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Chapitre 1

INTRODUCTION



Le cancer est la cause de mortalité la plus importante dans les pays développés et en voie de
développement (World Health Statistics, 2011). En 2015, c’est deux Canadiens sur cinq
d’hommes et des femmes qui développeront un cancer dans leur vie et de ce nombre, une
personne sur quatre en meurt (Comité consultatif de la Société canadienne du cancer, 2015).
Comme le montrent les données (ou estimations) canadiennes du Tableau 1, le cancer du
poumon demeure la principale cause de décés par cancer. Il est responsable de prés de 27 %

des déces liés au cancer ce qui fait le type de cancer le plus meurtrier (Canadian Cancer

Society, 2015).

Tableau 1. Estimation des décés du cancer selon le sexe au Canada en 2015

Déces estimés en 2015

Total Hommes Femmes
Tous les cancers 78 000 41 000 37000
Poumon 20 896 10 906 9990
Sein 5032 - 5032
Colon 9339 5084 4255
Prostate 4144 4144 -

Source : (Canadian Cancer Society, 2015)

Plusieurs médicaments anticancéreux d’origine naturelle sont actuellement sur le marché. Le
Taxol® (paclitaxel 1), un anticancéreux extrait de I’écorce d’if du pacifique (Taxus brevifolia)
et de I’écorce d’if du Canada (Taxus canadensis), le Velban®™ (vinblastine 2) et I’Oncovin®

(vincristine 3), des agents anticancéreux extraits de la pervenche de Madagascar



(Catharanthus roseus) sont représentés a la Figure 1. IlIs sont de bons exemples d’agents

anticancéreux issus de plantes qui sont encore aujourd’hui utilisés en clinique.

/

Paclitaxel (1) Vinblastine (2) : R = CH;
Vincristine (3) : R = CHO

Figure 1. Structure de trois agents anticancéreux d'origine naturelle (1 — 3) utilisés en

clinique

Dans le domaine des produits d’origines naturels, peu d’études ont rapporté jusqu’a
maintenant le potentiel cytotoxique des plantes de la forét boréale canadienne. Pourtant, cet
environnement receéle de nombreuses especes végétales encore inconnues en termes de
composition chimique et de propriétés médicinales (Uprety et al., 2012). Le paclitaxel (1)
(figure 1) est un exemple qui démontre le potentiel biopharmaceutique de la forét boréale. La
formulation de ce composé, qui est utilisée en clinique pour le traitement des cancers du
poumon, du sein et des ovaires (Piccart et al., 2003 ; Ozols et al., 2003), rapporte des ventes
annuelles de plus de 2 milliard $US (Sirois, 2005). Le Taxus canadensis est utilisé

commercialement pour la production de paclitaxel et de d’autres taxanes.



Les recherches effectuées au LASEVE sont basées en partie sur la médecine traditionnelle
amérindienne. Elles ont permis la découverte de nouvelles molécules cytotoxiques, lesquelles
ont été isolées a partir de divers végétaux issus de la forét boréale. Le pinosylvin monométhyl
¢ther (4), extrait du pin rouge (Pinus resinosa), en est un excellent exemple (Simard et al.,
2008). D’autres exemples de molécules intéressantes dans le domaine du cancer peuvent étre
cités : ’a-humuléne (5) (figure 2), identifié dans ’huile essentielle de sapin baumier (4bies
balsamea) (Legault et al., 2003) et le papyriferoside A (6) (figure 2), un diarylheptanoide
glycosylé isolé des écorces de bouleau blanc (Betula papyrifera) (Mshvildadze et al., 2007).

H4CO
IO
HO T
Pinosylvin monométhyl éther (4) o-humuléne (5)

HO
OH

HOl O

|\ /'\/\©\
HO N OH

Papyriferoside A (6)

Figure 2. Structure de quelques molécules naturelles anticancéreuses (4 — 6) issues de la forét

boréale

Dans le cadre de ce projet de maitrise, le potentiel cytotoxique de triterpénes de type ursane,

I’acide ursolique (7) (figure 3) et 1’uvaol (8) (figure 3), contenus dans plusieurs especes



végétales, a suscité un intérét particulier. Il est possible de les retrouver dans les feuilles du thé
du Labrador (Rhododendron groenlandicum) (Dufour et al., 2007), dans la pelure des pommes
(Malus domestica) (Frighetto et al., 2008) et dans I’huile d’olive (Amelio et al., 1992).
L’acide ursolique a démontré des activités biologiques treés diversifiées, telles que des
propriétés antivirale (Quere et al., 1996), anti-inflammatoire (Kosuge et al., 1985) et
antitumorale (Huang et al., 1994). Une étude antérieure a démontré que ’acide ursolique (7)
¢tait un composé intéressant en raison de sa bonne cytotoxicité pour une ou des lignées de
cancer du colon (Andersson et al., 2003). L’acide ursolique inhibe également la prolifération
et induit ’apoptose des cellules cancéreuses du colon (Shan et al., 2009). Sur modele animal,
I’acide ursolique démontre un meilleur taux de survie (Kim et al., 1998). L’acide ursolique a
aussi montré¢ induire la différenciation de tératocarcinome F9 en cellules endodermiques (Lee

etal., 1994).

Acide ursolique (7) Uvaol (8)

Figure 3. Triterpénes de type ursane a 'é¢tude dans le cadre du projet

L’acide ursolique (7) et I'uvaol (8), présentent une lacune majeure en phase pour le
développement préclinique. En effet, ces deux molécules ont une faible hydrosolubilité. Ceci
complique 1’administration et d’absorption dans [’organisme car la mise au point de
formulations injectables (Liu, 2005) est trés difficile. Pour contourner ce probléme, des
travaux de recherche ont ét¢é menés sur la synthése de dérivés hydrosolubles de I’acide
ursolique tels que des dérivés de cyclodextrine utilisés en nanosupensions (Chen et al., 2005)

et des dérivés oxygénés (Suh et al., 1998). L’étude conclut que le triterpene est 6 fois plus



soluble et que sa vitesse de dissolution est 4 fois plus rapide lorsqu’il est sous forme de

nanoparticule.

Le laboratoire LASEVE a développé une solide expertise sur l'isolation et la caractérisation de
triterpénes ayant des structures de type lupane et possédant des propriétés cytotoxiques
intéressantes. Le laboratoire s’est ensuite appliqué a modifier la structure chimique de ces
composés d’intérét afin d’en bonifier le comportement pharmacologique. Il a été constaté que
certaines des glycosylations amélioraient les propriétés pharmacologiques de triterpénes de
type lupane (Gauthier ef al., 2006). Cette étude préalable a permis de démontrer que les
modulations chimiques par glycosylation permettaient d’améliorer les I1Csy des structures de
type lupane. Puisque les ursanes sont apparentés aux lupanes, le laboratoire LASEVE voulait

vérifier le bien-fondé de ces modifications structurales sur cette famille de composés.

