitrile.

Il est également utilisé par Nicolaou et al.3* avec comme base le LHMDS a la place du

LDA, avec un excellent rendement (Schéma 24).

MOMO OH MOMO
_ LHMDS _
/ij ?:@\ THF -78°C gt O/“Me
98%
(75) (76)

Schéma 24. Annélation de Hauser en utilisant le LHMDS comme base.

Kraus et al. quant a eux utilisent un phtalide thiophénol avec un rendement correct®
(Schéma 25)
OH OMe
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Schéma 25. Annélation de Hauser en utilisant un thiophénol.
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L utilisation de thiophtalides est également décrite®®, mais les rendements obtenus sont

nettement inférieurs (Schéma 26).

o o OMe OH OMe
‘OO
+ S
R? PhS

base = t-BuLi ; R' = H, R? = CH,0Ac : 23%
base = LDA ; R' = OMe, R2=H : 14%

Schéma 26. Annélation de Hauser entre un thiophtalide et une cyclohexénone.

[.2.2 Réaction d’annélation de Staunton-Weinreb

Contrairement a la réaction de Hauser, cette réaction d’annélation conduit a des
dérivés naphtols, et donc permet d’obtenir des composés plus proches des vismiones
naturelles qui ne possédent en générale qu’un seul groupement hydroxyle sur le cycle

aromatique central.

La réaction d’annélation de Staunton-Weinreb correspond a la condensation d’un ester
ortho-toluidique qui joue le role de nucléophile sur 1’accepteur de Michael (Schéma 27). La
réaction est basée sur une réaction tandem d’addition de Michael suivie d’une cyclisation de

Dieckmann/Claisen’®

OH O

S 90@

Schéma 27. Annélation de Stanton-Weinreb.

EtO,C Base

(68)

Lorsque la cyclohexénone comporte un groupe partant en position B, la réaction

conduit directement a la dihydroanthracénone. Lorsque ce n’est pas le cas, la réaction conduit
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a un compos¢ de nature tétralone qui devra étre oxydé dans un second temps pour accéder a la

dihydroanthracénone (Schéma 28).
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Schéma 28. Approche de Staunton-Weinreb aboutissant a la synthése des dihydroanthracénones.

L’utilisation de cyclohexénones ne possédant pas de groupe partant de type B-alkoxy
présente 1’inconvénient de polymériser dans les conditions classiques de la réaction
d’annélation de Staunton-Weinreb au contact de la diisopropylamine (Schéma 29). Le
doublet libre de 1’azote de la diisopropylamine réagit par attaque nucléophile sur le carbonyle
de la cétone, qui par une ¢élimination d’eau conduit a une diénamine. La réactivité de cette
derniére lui permet de réaliser une addition 1,4 de Michael avec la cyclohexénone de départ
pour obtenir un composé bicyclique. L’addition d’un hydroxyde suivie de 1’élimination de la
diisopropylamine conduit a 1’obtention d’une dicétone a-f insaturée. Celle-ci peut a nouveau
réagir avec la diisopropylamine pour former un polymere plus long. Cette polymérisation

n’est pas observée lorsque la cyclohexénone comporte un groupement éthoxy.
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Schéma 29.Polymérisation de la cyclohexénone en présence de diisopropylamine.

Une variante de cette réaction a été décrite par Hill et al.®’ Celle-ci passe un dérivé
stannyl¢ de 1’acide orsellinique (Schéma 30). La réaction de transmétalation lithium-étain

permet de générer 1’anion o-toluidique qui peut réagir avec la cyclohexénone.

OH OMe OH OMe
o SnBus @)
n-BuLi (68)
———>|EtO
EtO THF, -78 °C 75 % 94 %
MeO
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Schéma 30. Variante de la réaction de Staunton-Weinreb passant par un dérivé stannylé.

Le passage par ce dérivé stannylé permet d’éviter la polymérisation de la
cyclohexénone en s’affranchissant de la base organique et donc d’améliorer le rendement

global de la réaction.
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Cette voie de synthése a été utilisée au laboratoire lors des premicres tentatives de
syntheése de dihydroanthracénones. Le 2-tributylstannyl-4,6-diméthoxybenzoate d’éthyle a été
synthétis¢ a partir de 1’acide 2-méthyl-4,6-diméthoxybenzoique, aprés protection de la
fonction acide par formation de I’ester éthylique correspondant (Schéma 31). L’ester ainsi
obtenu réagit avec le chlorure de tributylétain en présence de LDA dans le THF pour former

le 2-tributylstannyl-4,6-diméthoxybenzoate d’éthyle.

(@] (0] SnBU3
1. (COCI),, DCM o
HO 2.EtOH,DcMm  EtO LDA, BusSnCl g0
MeO OMe 80 % MeO OMe  THF, TA
66 % MeO OMe
(83) (84) (85)

Schéma 31. Synthése du 2-tributylstannyl-4,6-diméthoxybenzoate d’éthyle.

Le chlorure de tributylétain, ajouté en exces, ayant tendance a coéluer avec le dérivé
stannyl¢ final, la purification sur colonne de silice classique s’est montrée problématique. Une
purification par CCM préparative a permis de séparer efficacement le dérivé stannylé des sels
d’étain résiduels, permettant d’obtenir le composé en deux étapes avec 53% de rendement
global. Cette méthode de purification, bien qu’efficace présente cependant comme principal
inconvénient de limiter les quantités pouvant étre purifiées a une centaine de milligrammes

par dépot.

L’ester stannylé réagit avec le n-BuLi pour réaliser la transmétallation puis avec la
cyclohexénone pour former la tétralone (Schéma 32). Une oxydation douce au DDQ de celle-

ci doit permettre d’obtenir la dihydroanthracénone.

L’utilisation d’une cyclohexénone possédant un groupe partant sous la forme d’un
¢thoxy en position 3 permet de s’affranchir de cette étape d’oxydation. En effet, I’élimination

d’éthanol conduit a I’aromatisation du cycle central (Schéma 33).
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Schéma 32. Synthése de la dihydroanthracénone a partir du composé stannylé.

Ainsi, I’utilisation de B-alkoxycyclohexénones permet premi¢rement de s’affranchir de
la syntheése du dérivé stannylé et deuxiémement sont beaucoup moins sensibles a la

polymérisation (Schéma 33).
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Schéma 33. Synthése de la dihydroanthracénone via une pB-alkoxycyclohexénone.

Le rendement de 41% obtenu ici est certes inférieur a ceux obtenus précédemment.
Cependant, en considérant le rendement de 66% de 1’étape de stannylation de I’ester et 1’étape
ultérieure d’oxydation qui n’ont plus lieu d’étre, ainsi que 1’absence de polymérisation, ce

rendement est tout a fait satisfaisant et le rendement global n’est probablement pas diminué.

La synthése des dihydroanthracénones s’est donc appuyée par la suite sur le couplage

entre un ester dérivé de I’acide orsellinique et une B-alkoxycyclohexénone.
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I1. Synthese de dihydroanthracénones

II.1. Introduction

Ces travaux antérieurs ont donc permis de définir la direction des recherches
effectuées lors de cette thése. Nous avons cherché donc a synthétiser un panel d’analogues des
vismiones naturelles diversement substitués sur des positions d’intérét (1, 3, 6) définies par

I’observation des résultats des tests d’activité précédemment réalisés (Schéma 34).

O OH OH
1

<o [ T I
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3

Schéma 34. Numérotation des positions d’intérét sur le squelette des dihydroanthracénones.

Deux approches ont été tentées pour obtenir le squelette dihydroanthracénone
(Schéma 35). L’annélation de Staunton-Weinreb entre un ester dérivé de 1’acide orsellinique
et une cyclohexénone a été la plus étudiée, car elle permet une large diversité de substituants
sur les trois positions clés définies. La syntheése des esters alkylés s’est révélée relativement
aisée, de méme que les cyclohexénones C-alkylées sur la position 5. En revanche, la synthese
des cyclohexénones O-alkylées sur la position 5 s’est montrée beaucoup plus délicate, et de
nombreuses voies de synthése ont été explorées avant d’y parvenir. Afin de s’affranchir de
cette cyclohexénone, un couplage de type Staunton-Weinreb entre un ester dérivé de 1’acide
orsellinique et le 3-méthoxybut-2-¢noate d’éthyle a été étudié, permettant d’obtenir des

dihydroanthracénones méthylées et O-alkylées en position 6.
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Schéma 35. Schéma général de synthése des dihydroanthracénones.

I.2. Synthese de I'ester

[I.2.1 A partir de l'acetoacétate d’ethyle

En plus de D'utilisation du dérivé (90) disponible commercialement, nous avons
¢galement souhaité en effectuer la synthése pour ne pas étre dépendants de
I’approvisionnement et réduire le colt. La synthése du 2,4-hydroxy-6-méthylbenzoate

d’éthyle a partir de I’acétoacétate d’éthyle a été décrite par Dachavaram et al.®® (Schéma 36).

L’hydrure de sodium arrache le proton acide sur I’acétoacétate, qui réagit sur lui-
méme selon une réaction de Claisen mixte. De la méme fagon le n-butyllithium arrache un
proton sur le méthyle en position a de la cétone. Milieu réactionnel est alors chauffé au reflux,
permettant une deuxieme réaction de Claisen mixte, cette fois-ci intramoléculaire, pour
donner une dicétone cyclique a 6 chainons. Cette derniére subit alors une €élimination et une
double tautomérie en milieu acide pour conduire au composé final avec un rendement global

de 15%.
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Schéma 36. Synthése du 2,4-dihydroxy-6-méthylbenzoate d'éthyle a partir de I'acétoacétate d'éthyle.

Ce faible rendement peut s’expliquer par la régiosélectivité de la réaction de Claisen
intramoléculaire. Si c’est le proton cinétique qui est arraché, comme présenté sur le schéma
26, la totalit¢ de I’intermédiaire formé peut réagir pour former la dicétone cyclique. En
revanche si le proton thermodynamique est arraché en premier (Schéma 37), on obtient un
alcéne qui peut étre (Z) ou (E). Seul I’alcéne (Z) peut ensuite réagir sur lui-méme pour

engendrer la dicétone cyclique.
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Schéma 37. Formation des alcénes intermédiaires (Z) et (E).