Ce projet de recherche vise donc a améliorer la cytotoxicité et la sélectivité de 1’acide
ursolique (7) et de I'uvaol (8) en greffant régio- et stéréosélectivement une ou des sections
sucre(s) (glycosylation). Dans un second temps, l'impact de certaines modifications
structurales (configuration et nature du sucre) sur 1’activité cytotoxique de ces nouveaux

dérivés qui seront évalué sur des lignées de cellules cancéreuses et saines.

Ce mémoire de maitrise est subdivisé en cinq chapitres.

» Le chapitre I résume sommairement le projet de recherche.

» Le chapitre II présente la partie de la revue de littérature scientifique sur les triterpénes,
les saponines triterpéniques de type ursane et leurs activités biologiques.

» Le chapitre III contient les procédures expérimentales détaillées et les caractérisations
des composés synthétisés.

» Le chapitre IV présente les résultats de ce projet et discute de leur signification sur les
plans chimique et biologique.

» Le chapitre V dresse les principales conclusions et propose plusieurs perspectives pour

la suite de ce projet.



Chapitre 2

REVUE DE LITTERATURE



2.1 Les triterpénes

Les triterpénes sont une famille de molécules appartenant aux métabolites secondaires
composés d’un squelette de 30 carbones. Un métabolite secondaire est une molécule

indispensable a la nutrition et assure la croissance et le développement de la plante.

Il existe environ 200 différents triterpénes connus qui proviennent majoritairement de la
cyclisation du 2,3-oxidosqualéne (9) et dans certains cas du squaléne lui-méme. Ces molécules
portent pratiquement toujours une fonction hydroxyle sur la position 3, sachant qu’il y a
ouverture de I’époxyde lors de la cyclisation. La figure 4 présente la biosynthése de plusieurs
types de triterpeénes (Phillips ef al., 2006). La biosynthese de ces derniers résulte de plusieurs
réactions enzymatiques courantes telles que les hydroxylations, les oléfinations et les
méthylations (Bruneton, 1999) ainsi que de la participation de plusieurs cofacteurs (NAD,

FADH, etc.).

Les triterpénes possedent une grande palette d’activités biologiques, ce qui en fait un groupe
de molécules trés important. Ils sont souvent isolés sous forme de saponines triterpéniques,
c’est-a-dire un triterpéne porteur d’une ou plusieurs sections sucres. Ces composés possédent
plusieurs activités biologiques telles qu’antivirale, antimicrobienne et antitumorale (Bruneton,

1999).



] _\J/\_ ]

Stérol

Réarrangements

HO

HO

Ursane Oléanane

Figure 4. Voie biosynthétique de quelques familles de triterpenes
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2.2 Activités biologiques des triterpénes de type ursane

2.2.1  Activités biologiques de I’acide ursolique

L’acide ursolique (7), représenté a la figure 5, est un triterpéne pentacyclique isolé pour la
premicre fois par le pharmacien Johann Trommsdorff a partir des feuilles d’Arctostaphylos
uva ursi (Gintl, W., H., 1893). Il est largement distribué dans le régne végétal et est présent
dans plusieurs familles de plantes telles que les Sapotacées (Gupta et al., 1969), Rosacées
(Trumbull et al., 1976) et les Euphorbiacées (Fang et al., 1985).
Les travaux effectués a ce jour sur I’acide ursolique ont mis en évidence les effets biologiques
suivants :

» Antibactérien (Nascimento ef al., 2014)
Antifongique et antiviral (Liu, 1995)
Hépatoprotecteur (Liu, 1995)
Anti-inflammatoire (Hirota et al.,1990)
Antitumoral (Lee et al., 1994)

YV V V V V

Antiprolifératif et pro-apoptotique (Andersson et al., 2003)

HOOC

HO

Figure 5. Représentation de 1’acide ursolique en conformation chaise
p q

L’acide ursolique est reconnu principalement pour son activité anti-inflammatoire. Le groupe
de recherche de Mori (Hirota ef al., 1990) a réussi a supprimer 1’inflammation induite par un
ester de phorbol par I’application préalable d’acide ursolique sur la peau des souris. L’ester de

phorbol, le 12-O-hexadecanoyl-16-hydroxyphorbol-13-acetate (HHPA), est utilis¢ pour
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induire des cedémes. Une application de 200 pg d’acide ursolique permettrait une réduction de
plus de 50% de l’inflammation (Hirota et al., 1990). Les résultats de 1’étude d’Ohigashi
(Ohigashi, 1986) suggerent que I’hydroxyle en position C-3 est essentielle a 1’activité
inflammatoire. En effet, une réduction de ’activité a été démontrée lorsque cette position est
fonctionnalisée par un méthyle ou un acétate (Ohigashi, 1986). Il a également été démontré
par le groupe de Nishino Hoyoku que 1’acide ursolique inhibe I’inflammation induite par le

TPA sur mod¢le de souris (Banno et al., 2004).

L’acide ursolique a également montré une activité antitumorale significative sur les cellules
Raji (lymphomes de Burkitt). En effet, I’acide ursolique inhibe les tumeurs induites par I’ester
de phorbol (HHPA) (Tokuda et al., 1986). Le Centre de Recherche sur le Cancer en Corée du
Sud a démontré que 1’acide ursolique induit la différenciation des cellules tératoides de souris
in vivo (cellules F9). Les tératoides sont des masses tumorales qui se développent durant la
période embryonnaire. L’acide ursolique induirait donc la différenciation de ces cellules en
faisant une régulation de ’expression des geénes par interaction avec des récepteurs des
membranes nucléaires (Lee et al., 1994). De plus, il a été avancé que I’acide ursolique
empécherait I’invasion des cellules tumorales HT1080 via I’inhibition de la métalloprotéinase-
9. Les MMPs dégradent la membrane basale et modifient les protéines d’adhésion cellulaire
telles que les intégrines ce qui contribue a la progression métastatique (Kessenbrok et al,. 2010
; Giaeli et al., 2011). Cette dégradation favoriserait le processus invasif des tumeurs (Cha et
al., 1996). Enfin, il a été démontré que I’acide ursolique inhibe la prolifération des cellules
cancéreuses du colon HT-29 et induit ’apoptose par activation des caspases-3, -8 et -9

(Andersson et al., 2003).
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2.2.2  Activités biologiques de I’uvaol
HO

HO

Figure 6. Représentation de I’uvaol en conformation chaise

L’uvaol, représenté¢ a la figure 6, est un triterpéne possédant une structure moléculaire
apparentée a I’acide ursolique. La différence réside dans le niveau d’oxydation du carbone en
position 28, 1’uvaol étant constitué¢ d’un alcool primaire et I’acide ursolique d’un acide
carboxylique. C’est en 1937 que ce triterpéne pentacyclique a été isolé pour la premiére fois, a
partir du Leucothoe keiskei mig, une plante originaire du Japon (Jack et al., 1937). C’est une
molécule présente dans plusieurs familles de plantes telles que les Ericacées (Zymalkowski,
1969), les Oleacées (Sanchez et al., 2004) et les Aizoacées (Martins et al., 2011).
Trés peu d’études ont été effectuées sur 1’uvaol. Les rares publications qui en font mention
rapportent toutefois, plusieurs activités biologiques :

» Antibactérien (Martins et al., 2011)

» Antiviral (Byung et al., 1999)

» Cardiotonique et antiarythmique (Somova et al., 2004)

» Antiprolifératif (Saady et al., 1995)

Quelques groupes de recherche se sont intéressés au potentiel pharmacologique de I'uvaol. En
effet, ce triterpéne a révélé une activité antivirale avec une ICso = de 5.5 pM pour I’inhibition
de la protéase du VIH (Byung et al., 1999). De plus, il a été démontré que 1’uvaol et la
ciprofloxacine combinés seraient plus efficaces contre les souches résistantes de Salmonelle
(Salmonella) que 1’antibiotique seul (Martins et al., 2011). Un laboratoire de recherche en
Afrique du Sud a démontré une faible toxicité de I'uvaol avec une LCso de 1.1 mg/ml sur des

crevettes (Somova et al., 2004). De plus, ils ont permis la confirmation de son potentiel anti-
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arythmique qui permet de réguler les battements du cceur avec un effet comparable au
Propanolol (Somova et al., 2004). Ce dernier donnerait une pression artérielle de 450 mm Hg
et 150 battements de cceurs/minute (bpm) tandis que 1’uvaol donnerait plutét une pression
artérielle autour de 416 mm Hg et 148 bpm. Finalement, il a ét¢ démontré que 1’uvaol inhibe
la croissance des cellules tumorales gastriques humaine (HGT) et des cellules du cancer du

sein humain (MCF7) d’une maniére dépendante de la dose administrée (Saady et al., 1995).

2.3 Saponines triterpéniques

Les saponines sont un groupe de molécules du métabolisme secondaire des especes végétales.
Au niveau structural, il existe deux classes de saponines en fonction de la nature de la génine.
Tel que le montre les figures 7 et 8 respectivement, les saponines peuvent étre de nature

stéroidique ou terpénique (Bruneton, 1999).

Figure 7. Exemple de saponine a génine stéroidique : pentandroside D
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HO

HO

Figure 8. Exemple de saponine a génine triterpénique : a-hédérine

Les unités saccharidiques des saponines naturelles sont généralement constituées des mémes
sucres, notamment le glucose, le galactose, ’arabinose, le thamnose et le xylose. La position
C-3 est souvent glycosylée, mais il est possible de trouver des unités saccharidiques en

d’autres positions telles que la position C-28 (Wamy et al., 2001).

Les saponines triterpéniques présentent plusieurs activités biologiques répertoriées (Liu et al.,
2002). En effet, la littérature scientifique rapporte des propriétés pharmacologiques tres
diversifiées : anti-inflammatoire, antitumorale, antivirale, antifongique, cardiovasculaire,
cytotoxique, etc. (Rao et al., 2000). Plusieurs saponines sont connues pour interagir de fagon
brutale avec les érythrocytes sanguins. Cette activité hémolytique cause des dommages
irréversibles telle que la modification de la perméabilité¢ de la membrane, ce qui entraine une

perte de I’hémoglobine (Voutquenne, 2001).
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2.3.1  Activités biologiques des saponines d’acide ursolique

Plusieurs saponines naturelles de type ursane ont été identifiées par la communauté
scientifique. En effet, il existe un grand nombre de saponines naturelles dérivées de 1’acide
ursolique. Le tableau 2 en présente quelques exemples issus de deux plantes: Morina

nepalensis (Zhang et al., 2013) et Aralia decaisneana (Miyase et al., 1996).

Tableau 2. Saponines triterpéniques d'acide ursolique d'origine naturelle

Saponines Nom Plantes

3-0-a- L-arabinopyranosyl-(1—3)-[a-L-thamnopyransyl-(1—2)]-p-p -xylopyranosyl Monepaloside M Morina nepalensis
ursolate-28- O-B- p-glucopyranosyl-(1—6)-p-p-glucopyranoside

. 3-0-a- L-arabinopyranosyl-(1—3)-[a-L-thamnopyransyl-(1—2)]-o-1L- ‘ Monepaloside N Morina nepalensis
arabinopyranosyl ursolate-28- O-B- p-glucopyranosyl-(1—6)-p-p-glucopyranoside

3-O-B- p-glucopyranosyl-(1—3)-[ -0 -xylopyransyl-(1 —>.2)]-a- L-arabinopyranosyl Araliasaponin VIII  Aralia decaisneana
ursolate-28- O-B- p-glucopyranoside

3-0-- p-glucopyranosyl-(1 —>3)-[B-? -xylopyransyl-( 1—2)]-0- L-arabinopyranosyl Araliasaponin IX Ardlia decaisneana

acide ursolique

3-0-B- p-glucopyranosyl-(1—3)-a-L-arabinopyranosyl ur.solate—28—0— B-b- Araliasaponin X Ardlia decaisneana
glucopyranosyl-(1—6)-p-p-glucopyranoside

3-O-f- p-glucopyranosyl-(1—3)-[B-»-xylopyransyl-(1—2)]-B- p-glucopyranosyl

Arali in XI Aralia decai.
ursolate-28- O-B- p-glucopyranoside raliasaponin ralia decaisneana

Il existe peu d’études sur les activités biologiques des saponines d’acide ursolique. La
littérature est plus abondante sur les propriétés pharmacologiques d’extraits végétaux
contenant I’acide ursolique (Liu, 1995). Plusieurs laboratoires ont tenté d’améliorer les
propriétés pharmacologiques de ce triterpéne par synthése organique. Plusieurs articles
scientifiques ¢énoncent le développement de nouvelles saponines synthétiques d’acide
ursolique a des fins thérapeutiques (Baglin et al., 2003). En 2003, une étude publiée dans
Journal of Medicinal Chemistry a prouvé que plusieurs dérivés de 1’acide ursolique inhibaient

la réplication du VIH de type 1 et présentaient une activité cytotoxique sur les cellules
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cancéreuses humaines du colon (HT-29). Le meilleur candidat hémisynthétique qui en est
ressorti est le 28-O-B-p-glucopyranoside d’acide ursolique 12, représenté a la figure 9, avec

une activité¢ anti-VIH marquée (ECso = 4 uM) et une activité cytotoxique é€levée sur HT29

(ICsp = 8 uM) (Baglin et al., 2003).