L’utilisation d’une base encombrée et la température basse orientent vers le controle
cinétique de la réaction, permettant en théorie de convertir la totalité¢ de I’intermédiaire formé.
Dachavaram et al. décrivent d’ailleurs un rendement de 72%, penchant en faveur de cette
alternative. Dans notre cas, le rendement peut potentiellement étre expliqué par le mauvais
¢tat du n-BuLi. Quoi qu’il en soit, cette synthése reste intéressante puisqu’en dépit du
rendement de 15% 1’acétoacétate d’éthyle est disponible commercialement a un prix qui
permet d’engager des quantités importantes, ceci permettant d’obtenir malgré tout une

quantité de 1’ordre du gramme d’ester (90).

[1.2.2 Alkylation du 2,4-hydroxy-6-méthylbenzoate d’éthyle
Afin d’obtenir une grande diversit¢ de dihydroanthracénones substituées sur les

positions clés, différentes combinaisons d’alkylation de I’ester ont été synthétisées.

L’ester diméthylé a facilement été obtenu en faisant réagir 1’ester éthylique (90) dans
un exces de Mel et KoCOs. L’ester diméthylé (84) a ainsi été synthétisé avec un rendement

quantitatif (Schéma 38).
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Schéma 38. Synthése de I’ester benzoique diméthylé (84).

Les vismiones naturelles possédant des substituants dérivés de 1’isopréne (prényle ou
géranyle), nous avons donc tenté d’obtenir ’ester diprénylé. Pour ce faire, méme si le
bromure de prényle est plus réactif que I’iodométhane, les conditions de méthylation ont été
reproduites, ce qui a permis d’obtenir I’ester diprénylé (91a) avec un rendement de 94%

(Schéma 39).

O OH bromure de prényle (6 eq)

K,CO3 (6 e
EO 2C0O3 (6 eq) EtO
Acetone
Me (6]

Me OH reflux

(90) 94% (91 2(

Schéma 39. Synthése de I’ester benzoique diprénylé (91a).

I1 a ensuite suffi de réaliser la méme réaction en réduisant le nombre d’équivalents de
bromure de 3,3-diméthylallyle pour obtenir I’alkylation sélective de I’hydroxyle en position 4
(Schéma 40). La déprotection des éthers est facilement réalisée en milieu acide. Le
chlorométhoxyéthane est moins toxique que le chlorométhoxyéthane, c’est pourquoi il a été
employé pour la protection de 1’hydroxyle en position 2. L’ester alkylé et protégé (93) a ainsi

été obtenu avec un rendement de 75%.

O OH O OEOM
2 2
O OH bromure de prényle (3 eq) EtO EtO
2 K,CO5 (3 eq) DIPEA, EOMCI
EtO Me 4 0 Me 40
Acetone DCM, TA
Me 4 OH reflux | 75% |
99%
(90) (92) (93)

Schéma 40. Synthése de ’ester benzoique prénylé (93).
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La synthese d’esters possédant différents groupements protecteurs a ensuite €té tentée
afin d’évaluer I’influence de celui-ci sur le rendement lors de 1’étape de cyclisation. Le
dihydropyrane et le triéthylchlorosylane ont ainsi été testés, sans succés (Schéma 41). Les
produits de départ ont été retrouvés dans les deux cas. Cela peut éventuellement s’expliquer

par I’encombrement stérique, ces deux groupments étant plus volumineux que ’EOM.

Abdolreza et Somayeh décrivent pourtant la protection du 2-méthoxy-6-

méthylbenzoate d'éthyle par le chlorure de triéthylsilyle avec 95% de rendement® tandis que

0

McMurry et Erion”® ont protégé le 3-hydroxy-5-méthoxyphthalate de diéthyle par le

dihydropyrane avec un rendement de 82%.

Nous avons donc continué a utiliser ’EOM pour la protection de I’hydroxyle en ortho

de 1’ester.

)

o o o
DHP, PPTS Eto)i©\
o on DCM, TA o
o -]
1 I
O O \__
(92) TESCI, imidazole Eto)t©\
DCM, TA o
(95) i

Schéma 41. Tentatives de protection du groupement hydroxyle en position 2.

L’hydroxyle situé sur la position 3 des vismiones naturelles les plus actives est alkylé
par un groupement prénylé de taille variable. Afin d’étudier 1’effet de la taille et la nature du
substituant sur 1’activité anti-Leishmania, une série d’esters a ¢té€ synthétisée selon le méme
schéma réactionnel (Schéma 42). L’étape d’alkylation s’est déroulée sans encombre dans tous
les cas. En revanche le rendement de 1’étape de protection a fortement été influencé par la

nature du substituant.
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O OH R3X (3 eq), K,COg O OH EOMCI, DIPEA O OR!
EtO 2 Acetone, reflux ~EtO DCM, TA £0 2
4 ] 4
Me OH R =pren(91b) Me o’ Me OR!
(90) R' = Me (91c)

Rendement global:
R' = pren, 61% (93)
R' = Me, 62% (96)
R' = ger, 44% (97)

9 R' = cyclopentane, 73% (99)
PEG3 O~ ™ yclop ,
E{\/ © R'= PEG3, 40% (98)

R'= ger (91d)
R' = cyclopentane (91e)
R'= PEG3 91f)

O OH EOMCI, DIPEA O OEOM
2 DCM, TA 2
EtO >  EtO
4 4
Me OH Me OEOM
83%
(90) (100)

Schéma 42. Synthése des esters substitués en position 4.

Les esters prénylés et géranylés ont ¢été synthétisés afin  d’obtenir des
dihydroanthracénones proches des vismiones naturelles. Le cyclopentane a été greffé afin

d’étudier I’effet de I’encombrement stérique sur cette position.

Une sonde fluorescente permettrait de visualiser le mécanisme d’action intracellulaire
des vismiones par microscopie. Une telle sonde pourrait étre greffée sur une
dihydroanthracénone via un espaceur tel une chaine polyéthyléne glycol. L’éther PEGylé
permettrait d’obtenir une dihydroanthracénone sur laquelle cette sonde fluorescente pourrait
étre greffée, en s’assurant que la présence d’une telle chaine n’altére pas significativement

I’activité.
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[1.2.3 Récapitulatif des esters synthétisés (Schéma 43)

/\)\ O OEOM
o o F

(0] OMe EtO
EtO
EtO Me (0]
Me (0]

Me OMe |

(84) (91a) (93)

99% 94% 61%
(0] EOM (0] OEOM (0] OEOM

EtO /\)\/\)\ EtO EtO
Me 0 NF Z Me 0 Me OEOM
44% 73% G 83%

(97) (99) (100)
O OEOM o  OEOM
EtO Et0
Me OMe Me O/\/O\/\O/\/O\
62% 40%
(96) (98)

Schéma 43. Récapitulatif des esters alkylés synthétisés.
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I1.3. Synthese de la cyclohexénone

[.3.1 Introduction
Nous avons envisagé la synthése de cyclohexénones substituées en position 5, que 1’on
peut séparer en deux catégories. Les 3-éthoxycyclohexénones C-alkylées sur cette position

peuvent étre facilement obtenues a partir des dicétones correspondantes via un traitement

acide dans I’éthanol. La cyclohexénone nue est quant a elle commercialement disponible.

En revanche, les cyclohexénones O-alkylées sont beaucoup plus délicates a obtenir, et

de nombreuses voies de synthése ont été explorées afin d’y parvenir (Schéma 44).

OH
O R 0H<|3
HO OH \ / (103)
cyclohexanetriol 0o
(101) R2 = OEt R?=H
OH HO 3
/ R1 R2 \
O R'OH
HO OH X N
phloroglucinol (104)
(102)

Schéma 44. Rétrosynthése des cyclohexénones O-alkylées a partir de différents substrats.

Dans un premier temps la cyclohexénone hydroxylée (R' = H) possédant un groupe
partant sur la position 3 (R? = EtO) a été ciblée en partant du phloroglucinol. Afin de nous
rapprocher des vismiones naturelles, nous avons ensuite voulu introduire un méthyle sur cette
position (R! = Me). Nous avons pour cela étudié différentes approches utilisant le
cyclohexanetriol comme produit de départ. Par la suite, la synthése de ces mémes
cyclohexénones mais ne possédant pas de groupe partant a été envisagée (R? = H).
L’obtention de ces composés par aldolisation-crotonisation de I’aldol (103) en milieu acide,

ou encore par réaction de métatheése sur I’hydroxycétone (104), a été étudiée.
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[1.3.2 A partir de dicétones

Les 3-éthoxycyclohexénones nues ou méthylées en position 5 ont facilement pu étre
obtenues a partir des dicétones correspondantes via un traitement acide dans I’éthanol
(Schéma 45). De cette manicre ont été obtenues les composés présentés sur le Schéma 45. La
3-ethoxycyclohex-2-én-1-one (108) est disponible commercialement et a pu directement &tre

engagée dans la réaction de Staunton-Weinreb.

(0] (0]
EtOH, APTS 6 245
5
R Toluéne, refl R 3
2 0 ! o 2 OFEt
R4 n 24 h R 4N
n=(0,1)
(0] 1) (@]
Me
89% 82% 87%
(105) (106) (107)
(0]
OEt
disponible
commercialement
(108)

Schéma 45 . Synthése de cyclohexénones et d’une cyclopenténone alkylées et composés obtenus.

Cependant le squelette des dihydroanthracénones naturelles comporte sur la position 6
un groupement méthyle ainsi qu’un groupement hydroxyle acétylé ou non. Afin d’étudier
I’importance de la substitution sur cette position, nous avons envisagé la synthése d’une

cyclohexénone comportant une fonction hydroxyle en position 5.
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[1.3.3 A partir du phloroglucinol

11.3.3.1 5-hydroxycyclohexénone
La seule méthode de synthése de la 3-éthoxy-5-hydroxycyclohexénone a été décrite

par Xu et al.”!. Celle-ci utilise le phoroglucinol comme produit de départ (Schéma 46).

OH o} 0
Rh/C MOMCI
Hy 3 DCM 3
HO OH HO OEt MOMO OEt
(102) (109) (110)

Schéma 46. Voie de synthése de cyclohexénones hydroxylées en position 3 selon Xu ef al.’!.

La suite de la séquence réactionnelle décrit I’obtention de la 5-hydroxycyclohexénone
acétylée sur la position 3 (Schéma 47), ce qui est intéressant car certaines vismiones
naturelles trés actives possedent ce groupement acétyle. Aucune voie d’acétylation

directement sur la cyclohexénone n’est décrite.

O

O O
HCI RCOCI o R = CH,CH,CH (113)
> )J\ R = CH3 (114)
MOMO OEt MOMO (@) MOMO (0] R

(111) (112)

Schéma 47. Voie de synthese de la 5-hydroxycyclohexénone acétylée.

Cette publication étant en réalité un brevet rédigé en caracteres chinois, il a été
difficile de comprendre toutes les réactions décrites dans cette voie de synthese. Cependant la
plupart des passages concernant la synthése de la cyclohexénone hydroxylée ont pu étre
traduits et la réaction a été reproduite. L’étape de réduction du phloroglucinol catalysée au
rhodium a également été décrite par Smissman et al.? dans des conditions similaires, ce qui

nous a permis de valider les informations tirées du brevet.
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Le phloroglucinol est réduit en présence de rhodium sur charbon en milieu basique

sous pression d’hydrogéne pour donner une dicétone intermédiaire sous forme de sel. Celui-ci

\ J4

est mis a réagir dans I’éthanol en milieu acide pour obtenir la cyclohexénone hydroxylée

(Schéma 48).
OH Q 0]
Rh/C, NaOH puis
H, (40 bar), TA 0 o| FEtOH. HCI
HO OH Na+ HO OEt
i 1 8-45%
(102) (109)

Schéma 48 Synthése de la 3-ethoxy-5-hydroxycyclohex-2-én-1-one en partant du phloroglucinol.

Cette voie de synthése s’est montrée problématique. En effet aucun mode opératoire
reproductible et efficace de la réduction du phloroglucinol en hydroxycyclohexanedione n’a
pu étre mis au point (Tableau 6). Le suivi par CCM a montré que quel que soit le rendement
final, il reste une forte proportion de phloroglucinol aprés la réduction. Le brevet mentionne
une purification sur colonne échangeuse de cations, mais n’ayant pu comprendre parfaitement
ce passage nous avons décidé de réaliser la purification sur colonne de silice classique. Lors
des premiers essais, la formation d’une pate était souvent observée lorsque le produit était
repris dans I’acétate d’éthyle avant la purification. C’est pour ces essais que les plus faibles

rendements ont été observeés.

Smissman et al. décrivent un probléme de polymérisation de la dicétone sous forme de
sel de sodium, les empéchant d’isoler le dihydrophloroglucinol aprés neutralisation. Pour
résoudre ce probleme, apres avoir filtré le thodium et ajouté de I’eau au mélange réactionnel,
celui-ci a été lyophilisé. Le résidu a été repris dans un mélange acétate d’éthyle-eau 40 : 60,
filtré a nouveau puis séché. Ce protocole de purification leur aurait permis d’obtenir le sel de
sodium du dihydrophloroglucinol avec un rendement de 98%, en se basant sur la quantité¢ de

phloroglucinol récupérée et n’ayant pas réagi.

Ce processus de lyophilisation a été reproduit mais les rendements obtenus sont restés

aléatoires.
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Tableau 6. Essais d’obtention de la cyclohexénone hydroxylée a partir du phloroglucinol.

OH Rh/C (20%) O
NaOH (1 eq)
H,: 40 bar, TA
HO OH HO OEt
(102) (109)
Entrée Conditions Rendement (%)
1 H, : 4bar; Rh/C:7,5% 8

Reprise dans AcOEt avant
2(n=2) 0
colonne

3(n=7) Variation du pH de traitement 7-29

pH acide lors du traitement ;

dépot EtOH + AcOEt sur colonne

pH acide lors du traitement ;
5(n=4) 41 - 45
dépot EtOH + AcOEt sur colonne

Le premier essai a €té réalisé en conditions plus douces que les suivantes (entrée 1),
soit 4 bar de H, avec Rh/C = 7,5% massique, et a permis d’obtenir la cyclohexénone avec un
rendement de 8%. Deux essais ont mené a un rendement nul (entrée 2), la totalité du milieu
réactionnel ayant polymérisé lors de la reprise dans ’acétate d’éthyle avant purification sur
colonne. Lors des essais suivants nous avons tenté de trouver des conditions de traitement
post-réactionnel permettant d’éviter cette polymérisation, en jouant sur le pH en fin de
réaction ainsi que le mélange de solvant permettant de déposer le produit sur colonne (entrée
3). Des rendements entre 7 et 29% ont été obtenus. Le maintien d’un pH légérement acide du
milieu aprés réaction, ainsi que la reprise du produit sec dans I’éthanol avec un minimum
d’acétate d’éthyle lors du dépdt sur colonne ont permis d’obtenir un rendement de 31%
(entrée 4), puis de stabiliser le rendement entre 41% a 45% pour les essais suivants (entrée

5). L’usage d’une forte proportion d’éthanol lors du dépot sur colonne présentant
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I’inconvénient d’accélérer I’¢élution, et deux purifications successives se sont montrées

nécessaires pour obtenir le produit final avec une pureté satisfaisante.

Malgré les conditions délicates la 5-hydroxycyclohexénone a donc pu étre synthétisée
et a été engagée dans une réaction de protection de I’hydroxyle en vue du couplage de

Staunton-Weinreb avec un ester.

Plusieurs groupements protecteurs ont été testés (Schéma 49). Ce groupement devra
pouvoir ¢étre retiré dans des conditions n’entrainant pas la dégradation de la
dihydroanthracénone, tout en étant assez résistant pour ne pas €tre retiré lors du couplage.
L’éthoxyméthane, le triéthylsilane et le tert-butyldiméthylsylane ont été¢ engagés dans cette
réaction de protection. Les trois réactions de protection ont ermis d’obtenir les composés

désirés avec des rendements similaires compris entre 84% et 87%.

e} RCI O
imidazole/DIPEA‘
DCM, TA
HO OEt RO OEt
(109) R =EOM, 86% (115)

R =TBS, 87% (116)
R =TES, 84% (117)

Schéma 49. Protection de I’hydroxyle en position 5.

11.3.3.2 5-hydroxy5-méthylcyclohexénone.
La 5-hydroxycyclohexénone permet potentiellement d’accéder a la cyclohexénone
hydroxylée et méthylée sur la position 5 (118), rendant possible la synthése totale de certaines

vismiones naturelles (Schéma 50).
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(0] OH OH
__MeMgBr H*
THF
EOMO OEt EOMO OEt HO OEt
(115) (118) (119)
OH OH
.bba_ _.DBULDA_ _
o} OEt o) OEt
(120) (121)

Schéma 50. Synthése permettant potentiellement d’accéder a la 5-hydroxy5-méthylcytclohexénone.

L’addition nucléophile du bromure de méthylmagnésium sur le carbonyle suivie de la
déprotection du groupement éthoxyméthyle puis de I’oxydation de 1’alcool donnerait la
cyclohex-3-¢none. L’isomérisation de celle-ci en milieu basique, en utilisant une base

organique, conduirait au produit désiré.

Cette voie de syntheése présente ’intérét de permettre 1’obtention de la cyclohexénone
hydroxylée et méthylée a partir de la cyclohexénone hydroxylée en peu d’étapes. Elle est

cependant audacieuse et plusieurs réactions secondaires peuvent se produire.

Lors de I’étape de déprotection en milieu acide, il est possible que les hydroxyles
soient protonés et entrainent 1’aromatisation du cycle aprés une double déshydratation

(Schéma 51).

OH

EOMO OEt OEt
(118) (121)

Schéma 51. Aromatisation du cycle en milieu acide.
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De la méme fagon le composé formé apres oxydation peut s’aromatiser (Schéma 52).

ﬁiJ - @J

(120) (122)

Schéma 52. Aromatisation du composé obtenu apres oxydation.

La premiere étape de méthylation, une classique addition 1,2 de Michael, a été décrite
sur une cyclohexénone non substituée par Coote et al.”* avec 69% de rendement (Schéma

53).

(0] HO Me
MeMgX
THF, 0 °C puis
remontée a TA

69%

(68) (123)

Schéma 53. Méthylation de la cyclohexénone par une réaction de Grignard.

Cependant lors de cette étape c’est ’addition 1,4 de Michael qui est survenue
(Schéma 54), et c’est la 5-(éthoxyméthyl)-3-methylcyclohex-2-¢none qui a ainsi été obtenue
avec un rendement de 89%. Dans un premier temps, ce résultat nous a semblé surprenant. En
effet les organomagnésiens sont des ¢lectrophiles durs réagissant en principe avec des centres
nucléophiles durs comme le carbonyle de la cétone. L’addition 1,4 sur le site mou, est

normalement réalisée avec un €lectrophile mou tel qu’un cuprate.
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O 0]
MeMgBr
THF
EOMO OEt EOMO
89%
(115) (124)

Schéma 54. Tentative de méthylation sur la cyclohexénone.

Ce résultat a néanmoins été retrouvé par Kehrli et al.°*. Plusieurs cyclohexanones B-
alkylées ont été obtenues de manicre classique par une addition 1,4 a partir de la 3-
méthylcyclohexénone (Schéma 55), en passant par la formation d’un cuprate. En revanche, la
méme réaction partant de la 3-éthoxycyclohexénone a été réalisée avec le bromure de
magnésium sans former de cuprate, et 1’addition 1,4 est & nouveau survenue pour former la

cyclohexanone alkylée en position 3, grace a I’élimination de 1’éthanol.

o) 0]
3 mol % Cu(OTf),
+  EtMgBr
3 mol % (L*, n-BuLi), 0 °C
96%
(125) (126)
0] @]
+ RMgBr (2 eq) THF
0 °Cjusqu'a TA OEt
OEt
R = Et, i-Bu, i-Pr
(88) "bon rendement"

Schéma 55. Addition 1,4 en passant ou non par la formation d’un organocuprate.

En revanche, 1’addition 1,2 est réalisée sur une cyclohepténone au moyen de
méthyllithium dans I’éther (Schéma 56). Cependant aucun essai n’a été réalisé sur une 3-

éthoxycyclohepténone.
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o] HO
MelLi (1,2 eq)

Et,0, -30 °C puis
remontée a TA

92%
(127) (128)

Schéma 56. Addition 1,2 sur une cyclohepténone.