HO 1o

Figure 9. Structure du 28-0-B-p-glucopyranoside d'acide ursolique

Depuis ce temps, de nombreux dérivés ont été synthétisés dans le but d’identifier des
composés avec un potentiel pharmacologique rehaussé. Un groupe de recherche chinois a
donc effectué la synthése de plusieurs composés de ce type et a déposé un brevet sur toutes les
nouvelles structures (Guang ef al., 2010). Les composés hémisynthétiques sont présentés dans
le tableau 3 ci-dessous. Le brevet rapporte une activité pharmacologique sur un mod¢le animal

(CY- induced leukopenia mice).



Tableau 3. Dérivés glycosidiques d'acide ursolique
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Composé R' R? Composé R' R?
3-gal d'acide ursolique p-gal H 3,28-ara d'acide ursolique L-ara L-ara
3-rha d'acide ursolique L-rha H 3,28-rha d'acide ursolique L-rha L-rha
3-ara d'acide ursolique L-ara H 3,28-glu d'acide ursolique p-glu p-glu
3-glu d'acide ursolique p-glu H 3-ara, 28-cel d'acide ursolique L-ara p-glu

28-ara d'acide ursolique H L-ara 3-ara, 28-cel d'acide ursolique L-ara cel

D’autres dérivés de I’acide ursolique représentés a la figure 10 ont été synthétisés dans le but

d’établir des relations entre la structure des analogues et 1’activité anticancéreuse. Dans

I’ensemble des études, lorsque la position C-28 est fonctionnalisée, I’activité anticancéreuse

est améliorée. En effet, le dérivé de pipérazine (13) en C-28 permettaient une nette

amélioration de I’activité cytotoxique sur les cellules cancéreuses de I’estomac MGC — 803

(Liu et al., 2012). En ce qui concerne la synthése d’analogues fonctionnalisées en position C-
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3, il n’existe que treés peu de nouvelles structures ayant été testées pour leur cytotoxicité. La
synthése d’un ester d’acide butyrique (14) en position 3 de 1’acide ursolique a donné un
composé treés peu cytotoxique. Tel que le montre la figure 10, la présence d’une section
dichlorobenzoyle pipérazine sur la fonction acide de I’acide ursolique semble avoir un effet

positif sur la cytotoxicité (Meng et al., 2010).

Cl

Dichlorobenzoyle pipérazine d’acide ursolique (13)
ICs0=2,5 uM (MGC - 803) :

HaCH,CH,CCOOC

Ester butyrique d’acide ursolique (14)
ICso=>10 uM (MGC - 803)
ICso=>10 uM (SKOV3)

Acide ursolique (7)
ICso= 24,3 uM (MGC - 803)
ICso=>10 uM (SKOV3)

Figure 10. L’acide ursolique et quelques dérivés hémisynthétiques présentant
une certaine cytotoxicité
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2.3.2  Activités biologiques de quelques dérivés d’uvaol

Suite & une étude approfondie de la littérature, aucune saponine d’uvaol n’a encore été
répertoriée a I’heure actuelle. Il existe cependant une étude mentionnant des dérivés
hémisynthétiques d’uvaol. Un groupe de recherche a développé des dérivés aminoproxy
d’uvaol en positions 3 et 28 dans le but d’en augmenter le potentiel pharmacologique
(Kazakova et al., 2011). Cependant seul un dérivé d’erythrodiol montrait une bonne activité
cytotoxique. Aucune autre étude sur la modulation chimique de I'uvaol n’a été rapportée dans

la littérature.

2.4 Approches de synthése de saponines triterpéniques

Il existe plusieurs approches de synthése de glycosides triterpéniques dans la littérature
scientifique (Gauthier et al. 2009). Cependant, peu d’études se sont penchées sur la synthése
de saponines de type ursane. En 1994, le laboratoire de pharmacognosie de Reims (France)
avait préparé une série de glycosides triterpéniques avec deux aglycones : 1’acide ursolique (7)
et I’acide oléanolique. Le type de sucre utilisé pour la glycosylation était du 1-bromo-tétra-O-
acétyl-B-p-glycopyranosyl dans du dichlorométhane et de 1’eau en présence d’une base, le
K,COs avec des rendements allant de 84 a 96% (Bliard et al., 1994). Les glycosylations avec
un donneur de glycosides bromé en position anomérique ont souvent été utilisés (Paulsen,
1982). Les rendements observés avec des dérivés triterpéniques sont souvent faibles, voire

insatisfaisants.

2.4.1  Activation des sucres avec le groupement trichloroacétimidate

Afin d’améliorer les synthéses de saponines triterpéniques, plusieurs groupes de recherche se
sont tournés vers des sucres imidates. Pierre Sinay fut le premier chimiste organicien a
travailler sur les sucres imidates (Pougny ef al., 1976). Par la suite, le professeur Richard R.

Schmidt, au début des années 80, a développé une nouvelle génération de sucres activés au
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niveau du carbone anomérique a partir des imidates (Schmidt et al., 1980). Il s’agit d’une
forme activée plus réactive que les sucres activés par le brome en position anomérique. Elle
est aujourd’hui trés utilisée pour la synthése de glycosides dont les saponines synthétiques
(Deng et al., 1999). Les trichloroacétimidates (TCA) sont synthétisés par la réaction du
trichloroacétonitrile sur la fonction hydroxyle du carbone anomérique d’un sucre protégé en
présence d’une base (DBU, K,COs, Cs,COs3). L’utilisation la plus courante des TCA est la
réaction avec une fonction alcool (aglycone) en présence d’un catalyseur, un acide de Lewis
(BF:Et,O, TMSOTTf). Durant cette réaction, 1’utilisation des groupements protecteurs
participants (acétates, benzoyles) favorise la formation de liens 1,2-trans-glycosidiques tels

que montrés a I’annexe 1 (Schmidt, 1986).



Chapitre 3

PARTIE EXPERIMENTALE
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Le chapitre III comporte les modes opératoires pour la syntheése des molécules, les analyses
détaillées, les résultats ainsi que le matériel utilisé pour la caractérisation des composés. La

partie expérimentale est rédigée en anglais pour faciliter la rédaction d’un article scientifique.