Lors de I’étape de méthylation, un doublet libre de 1I’éthanol peut se délocaliser pour
former un anion stabilis¢ par le bromure de magnésium (Schéma 57). Une réaction

d’addition-élimination entrainerait I’obtention de la cyclohexénone méthylée.

MgBr

© Site dur G)

(0]
MeMgBr /@\
f-\' - @ —_—
EOMO 0: THF
EOMO ~0 EOMO EOMO

(115) (124)

Schéma 57. Elimination de I’éthanol lors de I’étape de méthylation.

Au vu des rendements aléatoires, du colit non négligeable du rhodium nécessaire dans
cette voie de synthése de la cyclohexénone hydroxylée et de la difficulté a mettre au point une
synthese de la 5-hydroxy-5-méthylcyclohexénone, d’autres voies ont ét¢ envisagées afin de
permettre de disposer des grandes quantités de cette cyclohexénone nécessaires pour réaliser

les couplages avec différents esters, de maniere plus reproductible et abordable.
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[1.3.4 A partir du cyclohexanetriol
Plusieurs voies de synthése permettant d’accéder aux cyclohexénones hydroxylée ou

hydroxylée et méthylée en position 5 ont été imaginées a partir du cyclohexanetriol (Schéma
58).

(129) (130)

Protection par le
benzylidéne acétal

ERG RN DS

Cyclohexanetriol

TBSO OH .
(131) Protection par le (132)

tert-butyldiméthylsylane

OTBS

Schéma 58. Voies de synthéses possibles des cyclohexénones a partir du cyclohexanetriol.

L’objectif est de protéger un ou deux hydroxyles afin d’oxyder le ou les hydroxyles
restants. Cette protection peut se faire soit par un benzylidéne acétal (129, 130) apres
libération d’un des trois hydroxyles protégés par le cétal correspondant, soit par le tert-

butyldiméthylsylane (131, 132).

I1.3.4.1 Protection du cyclohexanetriol par un benzylidéne cétal.

Honda et al.”® décrivent la synthése d’une cyclohexanone intermédiaire pouvant
conduire a la 5-méthyl-5-hydroxycyclohexénone (121). Le dérivé du cyclohexanol a partir
duquel celle-ci est formée permet quant a lui d’obtenir la 5-hydroxycyclohexénone (109)

(Schéma 59).
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OH

Ph(OCHj3)s, BF3

Et,0, CH,Cl,

HO OH

cis,cis-1,3,5-cyclohexanetriol
meélange cis/trans (101)

Dess-Martin o)
)8
(0]

(130) 100%

BH3, HMPA 0
o >0 THF -15°C /@o
=7 "o

100%

50% (133)

Schéma 59. Synthése de la cyclohexanone intermédiaire.

Aprées avoir protégé les trois groupements hydroxyles par le triméthoxymethylbenzéne

puis déprotégé sélectivement une seule des trois positions, une oxydation de Dess-Martin leur

a permis d’oxyder le groupement hydroxyle pour obtenir la cyclohexanone.

Deux voies de synthése ont été imaginées a partir de celle-ci. La premiére partirait du

3,5-O-benzylidéne acétal du cyclohexanetriol (Schéma 60a). L hydroxyle libre serait protégé

par un groupement trialkylsilyle. Puis le benzylidéne acétal serait retiré pour obtenir le diol,

qui serait oxydé puis réagirait dans 1’éthanol en milieu acide pour donner la cyclohexénone

hydroxylée.
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a)
R3SiCl, . OH
o imidazole o H
-------- E R e
OO /@/O i
HO R5SiO R3SIO OH
(129)
o} 0
[Ox] EtOH, HCI
EEERE A O e >
R3SiO o) R3SiO OEt
b)
OH
o _MeMgBr ° H
s °
OH
o HG HO
(130) (134) (135)
0 0
[Ox] EtOH, HCI
HO 0o HO OEt
(136) (121)

Schéma 60. Voies de synthése proposées pour I’obtention de la 5-hydroxy et de la 5-hydroxy-5-
méthylcyclohexénonecyclohexénone.

L’¢étape de double oxydation simultanée peut poser probléme, au vu du rendement
décrit dans la littérature par Seitz et al. pour la double oxydation simultanée d’un diol

cyclique a six chainons”® (Schéma 61).

OH CrO3 (0]
H,SO,4
acétone
TBDPSO OH TBDPSO (@]
27%
(137) (138)

Schéma 61. Double oxydation simultanée par le trioxyde de chrome.
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L’autre voie de synthése partirait de la cyclohexanone, laquelle subit 1’addition
nucléophile du bromure de méthylmagnésium sur le carbonyle pour donner [’alcool
quaternaire (Schéma 60b). Aprés déprotection des deux hydroxyles, leur oxydation
simultanée aboutirait a la formation d’une dicétone. Celle—ci conduirait finalement a la

cyclohexénone désirée par réaction dans 1’éthanol en milieu acide.

Malheureusement aucunes conditions permettant de réaliser la premicre étape de
protection n’ont pu é&tre mises au point, I’acide paratoluenesulfonique ainsi que 1’acide
camphorsulphonique n’ont pas permis a la réaction d’avoir lieu, seuls les produits de départ et

I’ester benzoique issu du trimethoxymethylbenzéne ont été retrouvés (Tableau 7).

Tableau 7. Essais de protection du cyclohexanetriol par le benzylidéne cétal.

OH PhC(OCH,)3 (1,5
eq), acide -
CH,Cl, ol o
HO OH 0]
mélange cis/trans
(101) (133)
Entrée Acide (eq) Produits
1 APTS (0,1) Départ
2 CSA (0,1) Départ

11.3.4.2 Protection du cyclohexanetriol par le tributylsilane

Cette voix de synthése apparaissait néanmoins prometteuse, d’autres essais ont été
réalisés en utilisant le TBS comme groupement protecteur lors de la premiére étape (Schéma
62). La 5-hydroxycyclohexénone peut étre obtenue par isomérisation en milieu acide de la
dicétone qui elle est obtenue apres la protection d’un des hydroxyles et I’oxydation simultanée
des deux hydroxyles libres. La 5-méthyl-5-ydroxycyclohexénone peut quant a elle étre
obtenue par isomérisation en milieu acide de la 5-méthyl-5-hydroxycyclohexan-1,3-dione.
Celle-ci est formée par addition 1,2 sur la 3,5-bis((tert-butyldimethylsilyl)oxy)cyclohexanone
puis oxydation simultanée des deux hydroxyles restant apreés déprotection. Cette cétone est

elle-méme obtenue en protégeant deux des hydroxyles puis en oxydant le troisieme.
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—1

TBSO OEt TBSO O

(116) (139) \

OH

HO OH

(101)
o o OTBS /

HO HO
Md OEt Mé o 0 OTBS

(121) (136) (140)

Schéma 62. Rétrosynthése des 5-hydroxy- et de la 5S-méthyl-5-hydroxycyclohexénone a partir du
cyclohexanetriol.

La double protection par le TBS du cyclohexanetriol n’est pas décrite. En revanche
Luo et al.’”” décrivent la double protection de la 3,5-dihydroxycyclohexanone avec un

rendement quantitatif (Schéma 63).

O TBSCI, O
imidazole
DMF, TA
HO OH TBSO OTBS
99%
(141) (140)

Schéma 63. Protection de la 3,5-dihydroxycyclohexanone par des groupements TBS.

La monoprotection d’un des hydroxyles du cyclohexanetriol est en revanche plusieurs

fois décrite”®?° (Schéma 64).
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OH TBDMSCI, OH
NEts, NaH,
THF, 40°C
HO OH HO OTBS
86-97%
(101) (131)

Schéma 64. Monoprotection du cyclohexanetriol par un groupement TBS.

Nous avons donc initialement cherché a réaliser la monoprotection du
cyclohexanetriol d’apres la littérature (Schéma 65). Le composé désiré n’a pas été formé mais

le cylohexanetriol diprotégé a été obtenu avec un rendement de 4%.

TBSCI (2 eq),
OH NEt; (2 eq), OH
NaH (2 eq)
THF, 40 °C
HO OH TBSO OTBS
4%
(101) (132)

Schéma 65. Tentative de monoprotection du cyclohexanetriol d’apres la littérature.

Nous avons ensuite utilisé le TBSCI en présence d’imidazole dans le DMF (Schéma
66). En variant le nombre d’équivalents de TBSCI nous avons pu former les composés mono-

et di-protégés avec chacun 60% de rendement.
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imidazole OH
TBSCI 2,5 eq
DMF, TA
TBSO OTBS
OH 60%
(132)
HO OH
(101)
imidazole OH
TBSCI0,75eq
DMF, TA
TBSO OH
60%
(131)

Schéma 66. Mono- et di-protection des hydroxyles du cyclohexane triol par le TBS.

En utilisant 2,5 équivalents de TBSCI] on obtient de maniere préférentielle le 3,5-
bis((tert-butyldiméthylsilyl)oxy)cyclohexanol aprés 24 h de réaction, tandis qu’en utilisant

0,75 équivalent on obtient préférentiellement le composé (131) apres quelques heures.

De plus nous sommes parti du mélange cis/trans du cyclohexanetriol. Deux
diastéréoisomeres ont donc a chaque fois été isolés. Cependant nous avons utilisé¢ le

diastéréoisomere majoritaire dans la suite de la voie réactionnelle.

Nous nous sommes intéressés au composé di-protégé (132), permettant d’obtenir la
cycohexénone hydroxylée et méthylée (Schéma 67). Le groupement hydroxyle restant a été
oxydé par le PCC sur alumine pour obtenir la cétone avec un rendement de 84%, sur laquelle
a été additionné le bromure de méthylmagnésium pour obtenir 1’alcool avec un rendement de
77%. Cette addition ne survenant pas d’un c6té préférentiellement, chaque diastéréoisomere
en donnait lui-méme deux nouveaux. Les deux alcools secondaires ont ét¢ déprotégés par
action du fluorure de tétra-butylammonium pour conduire au triol correspondant avec un
rendement de 72%. A ce stade, I’étape suivante devait permettre d’obtenir la dicétone par
oxydation simultanée des deux alcools. Celle-ci aurait été reprise dans I’éthanol en milieu
acide apres filtration, pour obtenir la cyclohexénone. L’oxydation au PCC sur alumine dans le

dichlorométhane n’a cependant pas fonctionné, le triol de départ ayant été récupérée.
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OH OTBS PCC OTBS
TBSCI, imidazole Alumine
DMF DCM
HO OH HO OTBS o) OTBS
60% 84%
(101) (132) (140)
OTBS
[ox]
MeMgBr BugNF e
THF Me THF Me DCM  Me
OTBS Hg OH HO o
77% 72%
(142) (135) (136)
o]
EtOH, HCI
""""" ~ Me
G OEt
(121)

Schéma 67. Voie de synthése de la 5-méthyl-5-hydroxycyclohexénone en partant du cyclohexanetriol.
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Au vu du résultat précédent, une étude de cette réaction a été entreprise (Tableau 8).

Tableau 8. Etude de la réaction d’oxydation simultanée de deux hydroxyles.

0] 0]
[ox] (eq)
— > +
solvant, T°C
TBSO OH TBSO O TBSO OH
(131) (139) (143)
Oxydant Eq |[Solvant T°C Résultat
PCC 5 DCM reflux 30% (143)
PCC 5 ACN reflux /
MnO; activé 20 DCM TA /

-78 °Cjusqu’a

Swern 2,4 DCM /

TA
MnO; activé + KMnOs |20+ 3| ACN TA /
Dess-Martin 4 CHCl3 TA /

Lors des premiers essais le PCC au reflux du dichlorométhane a permis d’isoler le
compos¢ mono oxydé (143). En revanche la méme réaction réalisée au reflux de 1’acétonitrile
n’a pas entrainé 1’oxydation du produit de départ. Le dioxyde de manganése activé (20
équivalents) dans le dichlorométhane n’a pas non plus permis de réaliser 1’oxydation, de
méme lorsqu’on ajoute 3 équivalents de permanganate de potassium. Les oxydations de
Swern et de Dess-Martin n’ont pas non plus permis de détecter la formation d’un produit
oxydé, des mélanges complexes ont été retrouvés. Etant donné qu’aucun de ces essais
d’oxydation ne s’est révélé concluant et malgré 1’obtention efficace du triol méthylé (135),

nous avons dii a regret abandonner cette voie de synthése.
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I1.4. Synthese de cyclohexénones sans groupe partant
Devant la difficulté rencontrée a obtenir la cyclohexénone possédant un groupe partant
¢thoxy en position 3, nous nous sommes tournés vers la synthése de cyclohexénones sans

groupe partant. Plusieurs voies ont ét¢ explorées (Schéma 68).

Une premicre synthése des cyclohexénones méthylée mais aussi méthylée et
hydroxylée en position 5 a été¢ imaginée a partir du 2-(bromométhyl)-1,3-dioxolane. Cette
synthése passe par la cyclisation du composé intermédiaire linéaire par aldolisation. Deux
autres voies de synthése partant du cyanoacétate d’éthyle ou du but-3-énoate d’isobutyle,

impliquant une cyclisation par métathése, ont également été proposées.

Fermeture par Fermeture par
aldolisation métathése
O
7N i
______ - -
B"Q\o NC\)J\ o~
3
(145) (144) (146)
. L
O

RO 3

(147)

Schéma 68. Schéma général de la synthese des cyclohexénones sans groupe partant en position 3.

[1.4.1 Fermeture par aldolisation a partir du 2-(bromométhyl)-1,3-dioxolane

Duhamel ef al. décrivent la fermeture par aldolisation de plusieurs cétoaldéhydes en

milieu acide!”’ (Schéma 69).

98 Synthése organique



Synthese et évaluation de [’activité biologique de composés de nature anthranoide issus du genre
Psorospermum (Hypericaceae) utilisé en médecine traditionnelle camerounaise | Nicolas Wasser

o)
1
6 R O HCI (3 M)
—
H 1,0, reflux, 1h
R2 R3 2% ’ R1
R2 R3

R'=H;R?=R%=Me; 71%
R'=Et;R*=R>=H; 35%

Schéma 69. Cyclisation d’un cétoaldéhyde par aldolisation.

I1.4.1.1 Par hydroformylation du 2-(bromométhyl)-1,3-dioxolane

L’utilisation du 2-(bromométhyl)-1,3-dioxolane (145) permet potentiellement
d’obtenir les deux cyclohexénones ne possédant pas de groupe partant (Schéma 70). La
cyclohexénone peut étre formée par aldolisation—crotonisation sur 1’intermédiaire (150) en
milieu acide, lui-méme obtenu a partir de I’aldéhyde (148) ou de la cétone (149) par réaction
avec I’acétone en milieu basique. La cétone (149) pourrait elle-méme étre issue de (148) par
addition nucléophile du bromure de méthylmagnésium sur I’amine de Weinreb obtenue apres
oxydation de (148) en acide carboxylique. Le composé (148) pourrait étre formé par une

séquence ¢limination/hydroformylation a partir du 2-(bromométhyl)-1,3-dioxolane (145).

0 [Rh],
H+ o R2 =H 0 0 H2/CO O/X
R'O R'O /x | 0 Br\)\o
5 R2 0 acétone, base
R(151) (150) base (148) (145)
R2= Me acétone, 1. [Ox]

2. amine de Weinreb

base
| w || 3.MeMgBr

o
(149)

Schéma 70. Schéma de rétrosynthése des cyclohexénones sans groupe partant a partir du 2-
(bromométhyl)-1,3-dioxolane.

L’hydroformylation permet la transformation des oléfines en aldéhydes par addition de
monoxyde de carbone et de dihydrogéne en utilisant un catalyseur de rhodium ou de cobalt.

Du fait que les deux carbones de l'insaturation soient réactifs, le produit d’hydroformylation
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peut étre un mélange entre les aldéhydes linéaires et ramifiés. Les oléfines terminales

conduisent majoritairement a la formation de I’aldéhyde linéaire.

En revanche les oléfines aromatiques ou celles possédant un hétéroatome directement
li¢ conduisent majoritairement a 1’aldéhyde ramifi¢ (Schéma 71). En effet, sur les o—
oléphines acétylées, le Rhodium peut étre quélaté par I’oxygeéne. Dans le cas des a—oléphines
aromatiques un équilibre peut conduire a la perte de I’aromatisation et a la délocalisation du

rhodium, qui est stabilisé.

[Rh] [Rh]
[Rh]
| | \\\[th] O\\\\\[th] {
R o" A =
- Tl o e
R f Ao )\”/\ Rh

Schéma 71. Régiosélectivité de I’hydroformylation de différentes oléfines.

Cependant 1’hydroformylation est également dépendante de 1’encombrement. Dans
notre cas, nous avons affaire a un alcéne 1,1-disubstitué qui peut donc stabiliser le thodium
pour donner I’aldéhyde (Schéma 72). L’encombrement doit favoriser 1’aldéhyde lin€aire ainsi
que la présence des deux atomes d’hydrogéne qui enrichissent le carbone terminal en

¢lectrons, en plus de permettre une quélation partielle.

o/x [Rh], Hy/CO \\\o/x
"""""" LN
/L\ e}

o)
(152)

Schéma 72. Stabilisation du rhodium par ’oxygéne conduisant a I’aldéhyde.
Le choix du ligand du rhodium peut également étre crutial quant au résultat de la

réaction. Nous avons testé deux ligands :
- Le biphephos, un diphosphate connu pour favoriser la formation des aldéhydes
linéaires
- Le triphénylphosphite, ¢lectroniquement comparable au biphephos, mais

stériquement moins contraint.
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En utilisant un catalyseur également encombré comme le biphephos ou le

triphénylphosphite, la formation de 1’aldéhyde terminal est favorisée.

La formation du céténe est déja décrite a partir du 2-(bromométhyl)-1,3)-dioxolane
(145). La réaction a été réalisée sous ultrasons pour éviter la polymérisation observée en leur

absence!’!. En revanche I’hydroformylation de ce type de composés n’a jamais été décrite.

Cette voie de synthése est certes aventureuse mais 1’hydroformylation est une

technique maitrisée au laboratoire, nous lui avons donc donné sa chance (Schéma 73).

X 1BUOK,_ COX RN, H/CO X
(145) oo (148)
Acide
RN /X ben20|que o/x
e 5id 0
zO
) (153)
©
BzO

Schéma 73. Proposition de synthese de la cyclohexénone en partant du 2-(bromométhyl)-1,3-dioxolane.

L’acétal de cétene résultant de la premicre étape étant trés volatile, de ’acide
benzoique en exceés a €té ajouté au milieu réactionnel et le tout a été agité pendant 12 h.
L’acide benzoique vient s’additionner sur I’acétal de cétene formé, donnant le composé (153)
beaucoup moins volatil qui permet de vérifier si la réaction a eu lieu ou non'®. Lors du
premier essai, le suivi de cette étape par CCM a montré que le produit de départ bromé était
en grande majorité consommé et qu’un produit plus polaire était formé. Cependant 1’analyse
RMN 'H du brut montre I’absence du produit attendu. On retrouve la présence de I’acide
benzoique ainsi qu’un autre composé majoritaire dont les signaux sont proches de ceux du
produit de départ, faisant penser a un produit de la substitution du brome par le tert-butoxyde

(Schéma 74).
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o/x tBUOK o/x
Br‘\\))\o THF >(O\)\O
Buo" (154)

Schéma 74. Réaction supposée de type SN2 entre le tBuOK et le substrat bromé.

Afin de nous assurer que le produit attendu n’était pas formé avant d’étre dégradeé,
deux essais de réaction « one pot » ont été tentés, afin d’obtenir directement 1’aldéhyde (148)

a partir du 2-bromomethyl-1,3-dioxolane (145) (Schéma 75).

tBuOK, Rh(CO), (acac) (1,5% mol)
biphephos ou P(OPh);5 (4% mol),

O/x H2/CO (20 bar) (1/1) 0 o/x
Br%O HM

THF, 80 °C, 12 h
(145) (148)

Schéma 75. Tentative de réaction « one pot » pour I’obtention de I’aldéhyde.