3.1 General methods

Optical rotations were obtained on a Rudolph Research Analytical AUTOPOL IV digital
polarimeter. Absorption UV spectra were recorded with an Agilent 8453 diode-array
spectrophotometer. FTIR spectra were conducted on a Perkin—Elmer SpectrumOne. The 1D
and 2D NMR spectra (‘"H-'"H COSY, HSQC, HMBC and NOESY) were performed using an
Avance 400 Bruker spectrometer (400.13 MHz for 'H, 100.61 MHz for "°C spectra) equipped
with a 5 mm QNP-probe. All spectra were acquired in CDCl; or CD3;OD, pyridine-ds, and
chemical shifts are reported in ppm (9) relative to TMS. The modulus of coupling constants
(J), extracted from the 'H NMR spectrum, are reported in Hz. Accurate mass measurements
(HRESIMS) were performed on a 6210 TOF-MS instrument from Agilent Technologies in
positive electrospray mode. Flash chromatography was carried out using 60-230 mesh silica
gel (purchased from Canadian Life Science). Analytical thin-layer chromatography was
performed with silica gel 60 Fas4, 0,2 mm pre-coated TLC (purchased from Silicycle) plates
and visualized using UV,s4 and cerium molybdate (CAM) (1 g MoO4(NH4),, 0.05 g
Ce(S04)4(NHy)s, 200 mL H,O, 15 mL H,SO4) with charring. The solvents were purchased

from Fisher Scientific and all other chemicals and materials were bought from Sigma-Aldrich.

Sugar imidates were obtained according to the Schmidt procedure (A) starting from free
sugars. The first step is the perbenzoylation made in the presence of benzoyl chloride and
pyridine catalyzed by 4-dimethylaminopyridine at 0 °C. The reaction was performed for 24 h
at room temperature. After the completion of the reaction monitored by TLC, the reaction was
quenched with methanol. The second step is the free anomeric position sugar was made in the
presence of hydrobromic acid at room temperature. After 4 h, the completion of the reaction

was monitored by TLC and the reaction mixture washed with sodium bicarbonate. The
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bromine product obtained was allowed to react with silver carbonate, acetone and water
(Koenigs-Knorr) at room temperature during 1 h. After the completion of the reaction
monitored by TLC, the reaction mixture was filtrated on Celite”. The last step was the
trichloroacetimidate formation in the presence of trichloroacetonitrile and cesium carbonate at
room temperature during 4 h. After the completion monitored by TLC, the reaction was

filtrated.

Glycosylations were performed according to the procedure B starting from donor and acceptor
of glycosides. First, the donors of glycoside (sugar imidate) and the acceptor of glycoside
(aglycon) were dissolved in methylene chloride for 1h with 4 A MS at -16 °C. Lewis acid
(Trimethylsilyl trifluoromethanesulfonate or boron trifluoride diethyl etherate) was then added
for the glycosylation. The reaction was performed for 20 min at room temperature. The

completion of the reaction was monitored by TLC and quenched by triethylamine.

Trans-esterification procedures were made according to the Zemplen procedure C starting
with the products obtained from the glycosylation procedures. Sodium methanolate solution
was prepared in the presence of metal sodium and methanol. The products of the
glycosylation procedures were mixed with the sodium methanolate solution, all dissolved in
methylene chloride. The reaction was performed for 12 h at room temperature and monitored

by TLC. The reaction was quenched with Dowex resin G-26 (H") and filtrated.
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3.2 General procedure for the preparation of sugars

Procedure A:
Synthesis of 2,3,4-tri-O-benzoyl-a-p-fucopyranosyl trichloroacetimidate (27) according to

the general procedure A:

OBz

@)
BzO
BzO

O _CClg

e

NH

2,3,4-tri-O-benzoyl-a-D-fucopyranosyl trichloroacetimidate (27)

To a cooled solution (ice-water bath) of p-fucopyranoside (15) (10.0 g, 60.9 mmol) in
anhydrous pyridine (140 mL) with DMAP (73 mg 0.6 mmol) was slowly added BzCl (42 mL,
365 mmol) over 20 minutes. The reaction was performed overnight at room temperature and
monitored by TLC (mid TLC hexanes:ethyl acetate 5:5). The reaction was quenched with
methanol (20 mL), diluted with DCM (50 mL) and washed with cold aqueous H,SO4 3 N (3 x
30 mL), saturated aqueous NaHCO; (3 x 15 mL) solution and brine (3 x 30 mL). The organic
layer was dried with MgSO4 and evaporated under reduced pressure. The crude benzoylayed
fucose derivative was immediately dissolved in DCM (35 mL) without further purification. A
solution of HBr in HOAc (33%, 21 mL) was added at room temperature. After 4 h, the
reaction was washed with saturated NaHCO3 (3 x 30 mL) solution and brine (3 x 30 mL). The
organic layer was dried with MgSO,, filtered and evaporated under reduced pressure. The
residue was taken up in acetone (45 mL), distilled water (2 mL) and Ag,COs (25.1 g, 91.3
mmol) was added. Hydrolysis was performed for 1 hour at room temperature then filtered
through a Celite” bed. The filtrate was dried with MgSO,, evaporated under reduced pressure
and the crude residue dissolved in DCM (35 mL). CCI;CN (36 mL, 365 mmol) and Cs,COs3
(5.9 g, 18.3 mmol) were added and the reaction performed for 4 h at room temperature. The

reaction was filtrated, evaporated under reduced pressure and the residue was purified by flash
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chromatography (hexanes/ethyl acetate, 9:1 to 8:2) to give (27) as a white powder (20.6 g, 54
%, 4 steps): Ry/=0.56 (hexanes:ethyl acetate 8:2); [a]*’b+33.59 (c 0.67, CHCl;)

'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 8.61 (s, 1H, H-2 ph), 8.12 - 7.28 (m, 15H, H-arom), 6.84 (d, J
=3.6 Hz, 1H, H-1), 6.05 (dd, J=10.7, 3.3 Hz, 1H, H-3), 5.92 (dd, /= 10.7, 3.6 Hz, 1H, H-2),
5.88 (d, J=3.3 Hz, 1H, H-4), 4.64 (t, J = 6.6 Hz, 1H, H-5), 1.34 (d, J= 6.5 Hz, 3H, H-6). "°C
NMR (100 MHz, CDCl3) 6 165.87 - 165.62 (3 x CO), 160.81 (C,-1 ph), 133.58 - 128.31 (18 x
C-Arom), 94.14 (C-1), 90.94 (C-3, ph), 71.32 (C-4), 68.69 (C-3), 68.09 (C-5), 67.87 (C-2’),

16.22 (C-6). The compound is not characterized in the literature.