La réaction a été tentée deux fois en utilisant le biphephos puis le triphénylphosphite
comme ligand. Dans le premier cas aprés traitement de la réaction un produit largement
majoritaire comportant deux aromatiques a €té retrouvé en RMN. Il s’agit vraisemblablement
d’un produit d’oxydation du biphephos. Lors du second essai, on retrouve sur le spectre RMN
les signaux correspondant au triphénylphosphite ainsi que le produit d’addition — élimination

déja retrouvé lors des précédentes réactions.
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D’autres conditions de réaction pour 1’obtention de I’alcéne sont décrites dans la
littérature, cependant les rendements donnés sont trop faibles pour nous permettre d’envisager
I‘enchainement de cette étape d’¢élimination avec I’hydroformylation dans de bonnes
conditions. Cette voie de synthése a donc elle aussi été écartée méme si 1’hydroformylation

d’acétal de céténe reste un sujet de recherche trés prometeur.

I1.4.1.2 Par formation de 'organomagnésien

Cette voie de synthése devait permettre d’aboutir a la cyclohexénone méthylée et
hydroxylée en seulement quatre étapes (Schéma 76). Le réactif de Grignard formé a partir du
2-bromométhyl-1,3-dioxolane (145) mis en présence de 1’acétylacétone conduit au composé
(156). S’en suit la déprotection de I’acétal (157) pour obtenir 1’aldéhyde (158) qui, en milieu
basique, cyclise pour donner la cyclohexanone intermédiaire qui permet apres traitement en

milieu acide d’obtenir la cyclohexénone (159).

)?\/l?\
(155)
0 Mg, 1> OH O/> Protection OR O/>
Bre_ _~_.> Tur W ----------- W
r\)\o
(145) (156) (157)
1. base O
Acide w 2. H*, H,0
___________ -
H,0 H RO
(158) (159)

Schéma 76. Proposition de synthése de la cyclohexénone passant par la formation d’un organomagnésien.
J J S

Différentes conditions de réaction de formation de I’organomagnésien ont été testées.
Les premiers essais ont été réalisés dans 1’éther éthylique a température ambiante. Le réactif
de grignard n’a cependant pas €té formé (tres faible consommation du magnésium). Les essais
suivants ont été réalisés dans le THF et le milieu réactionnel a été chauffé¢ au reflux avant
d’ajouter le dérivé bromé. Le réactif de grignard a cette fois-ci bien été formé, en témoigne la

disparition du magnésium ainsi que l’apparition d’une couleur gris-noire dans le milieu
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réactionnel. Malheureusement, il n’a pas réagi avec la cétone. Aprés ajout de la dicétone,

aucune réaction n’a pu étre constatée.

L’équilibre entre la dicétone et le PB-cétoénol pouvant potentiellement altérer la
réactivité du carbonyle, une des deux cétones a été protégée avec un acétal avant de réaliser la
réaction de grignard sur 1’autre carbonyle (Schéma 77). La premicre étape de protection a été
réalisée sur 20 grammes de 2,4-pentanedione et a permis d’obtenir une grande quantité du

cétal (160). La réaction de grignard sur le cétal n’a cependant donné a nouveau aucun résultat.

o O éthyléne glycol
APTS

(155) benzéne

Iy e b

0O THF o
(145) (161)

Schéma 77. Proposition de synthése de la cyclohexénone en partant de I’acétylacétone mono-protégée par
sous forme cétal.

[1.4.2 Fermeture par métathese

La métatheése est une réaction intéressante pour obtenir un cycle a partir d’un diene
linéaire, car elle s’effectue dans des conditions douces, contrairement a I’aldolisation. II n’y a
donc pas de risque d’altération des fonctions présentes. De plus les rendements sont

généralement excellents.

Nicolaou et al**. ont ainsi synthétisé une cyclohexénone substituée en position 5 avec
des rendements quantitatifs en utilisant le catalyseur de Grubbs de premiere génération dans le

dichlorométhane (Schéma 78).
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0] (0]
_ Grubbs 1 (0,04 eq, 0,1 M)
CH,Cl,, 30 °C
MOMO X 6h MOMO
98-100%
(162) (163)

Schéma 78. Métathése cyclisante en utilisant le catalyseur de Grubbs de premiére génération.

Yoshida ef al. ont utilisé le réactif de Grubbs de seconde génération, toujours dans le
dichlorométhane, pour obtenir une cyclohexénone avec un rendement de 84% au bout de deux

heures a température ambiante!*® (Schéma 79).

O O
P Grubbs Il (7,5% mol)‘
Et CH,CI,, TA, 2 h Et
HO o HO
84%
(164) (165)

Schéma 79. Métathése cyclisante en utilisant le réactif de Grubbs de seconde génération.

Turks et Vogel ont eux réalisé la réaction dans le benzéne a 80°C pour obtenir la
cyclohexénone (167) avec 85% de rendement aprés seulement 30 min de réaction'® (Schéma

80).

0] 0]
. Grubbs I (10% mol)‘
)\ benzéne, 80 °C, 30 min )\ fj
Ph™ "O X Ph™ ~O
85%
(166) (167)

Schéma 80. Métathése cyclisante en utilisant le réactif de Grubbs de seconde génération.
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En revanche Prasad et Kumar ont obtenu un rendement légérement inférieur di a la
formation du macrocycle (170)!%. En outre, ils décrivent que plus la quantité de catalyseur de
Grubbs est importante, plus le ratio s’oriente en faveur de la synthése de la cyclohexénone

(169) (Schéma 81).

0
Grubbs Il (5% mol) 0 o
CH,Clp, 50 °C, 6 h :>< ’ j;(\
212 0
OH

70%
(168) (169)

Schéma 81. Obtention d’une cyclohexénone et d’un macrocycle par métathése.

Dans notre cas, la cyclohexénone substituée en position 5 (151) peut étre obtenue par
métathése a partir de différents composés (Schéma 82). La cyclisation est effectuée sur le
diene terminal (171), dont nous avons envisagé la synthése au départ de trois composés : le

but-3-énoate d’isobutyle (147), le cyanoacétate d’éthyle (146) et I’acétoacétate d’éthyle (172).

O

R1O‘d

R? (151)

0 0 0
=
o/“\r/ — — OEt
R'O
x e o

(147) (71) (172)

|

0]

OEt
CN

(146)

Schéma 82. Voies d’obtention des cyclohexénones substituées en position 5 passant par une cyclisation par
métatheése.
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11.4.2.1 A partir du but-3-énoate d’isobutyle

Comme ¢énoncé précédemment, la cyclohexénone hydroxylée en position 5 (151)
pourrait étre obtenue par métathése a partir du diéne terminal (174) (Schéma 83). Celui-ci
serait obtenu a partir de I’ester (175) en passant par I’amide de Weinreb afin d’introduire un
groupement vinyle. L’ester (175) pourrait quant a lui étre synthétisé a partir du but-3-énoate
d’isobutyle (147) en formant 1’époxyde qui réagirait avec le bromure de vinyle magnésium et

dont I’hydroxyle résultant serait protégé par un groupement TBS.

1. LiOH
2. amine de Weinreb
Q Grubbs Q _ 3. vinylMgBr Q
= 07 | T
TBSO TBSO X TBSO X
(173a) (174) (175)
1. m-CPBA
2. vinyIMgBr o
3. TBSCI
p—— O/\(
AN
(147)

Schéma 83. Schéma de rétrosynthése de la cyclohexénone a partir du but-3-énoate d’isobutyle.

La réaction d’époxydation du but-3-énoate d’isobutyle (147) avec le m-CPBA conduit
au compos¢ (176) avec un bon rendement (Schéma 84). La substitution nucléophile par le
bromure de vinylmagnésium sur 1’époxyde (176) conduirait ensuite a 1’alcéene hydroxylé

177).

o) 0 vinylIMgBr 0 OH
m-CPBA o cul M A
O)J\/\ o )J\/Q ________ - \(\O X
DCM THF/Et,O
87%
(147) (176) (177)

Schéma 84. Proposition de synthése de la cyclohexénone en partant du 2-methylpropyl but-3-enoate.
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La premicre étape d’oxydation a permis d’obtenir I’époxyde avec un rendement de

87%. L’étape suivante en revanche s’est montrée problématique. Plusieurs cuprates ont été

testés pour réaliser la transmétallation (Tableau 9). Le premier essai a été réalisé¢ avec

I’iodure de cuivre dans le THF a température ambiante (entrée 1). Lors des deux essais

suivants 1’iodure de cuivre a été remplacé par le cyanure de cuivre avec 1,5 puis 2 équivalents

de bromure de vinylmagnésium (entrées 2 et 3). Un autre essai a été tenté en formant le

bromocuprate a -78°C dans un mélange d’éther et de THF avant de remonter a -40°C pour

ajouter I’époxyde (2,2 équivalents) (entrée 4). Lors du dernier essai 1’organocuprate a été

formé a -30°C (entrée 5). Aucun de ces essais n’a permis I’obtention de I’alcéne (177).

L’analyse RMN montre qu’en réalité c’est le 4-bromo-3-hydroxybutanoate d’isopropyle (178)

qui s’est formé. La littérature fait effectivement état de ce type de réaction secondaire!®

Tableau 9. Conditions de réaction de substitution sur I’époxyde.

vinyIMgBr OH H
M Cux
Y S YO \ho
0%
(176) (177) (178)
VinylMgB
Entrée Cuprate Cuprate Inyrviesr Solvant T°C
(eq.) (eq.)
1 Cul 0,1 1,5 THF TA
2 CuCN 0,1 1,5 THF TA
3 CuCN 0,1 2 THF TA
Et;O:THF | formation de I'organocuprate a -
4 CuBr - DMS 1,1 2,2
uer ’ ’ 5:3 78 °C ajout de I'époxyde a -40 °C
Et,0-THF for;matign d.e I'Qrgan?cupr'ate. a-
5 CuBr - DMS 1,1 2,2 5.3 30 °C, agitation a -78 °C puis ajout
' de I'époxyde a -40 °C
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I1.4.2.2 A partir du cyanoacétate d’éthyle

La cyclohexénone hydroxylée en position 5 (179) peut étre obtenue en cyclisant le di-
alcéne terminal (180) par métathese. Celui-ci peut étre obtenu a partir de I’ester (181) en
passant par la formation de I’amide de Weinreb qui permet d’introduire un groupement vinyle
apres avoir protégé I’hydroxyle par un groupement silylé. Cet ester peut étre formé en
réduisant la cétone du composé (182), elle-méme obtenue en faisant réagir le cyanoacétate
d’éthyle (146) avec le bromure d’allyle (Schéma 85).

1. amine de Weinreb
2. RSiCl, imidazole, DMAP

0 o) )
Grubbs _ 3. vinylMgBr
p— > OEt
RO RO N X

HO
(179) (180) (181)
o) bromure d'allyle
NaBH, Zn, AICl3 (0]
— OEt —/—/— NC\)J\
OEt
0) X
(182) (146)

Schéma 85. Rétrosynthése de la cyclohexénone hydroxylée en position 5 a partir du cyanoacétate d’éthyle.

L’¢tape d’allylation du cyanoacétate d’éthyle (146) a initialement été réalisée en
faisant réagir celui-ci avec le réactif de grignard comme décrit par Bennett et al.'%’. Lors de
deux essais les deux réactifs ont tour a tour été mis en exces, mais la réaction n’a cependant
pas eu lieu. En revanche la substitution nucléophile du bromure d’allyle sur le carbonyle en
présence de trichlorure d’aluminium, comme décrit par Cook et al.!® (Schéma 86), a permis
d’obtenir le B-cétoester (182) avec un rendement de 96%. La deuxiéme étape consistait a
réduire sélectivement la cétone sans toucher a I’ester. Le borohydrure de sodium, un hydrure
doux, a donc été utilisée pour obtenir le composé (181) avec 82% de rendement apres une

heure de réaction a 0 °C.
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w § . mmol  § f e oH o
O Tue an, Z 0" EioH Z 07
0°CaTA 96% 1h,0°C 82%
(146) (182) (181)

Schéma 86. Synthése de la cyclohexénone en partant du cyanoacétate d’éthyle.

Dans un premier temps 1’hydroxyle a été protégé avec un rendement de 64%, en vu de
réaliser la saponification de I’ester par I’hydroxyde de lithium. La réaction a été réalisée dans
le THF puis le dioxane (Schéma 87). Dans les deux cas, de maniere innatendue, le produit de

départ a été récupéré, seule une tres faible quantité d’acide désilylé s’étant formée.

TESCI
OH O imidazole TESO (0] LiOH, H,O TESO @]
—_— —_—
/\)\)J\ 2N /\)\)J\ N
~ o CH,Cl, ~ o THF ou dioxane ~ OH
64% TA, 12 h
(181) (183) (184)

Schéma 87. Protection puis tentative de saponification de I’ester.

Nous avons donc décidé de passer par I’amide de Weinreb avant de protéger
I’hydroxyle avec un groupement silylé¢ (Schéma 88). L’amide de Weinreb (185) a été formée
d’apreés la réaction décrite par Cohen et Overman'® avec 73% de rendement. Afin de vérifier
I’influence du groupement protecteur sur le couplage ultérieur entre 1’ester et la
cyclohexénone, la protection du groupement hydroxyle a été réalisée avec un groupement
TBS et un groupement TES, avec des rendements similaires de 86% et 85%. Apres protection
de la fonction hydroxyle, les di¢nes (188) et (189) ont été obtenus par réaction avec le
bromure de vinylmagnésium en seulement 30 minutes. La substitution nucléophile a mieux
fonctionné sur le compos¢ (189) protégé par un TES avec un rendement quantitatif contre

74% pour le composé protégé par un groupement TBS (188).
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oH © gmine de Weinreb OH O RCI, imidazole, OR O
/\)\/U\ PrioC /\)\/U\N/ DMAP /\)\/U\N/
Z 0" THE, 3h,0°C o. DCMm, S

(181) 73% > 12h, TA ~
(185) R=TBS 86% (186)
R=TES 85% (187)
VinyIMgBr OR O

/\)\/U\/

THF, 30 min, 0 °C
R= TBS 74% (188)
R=TES 99% (189)

Schéma 88. Obtention du diéne a partir de DPester.

Enfin la cyclohexénone (179) a été obtenue par réaction de métathése dans les
conditions décrites par Yoshida et al.!®. Les premiéres cyclisations par métathése ont été
réalisées en utilisant le catalyseur de Grubbs de seconde génération (Tableau 10). Des
rendements quantitatifs ayant été¢ obtenus avec 4% puis 2% mol de catalyseur, les essais
suivants ont été¢ réalisés avec le catalyseur de premicre génération, plus économique. En
présence de 4% mol de catalyseur un rendement toujours quantitatif a été obtenu. En revanche
en diminuant a 2% mol le rendement a diminué (54-84%). Le catalyseur de Grubbs de

premiére génération a donc par la suite été utilis¢ a hauteur de 4% mol.

0
OR O Grubbs | (4% mol)
/\)\)J\/ DCM, 12 h, reflux 5
RO
(180) (179)

Tableau 10 : optimisation des conditions de réaction de la métathése.

Entrée Catalyseur % mol. rendement
1 Grubbs II 4 99%
2 Grubbs 11 2 100%
3 Grubbs 1 4 91%
4 Grubbs 1 2 54%, 84% (n=3)
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La réaction s’est trés bien déroulé dans les deux cas avec des rendements quantitatifs,
et les cyclohexénones (173) et (181) possédant un hydroxyle protégé en position 5 ont

finalement pu étre obtenues (Schéma 89).

o)
OR O Grubbs | (4% mol)‘
/\)\)v DCM, 12 h, reflux 5
(180) RO

R= TBS 99% (173a)
R = TES 99% (173b)

Schéma 89. Obtention de la cyclohexénone hydroxylée en position 5 par métathése a partir du diene.

I1.4.2.3 A partir de I'acétoacétate d’éthyle

Dans le but de synthétiser les dériés méthylés et hydroxylés en position 5 nous avons
imaginé une variante de cette voie de synthése partant de I’acétoacétate d’éthyle (Schéma
90). La métathése permet encore une fois la cyclisation du di-alcéne terminal (190) obtenu en
passant par la formation d’une amide de Weinreb a partir de 1’ester (191). Celui-ci peut étre
synthétisé par réaction avec le bromure d’allylzinc en présence de trichlorure d’aluminium a

partir de I’acétoacétate d’éthyle (172).

1. amine de Weinreb

0 e) 2. R3SiCl, imidazole, DMAP 0
Grubbs _ 3. vinylMgBr
p— > OEt
R3SiO ;
R4SiO v TN R3S"\O/Ie N
(179) (190) (191)
AllylZnBr, 0O
AICl3
OEt
THF
O
(172)

Schéma 90. Synthése de la cyclohexénone méthylée et hydroxylée sur la position 5 a partir de
P’acétoacétate d’éthyle.
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La premiére tentative d’allylation de 1’acétoacétate d’éthyle (172) en utilisant deux
équivalents de bromure d’allylzinc n’a pas fonctionné. La deuxi¢me tentative a été réalisée en
présence de trichlorure d’aluminium comme décrit par Tanigushi et al!''’, et a permis
d’obtenir le composé (192) (Schéma 91). Cette étape d’allylation s’est trés bien déroulée avec

un rendement de 91%. L’amide de Weinreb (193) a ensuite été¢ obtenue avec un rendement de

60%.
émlne de Weinreb HO 0
0O O AllyiZnBr, AICI, w iPrMgCl W P
> > = N
Mo/\ THF 7 o > THF .
O\
91% 60%
(172) (192) (193)

Schéma 91. Synthése de ’amide de Weinreb en partant de I’acétoacétate d’éthyle.

La protection de I’hydroxyle par le triéthylsilane a été réalisée avec 83% de
rendement, puis le diene a été synthétisé avec 71% de rendement (Schéma 92). Enfin la
cyclohexénone méthylée et hydroxylée en position 5 a été formée par métathese cyclisante

avec 84% de rendement en utilisant le catalyseur de Grubbs I a 4% mol.

(@) TESCI, imidazole TESO (@]

HO
/\)QJ\ - DMAP W -
= N = N

| DCM I

O< 83% O\
(193) (194)
. Grubbs | (0]
vinyIMgBr TESO 0} (4% mol)
THF /\)QJ\/ DCM, 12 h, 5
reflux
0 TESO
1% 84%
(195) (196)

Schéma 92. Synthése de la 5-méthyl-5-hydroxycyclohexénone a partir de I’amide de Weinreb.

Synthése organique 113



Synthese et évaluation de [’activité biologique de composés de nature anthranoide issus du genre
Psorospermum (Hypericaceae) utilisé en médecine traditionnelle camerounaise | Nicolas Wasser

Apres de nombreuses tentatives infructueuses la 5-hydroxycyclohexénone (179) et la
5-méthyl-5-hydroxy cyclohexénone (159) ont donc enfin pu étre obtenues avec de bons
rendements. Et des voies de synthése ne présentant pas d’étape particulierement délicate
comme c’¢était le cas pour la synthése au départ du phloroglucinol (102). La métathése permet
la cyclisation a pH neutre et dans des conditions douces, ce qui était essentiel dans notre cas.
La présence de ruthénium peut poser probléme pour des tests biologiques, mais les
purifications par HPLC semipréparative nécessaires jusqu’a 1’obtention des

dihydroanthracénones devraient permettre de s’en débarrasser entiérement.

Nous nous sommes intéressés a la synthése énantiosélective de vismiones. En effet les
vismiones naturelles possédent toutes un centre asymétrique. En modifiant 1’étape de
réduction de la cétone (172), il serait possible d’obtenir une cyclohexénone
énantiomériquement pure. En effet Fernandes et Mulay décrivent la synthése stéréosélective
du B-hydroxyl ester (197) a partir de I’acétoacétate d’éthyle en utilisant de la levure de
boulanger, avec un rendement de 69%!'! (Schéma 93). La possibilité de réaliser une
hydrogénation en utilisant le catalyseur de Noyori modifié est également décrite avec un
rendement quantitatif. L utilisation de levure de boulanger semble relativement aisée a mettre
en place, cependant 1’utilisation de matériel biologique est une source de variation puisqu’il
est impossible de controler précisément le métabolisme des levures utilisées. L utilisation du
catalyseur de Noyori semble également relativement aisée, en plus de présenter un rendement
quantitatif. Ce catalyseur est d’ailleurs peu cher (37 euros pour 100 g, prix Sigma Aldrich au

10/09/2018).