Synthesis of 2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-fucopyranosyl trichloroacetimidate (28) according to

the general procedure A:

C|3CYNH

O

Q OBz

BzO BzO

2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-fucopyranosyl trichloroacetimidate (28)

Starting with a solution of the r-fucopyranoside (16) (10 g, 60.9 mmol). The residue was
purified by flash chromatography on silica gel (hexanes:ethyl acetate, 8:2) to yield (28) as a
white powder (19.9 g, 53 %, 4 steps) : Ry = 0.54 (hexanes:ethyl acetate, 8:2); [a]*’p -45.58 (c
0.63, CHCl3)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 8.60 (s, 1H, H-2, ph), 8.14 —7.23 (m, 15H, H-Arom), 6.83 (d, J
=3.6 Hz, 1H, H-1), 6.04 (dd, J=10.7, 3.3 Hz, 1H, H-3), 5.92 (dd, J = 10.7, 3.6 Hz, 1H, H-2),
5.90 — 5.87 (m, 1H, H-4), 4.65 (q, J = 6.3 Hz, 1H, H-5), 1.33 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-6). °C
NMR (101 MHz, CDCl;) 6 165.88 - 165.63 (3 x CO), 160.83 (C,, C,-1, ph), 133.58 - 128.31
(18 x C-4rom), 94.15 (C-1), 90.95 (C-3, ph), 71.33 (C-4), 68.69 (C-3), 68.10 (C-5), 67.88 (C-
2), 16.22 (C-6). The compound is not characterized in the literature.
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Synthesis of 2,3,4-tri-O-benzoyl-o-L-rhamnopyranosyl trichloroacetimidate (26)

according to the general procedure A:

CISCYNH

O

w0 2727
BzO

BzO

2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-rhamnopyranosyl trichloroacetimidate (26)

Starting with a solution of r-rhamnopyranoside (17) (5 g, 34.2 mmol). The residue was
purified by flash chromatography on silica gel (hexanes:ethyl acetate, 8:2) to yield (26) as a
white powder (11.6 g, 55 %, 4 steps): Ry = 0.55 (hexanes:ethyl acetate, 8:2); [a]*’p +84,35 (¢
1,13, CHCIl3)

'H and C NMR spectral data were in agreement with those reported in the literature

(Gauthier et al., 2006).

Synthesis of 2,3,4-tri-O-benzoyl-a-p-lyxopyranosyl trichloroacetimidate (29) according to

the general procedure A:

OBz

BzO 0
BzO

O.__CClg

A

NH

2,3,4-tri-O-benzoyl-a-D-lyxopyranosyl trichloroacetimidate (29)

Starting with a solution of p-lyxopyranoside (18) (4 g, 33.3 mmol). The residue was purified
by flash chromatography on silica gel (hexanes:ethyl acetate, 8:2) to yield (29) as a white
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powde; (8.2 g, 41 %, 4 steps) : Ry= 0.33 (hexanes:ethyl acetate, 8:2); [a]*’p —99.84 (¢ 0.51,
CHCl)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.89 (s, 1H, H-2 ph), 8.18 - 7.36 (m, 15H, H-arom), 6.53 (d, J
= 2.4 Hz, 1H, H-1), 6.05 (dd, J = 9.9, 3.5 Hz, 1H, H-4), 5.96 (dd, J = 3.5, 2.4 Hz, 1H, H-2),
5.90 (q, J = 4.6 Hz, 1H, H-3), 4.43 (dd, J = 11.3, 5.4 Hz, 1H, H-5a), 4.17 — 4.12 (m, 1H, H-
5b).">C NMR (100 MHz, CDCl3) § 165.69 - 165.21 (3 x CO), 160.10 (C,, C-1 ph) 133.74 -
128.40 (18 x C-arom), 94.78 (C-1), 90.63 (C-3 ph), 69.00 (C-4), 68.88 (C-2), 67.05 (C-3),

62.25 (C-5). The compound is not characterized in the literature.

Synthesis of 2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-lyxopyranosyl trichloroacetimidate (30) according to

the general procedure A:

Cl,C YNH
@)
BzO O
BzO BZO

2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-lyxopyranosyl trichloroacetimidate (30)

Starting with a solution of L-lyxopyranoside (19) (4 g, 33.3 mmol). The residue was purified
by flash chromatography on silica gel (hexanes:ethyl acetate, 8:2) to yield (30) as a white
powder (9.5 g, 47 %, 4 steps) : Ry = 0.34 (hexanes:ethyl acetate , 8:2); [a]*’p + 100.8 (c 0.3,
CHCls)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.84 (s, 1H, H-2 ph), 8.13 - 7.31 (m, 15H, H-arom), 6.48 (d, J
=2.4 Hz, 1H, H-1), 6.00 (dd, J=9.8, 3.5 Hz, 1H, H-3), 5.91 (t,J= 3.0 Hz, 1H, H-2), 5.85 (q,
J=4.6 Hz, 1H, H-4), 438 (dd, J=11.3, 5.4 Hz, 1H, H-5a), 4.11 (d, J = 10.6 Hz, 1H, H-5b).
C NMR (100 MHz, CDCl3) § 165.71 - 165.23 (3 x CO), 160.15 (C, C-1 ph), 133.75 -
128.41 (18 x C-arom), 94.79 (C-1), 90.65 (C-3 ph), 69.00 (C-3), 68.90 (C-2), 67.06 (C-4),

62.26 (C-5). The compound is not characterized in the literature.
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Synthesis of 2,3,4-tri-O-benzoyl-a-p-arabinopyranosyl trichloroacetimidate (31)

according to the general procedure A:

ClsC . __NH
Y

O

Q OBz

BzO BzO

2,3,4-tri-O-benzoyl-a-D-arabinopyranosyl trichloroacetimidate (31)

Starting with a solution of p-arabinopyranoside (20) (5 g, 33.3 mmol). The residue was
purified by flash chromatography on silica gel (hexanes:ethyl acetate, 8:2) to yield (31) as a
white powder (10.5 g, 52 %, 4 steps) : Ry= 0.36 (hexanes:ethyl acetate, 8:2); [a]*’p-176,38 (¢
1,45, CHCl3)

'H and C NMR spectral data were in agreement with those reported in the literature

(Gauthier et al., 2006).