Levure de boulanger
DMSO, EtOH

O O 12 h, 69% OH O
MO/\ ou B /\)J\O/\
[NEtyH,]-[{RUCI(S)-BINAP},(u-Cl)s]
(172) (0,01% mol) (197)
MeOH, H, (30 atm), 50 °C, 12 h, quant.

Schéma 93. Synthése énantiosélective du B-hydroxyle ester!!!.

Il est également possible d’obtenir une cyclohexénone hydroxylée et méthylée en

position 5 énantiomériquement pure en passant par 1’allylation asymétrique du B-cétoester,
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d’aprés la méthode de réduction de cétones énantiosélective employée par Barnett et al.!'?
(Schéma 94).
CCx
OH (I)i-Pr
OH Bin.
OO )OK 7o on
B Ph o
PhCH3, PhCF;
(S)-3,3'-Br,-BINOL 35°C
(15% mol) 83%
(o]
(198) (199) 073 or (200)

Schéma 94. Allylation énantiosélective d’une cétone.

L’obtention d’une telle cyclohexénone permettrait de synthétiser des
dihydroanthracénones énantiomériquement pures, ce qui est particuliérement intéressant pour
plusieurs raisons. Les vismiones naturelles sont elles-mémes énantiomériquement pures. Leur
carbone asymétrique a été déterminé comme ayant une configuration absolue — (S) par
dichroisme circulaire vibrationnel, en se basant sur des calculs théoriques. La synthése
permettrait d’appuyer ce résultat. D’autre part, I’un des deux €nantioméres d’un composé est
potentiellement plus actif que 1’autre. Le test simultané d’un mélange racémique ainsi que

d’un énantiomeére pur permettrait de vérifier si tel est le cas.
pur p

IL.5. Synthese des dihydroanthracénones par réaction d’annélation de

Staunton-Weinreb

En utilisant ces différents ¢léments, plusieurs dihydroanthracénones ont été

synthétisées selon la méthode de Staunton-Weinreb, comme décrit précédemment.
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[1.5.1 Dihydroanthracénones C-alkylées en position 6
La réaction de cyclisation a d’abord été réalisée en couplant des cyclohexénones mono
(105) ou diméthylées (106) en position 5 avec I’ester diméthylé sur les positions 2 et 4 (84)

(Schéma 95), tel que précédemment réalisé au laboratoire par Jean-Baptiste Gallé¢ avec 1’ester

méthylique.
0 O OR' O OH o1R1
2
+ EtO ___LbA
R3 THF, -78 °C,4 h RS )
R4 OEt Me 4 OR? R4 3 OR
(105, 106) (84, 91) R1 — R2 - R3 - R4 = Me 51% (2013)

R' = R?2= Prényle, R® = R* = Me 44%(201b)
R'=R?=R% = Me, R*= H 46%(202)

Schéma 95. Synthése de dihydroanthracénones C-alkylées en position 6.
Les rendements de 51% (201) et 46% (202) obtenus sont moyens mais en accord avec
la littérature pour ce type de réaction’®.

Les dihydroanthracénones naturelles étant substituées sur 1’hydroxyle en position 3
alors que celui en position 1 reste libre, la premiere approche pour obtenir ce type de

composés a été de tenter une déprotection sélective (Schéma 96).
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O OH OH O OH OMe
we T o et
OMe ’ OH
Me BBr; (2 eq) AcOH Me
(203) \\ / (204)
uW, 60 °C
DCM,24h > Q  OH OMe 20 min
"l 0
6 3
Me
Me OMe  Hpr,

(202) AcOH
\ O OH OH
i e L)
14 h
M
N OH

97% Me
(205)

Schéma 96. Essais de monodéprotection de I'hydroxyle en position 1.

L’acide bromhydrique avait déja été utilisé précédemment. La réaction chauffée a
reflux pendant 4 h avait permis de déprotéger les positions 1 et 3 simultanément avec 97% de

rendement pour obtenir le composé (205).

Nous avons donc, lors du premier essai, tenté la déprotection par le tribromure de bore
(Schéma 97) pour obtenir le composé (203). Nous avons en effet supposé que celui-ci se
lierait préférentiellement a I’hydroxy sur position 1, grace a une double interaction favorisant
la déméthylation sur cette position. La réaction n’a cependant pas eu lieu et le produit de

départ (202) a été récupéré.

v I
OMe

Me

Schéma 97. Stabilisation du tribromure de bore par une liaison hydrogéne.
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Nous avons donc a nouveau tenté¢ d’utiliser 1’acide bromhydrique dans [’acide
acétique. Un premier essai en chauffant sous irradiations micro-ondes a 120°C pendant 14 h, a
¢galement permis de déprotéger les positions 1 et 3 simultanément. Ensuite, en chauffant le
mélange acide bromhydrique/acide acétique a 60°C pendant 20 minutes, c’est la
dihydroanthracénone déméthylée sur la position 3 (204) qui a été obtenue avec un rendement
de 19%. On peut donc supposer que 1’hydrogéne de I’hydroxyle présent sur le cycle central
forme une liaison hydrogene avec la cétone, mais cette forme est en équilibre et cette liaison
peut également lier I’hydrogéne a I’oxygene présent sur la position 1, la rendant peu réactive.

L’¢limination se ferait donc préférentiellement sur la position 3 (Schéma 98).

H H, H,
SN Me e o o 'O/

o o o o o o
I - 5 HBr
—— LLLe
“ o el T e w0 e
Me O Me S Me O
H+)

H
e M.,
®
- o W L
Me | Me OH
H Br

Schéma 98. Déprotection de I’hydroxyle sur la position 3 par I’acide bromhydrique.

Afin de se rapprocher des vismiones naturelles qui possédent un groupement
isoprénoide en position 3, des essais d’alkylation ont été entrepris a partir du composé
trihydroxylé (Tableau 11). Le DBU (2eq) avait précédemment permis d’obtenir les composés
C-alkylés (206) et (207) avec 30% et 25% de rendement. Différentes bases (DBU, Collidine,
DIPEA, TEA) et plusieurs solvants (acétone, ACN, dioxane, DMF, DMSO, NMP, THF) ont
ici été testés afin de vérifier s’il était possible sous certaines conditions de favoriser la O-
alkylation. Le ratio des composés obtenus a été mesuré d’apres ’intensité des pics en HPLC.
Les différentes bases ont conduit a la formation des deux composés C-alkylés (206) et (207).
La TEA et la DIPEA ont conduit a un mélange en proportion égales deux composés tandis
que le DBU a cette fois-ci conduit & une majorité du composé (206). La collidine a engendré
une tres faible formation du composé (207) (1%). La réaction a ensuite été réalisée en

présence de DIPEA dans différents solvants. Le THF et le dioxane ont conduit a la
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récupération quasi totale du produit de départ. La réaction dans le DMSO a donné
respectivement 5% et 13% des composés (206) et (207), mais un produit de dégradation s’est
formé en forte quantit¢. Le NMP, le DMF et I’acétonitrile ont conduit a des rendements
similaires avec une majorit¢ du composé (207) formée. Dans aucun des cas la O-alkylation

n’a donc été observée.

OH OH OH OH

OH OH
Base 2 eq
OH OH
Solvant, TA, 24 h
OH
(205) (206) (207)

Tableau 11. Essais d’alkylation de la dihydroanthracénone

Entrée Base Solvant % (206) % (207)
| DBU Acétone 18 4
2 Collidine Acétone 0 1
4 TEA Acétone 5 5
3 DIPEA Acétone 10 9
5 DIPEA NMP 11 29
6 DIPEA THF 0,3 0,7
7 DIPEA Dioxane 0,4 0,8
8 DIPEA DMSO 5 13
9 DIPEA ACN 17 24

10 DIPEA DMF 11 23

Pour obtenir des dihydroanthracénones possédant un groupement hydroxyle libre en
position 1, des esters O-alkylés par un groupement méthyle ou prényle sur la position 3, mais
possédant un groupe partant sur la position 1, ont été¢ engagés dans la cyclisation avec une
cyclohexénone C-alkylée en position 5 (Schéma 99). La cyclohexénone diméthylée ainsi que
la cyclohexénone nue ont engendré des rendements similaires de 43% et 54%. La
cyclohexénone monométhylée en revanche a conduit a Ila formation de Ia

dihydroanthracénone avec seulement 18% de rendement.
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OEOM OH OEOM
+ EtO
THF 78 °C,4h RZ
3 OR!’

(88, 105, 106) (93, 96)

OH OEOM OH OEOM

M 7“\ /\)\

N OMe

43% 18%

(208) (209)

OH OEOM OH OEOM

54% 48%

(210) (211)

Schéma 99. Synthése de dihydroanthracénones alkylées en position 3.

Afin d’étudier la nécessité du cycle saturé a 6 chalnons, nous avons effectué¢ la

cyclisation en présence de la cyclopenténone (107). Le composé cyclisé (212) a été obtenu

avec 14% de rendement (Schéma 100).

0 0] OEOM OH OEOM
2%::L\ - EtO
/\)\ THF, -78 °C, 4 h /\)\
OEt Me o]
14%
(107) (93) (212)

Schéma 100. Synthése du composé comportant un cycle non aromatique a 5 carbones.

La réaction des différents composés obtenus dans une solution diluée d’acide
chlorhydrique a permis la déprotection de 1’hydroxy en position 1 avec des rendements
quantitatifs (Schéma 101). Les deux rendements légérement inférieurs obtenus sont dii a la

purification par HPLC semipréparative, des pertes ayant €té encourues lors de I’injection.
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OH OH
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Schéma 101. Déprotection de I’hydroxyle en position 1.

Les dihydroanthracénones (208), (210) et (211) ont ét¢ synthétisées avec de
relativement bons rendements. Le composé (212) en revanche a été obtenu avec seulement
18%. La cyclohexénone monométhylée ne semble pas moins stable que la cylohexénone
diméthylée. II est en revanche possible que la présence d’un seul méthyle diminue la réactivité

de la cyclohexénone lors du couplage.

L’¢étape de cyclisation étant le point faible de cette voie de synthese, elle a fait 1’objet
d’une étude (Tableau 12). Dans les conditions classiques la cyclohexénone est introduite en
léger exces par rapport a I’ester B, et le rendement avoisine les 50%. Lorsqu’un excés d’ester
est introduit, le rendement baisse a 34%. A I’inverse lorsque la cyclohexénone