Synthesis of 2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-arabinopyranosyl trichloroacetimidate (32)

according to the general procedure A:

OBz

@)
BzO
BzO

O _CClg

i

NH

2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-arabinopyranosyl trichloroacetimidate (32)

Starting with a solution of r-arabinopyranoside (21) (5 g, 33.3 mmol). The residue was
purified by flash chromatography on silica gel (hexanes:ethyl acetate, 8:2) to yield (32) as a
white powder (10 g, 50 %, 4 steps) : Rr= 0.38 (hexanes:ethyl acetate, 8:2)
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'H and ">C NMR spectral data were in agreement with those reported in the literature (P1¢ et

al., 2004).

Synthesis of 2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-xylopyranosyl trichloroacetimidate (33) according to

the general procedure A:

O

020 /507 o8

BzO

2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-xylopyranoside trichloroacetimidate (33)

Starting with a solution of L-xylopyranoside (23) (5 g, 33 mmol). The residue was purified by
flash chromatography on silica gel (hexanes:ethyl acetate, 8:2) to yield (33) as a white solid
(9,3 g, 47 %, 4 steps) : Ry=0.32 (hexanes:ethyl acetate, 8:2); [a]*’p +35,29 (c 2,48, CHCl;)

'H and C NMR spectral data were in agreement with those reported in the literature

(Mikkelsen et al., 1995).

Synthesis of 2,3,4-tri-O-benzoyl-a-p-xylopyranosyl trichloroacetimidate (34) according to

the general procedure A:

AN

BzO

OBzO
bl
NH

2,3,4-tri-O-benzoyl-a-D-xylopyranosyl trichloroacetimidate (34)

CCl,
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Starting with a solution of p-xylopyranoside (22) (2 g, 13 mmol). The residue was purified by
flash chromatography on silica gel (hexanes:ethyl acetate, 8:2) to yield (34) as a white powder
(1.67 g, 21 %, 4 steps) : Ry= 0.30 (hexanes:ethyl acetate, 8:2); [a]*’5-19,57 (c 1,15, CHCL)

'H and "°C NMR spectral data were in agreement with those reported in the literature (Chen et

al., 2002).

Synthesis of 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-a-p-mannopyranosyl trichloroacetimidate (35)

according to the general procedure A:

OBz
OBz
BzO 0
BzO
O\H/CCI3
NH

2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-o-D-mannopyranosyl trichloroacetimidate (35)

Starting with a solution of p-mannopyranoside (24) (10 g, 55 mmol). The residue was purified
by flash chromatography on silica gel (hexanes:ethyl acetate, 8:2) to yield (35) as a white
powder (20.7 g, 51 %, 4 steps) : Ry = 0.34 (hexanes:ethyl acetate, 8:2); [a]*b -35,67 (c 1,45,
CHCl)

'H and "°C NMR spectral data were in agreement with those reported in the literature (Bien et

al., 1998).
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Synthesis of 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-a-p-galactopyranosyl trichloroacetimidate (36)

according to the general procedure A:

OBz
@)

BzO

BzO

B
29 5. _cal

e

NH

2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-o-D-galactopyranosyl trichloroacetimidate (36)

Starting with a solution of p-galactopyranoside (25) (10 g, 55 mmol). The residue was purified
by flash chromatography on silica gel (hexanes:ethyl acetate, 8:2) to yield (36) as a white
powder (20.3 g, 50 %, 4 steps) : Ry= 0.36 (hexanes:ethyl acetate, 8:2); [a]*’p +118,83 (c 1,05,
CHCl)

'H and °C NMR spectral data were in agreement with those reported in the literature (Rio et

al., 1994).

3.3 General procedure for the preparation of aglycons

Synthesis of benzyl ursolate (37):

Benzyl ursolate (37)

To a solution of ursolic acid (7) (1000 mg, 2180 umol) in dry THF (20 mL) under inert
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atmosphere (Ar) were added under BusNI (863 mg, 2338 pumol), BnBr (378 pL, 3190 umol)
and ET3N (460 uL, 3280 pumol). The mixture was stirred overnight at room temperature,
monitored by TLC in (mid TLC hexanes:ethyl acetate, 7:3) and evaporated under reduce
pressure to give a yellow solid. The residue was purified by flash chromatography
(hexanes:ethyl acetate, 8:2) to yield (37) as a yellow powder (1050 mg, 81 %) : Ry = 0.28
(hexanes:ethyl acetate, 8:2)

'H and °C NMR spectral data were in agreement with those reported in the literature (Yu Sha
et al., 2008).

Synthesis of methyl ursolate (38):

Methyl ursolate (38)

To a solution of ursolic acid (7) (1000 mg, 2180 pumol) in dry THF under inert atmosphere
(Ar) were added NaH (62 mg, 2620 umol) and CH3I (0.2 mL, 3280 pumol). The reaction was
stirred overnight at room temperature, monitored by TLC and quenched with methanol (10
mL). The mixture was evaporated under reduced pressure to give a yellow solid. The residue
was acidified with HCI 3 N and extracted with CH,Cl, (3 x 10 mL). The organic layers were
washed with H,O (30 mL), dried with MgSO4 and evaporated under reduced pressure. The
residue was purified by flash chromatography (hexanes:ethyl acetate, 8:2) to yield (38) as a
white powder (970 mg, 79 %) : R,= 0.51 (hexanes:ethyl acetate, 8:2)

'H and >C NMR spectral data were in agreement with those reported in the literature (Padua

etal.,2014).
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Synthesis of Uvaol (8):

Uvaol (8)

To a cooled solution (ice-water bath) of methyl ursolate (38) (250 mg, 530 pumol) in dry
diethyl ether (30 mL) under inert atmosphere (Ar) was added LiAlH4 (30.2 mg, 750 pumol).
The reaction was stirred overnight at room temperature, monitored by TLC in (mid TLC
hexanes:ethyl acetate, 8:2) and quenched with ethanol (5 mL), methanol (5 mL) and water (5
mL). The mixture was filtered through a Celite” bed, diluted with CH,Cl, (30 mL) and
evaporated under reduced pressure. The residue was purified by flash chromatography
(hexane:ethy; acetate, 8:2) to yield (8) as a white powder (250 mg, 94%) : R = 0.51
(hexanes:ethyl acetate, 8:2)

'H and ’C NMR spectral data were in agreement with those reported in the literature (Liao et

al., 2014).

3.4 General procedure for the glycosylation

Procedure B:
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Synthesis of 3,28-di-0-(2,3,4-tri-O-benzoyl-oa-L-rhamnopyranosyl) uvaol (39) according

to the general procedure B:

OBz
0 O

w - OBz
(@)

BzO

B0 BzO

BzO

3,28-di-0-(2,3,4-tri-O-benzoyl-o-L-thamnopyranosyl) uvaol (39)

A solution of acceptor (8) (50 mg, 110 umol) and donor (26) (140 mg, 225 umol) under inert
atmosphere (Ar) were stirred in dry CH,Cl, (20 mL) for 1 h with 4 A molecular sieves at -16
°C (carbonic ice-acetone bath). TMSOTf (1.85 uL, 10 pumol) was added while keeping
rigorous anhydrous conditions. After 15 min, the reaction was quenched with EtsN (35 pL).
The solvents were evaporated under reduced pressure and the residue was purified by flash
chromatography on silica gel (hexanes:ethyl acetate, 8:2) to yield (39) as a white powder
(108.5 mg, 73%) : Ry = 0.31 (hexanes:ethyl acetate, 8:2); [a]*’p+19.24 (¢ 0.18, CHCl;)

'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 8.14 — 7.24 (m, 30H, H-arom), 5.83 (d, J = 13.1 Hz, 1H, H-
3),5.79 (d,J=3.4 Hz, 1H, H-3"), 5.69 (s, 1H, H-4""), 5.67 (s, 1H, H-4"), 5.65 (s, 1H, H-2"’),
5.63 (s, 1H, H-2"), 5.20 (s, 1H, H-12), 5.09 (s, 1H, H-1"), 4.91 (s, 1H, H-1""), 4.31 (dd, J=9.7,
6.3 Hz, 1H, H-5""), 4.17 (dd, /= 9.7, 6.1 Hz, 1H, H-5"), 3.46 (d, /= 9.1 Hz, 1H, H-28a), 3.35
(d, J=9.0 Hz, 1H, H-28b), 3.24 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H-3), 2.08 — 1.97 (m, 1H, H-11a), 1.97 —
1.90 (m, 2H, H-16), 1.86 — 1.64 (m, 5H, H-1a, H-2a, H-15a, H-22), 1.63 — 1.38 (m, 9H, H-1b,
H-2b, H-6a, H-7, H-9, H-18, H-20, H-21a), 1.37 — 1.31 (m, 8H, H-6’, H-6"’, H-6b, H-11b),
1.26 (s, 1H, H-21b), 1.14 (s, 3H, H-27), 1.08 (s, 3H, H-23), 1.03 (s, 4H, H-15b, H-26), 1.01 —
0.97 (m, 7H, H-19, H-25, H-30), 0.95 (s, 3H, H-24), 0.86 (d, J = 6.2 Hz, 3H, H-29), 0.79 (d, J
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= 11.2 Hz, 1H, H-5)."C NMR (100 MHz, CDCl3) § 165.86 - 165.59 (6 x CO), 139.02 (C,-13),
133.41 - 128.27 (36 x C-arom), 125.17 (C-12), 99.75 (C-17), 97.80 (C-1°"), 89.97 (C-3), 75.26
(C-28), 71.99 (C-3’), 71.94 (C-3°), 71.22 (C-2"’), 70.91 (C-2°), 70.29 (C-4"), 70.16 (C-4""),
66.77 (C-5""), 66.54 (C-5"), 55.36 9 (C-5), 54.37 (C-18), 47.62 (C-9), 42.05 (C,-14), 40.07
(C¢-8), 39.41 (C-20), 39.30 (C-19), 39.07 (Cy-4), 38.77 (C-2), 37.51 (Cy-17), 36.61 (C,-10),
35.90 (C-1), 32.78 (C-7), 30.71 (C-21), 28.37 (C-23), 26.12 (C-15), 25.49 (C-22), 23.74 (C-
11), 23.48 (C-16), 23.38 (C-27), 21.34 (C-30), 18.27 (C-6), 17.78 (C-29), 17.57 (C-6"), 17.41
(C-6""), 16.89 (C-26), 16.62 (C-24), 15.75 (C-25). The compound is not characterized in the

literature.

Synthesis of 3,28-di-O-(2, 3,4-tri-O-benzoyl-B-L-fucopyranosyl) uvaol (40) according to

the general procedure B:

0]
BzO BzO

3,28-di-O-(2, 3,4-tri-O-benzoyl-B-L-fucopyranosyl) uvaol (40)

Starting with a solution of acceptor (8) (45 mg, 101 pumol) and donor (28) (138.5 mg, 224
pumol) and TMSOTT (1.8 pL, 10 pumol). The residue was purified by flash chromatography on
silica gel (hexanes:ethyl acetate , 9:1 to 8:2) to yield (40) as a white powder (113.9 mg, 83 %)
: Ry = 0.21 (hexanes:ethyl acetate, 8:2); [a]*’p+37.39 (¢ 0.46, CHCl;)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.14 - 7.23 (m, 30H, H-arom), 5.74 - 5.71 (m, 1H, H-2""), 5.71
(s, 1H, H-2"), 5.69 (s, 1H, H-4"), 5.68 (s, 1H, H-4"), 5.57 (d, /= 3.5 Hz, 1H, H-3"), 5.55 (d, J
= 3.5 Hz, 1H, H-3""), 4.96 (s, 1H, H-12), 4.80 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-1"), 4.60 (d, J = 7.9 Hz,
1H, H-1"’), 4.02 (d, /= 6.5 Hz, 1H, H-5"), 3.98 (d, /= 6.6 Hz, 1H, H-5""), 3.67 (d, /= 9.7 Hz,
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1H, H-28a), 3.32 (dd, /= 11.8, 4.2 Hz, 1H, H-3), 3.25 (d, /= 9.7 Hz, 1H, H-28b), 2.16 (s, 1H,
H-21a), 1.94 — 1.86 (m, 1H, H-11a), 1.86 - 1.83 (m, 2H, H-15a, H-22a), 1.81 (d, J = 12.2 Hz,
1H, H-16a), 1.70 - 1.59 (m, 1H, H-2a), 1.59 — 1.41 (m, 4H, H-1a, H-6a, H-7a, H-9), 1.40 -
1.32 (m, 6H, H-6b, H-7b, H-11b, H-16b, H-18, H-22b), 1.32 - 1.29 (m, 6H, H-6’, H-6"), 1.28
- 1.20 (m, 2H, H-1b, H-20, H-21b), 1.11 (s, 1H, H-15b), 1.08 (s, 3H, H-23), 1.03 (s, 3H, H-
27), 0.98 (s, 3H, H-26), 0.95 - 0.87 (m, 1H, H-2b), 0.85 (s, 3H, H-25), 0.75 (d, J = 6.4 Hz, 3H,
H-30), 0.72 - 0.70 (m, 4H, H-5, H-24), 0.49 (d, J = 6.3 Hz, 3H, H-29), 0.45 (s, 1H, H-19)."°C
NMR (100 MHz, CDCls) 6 166.18, 165.22 (6 x CO), 139.29 (C4-13), 133.39 - 128.25 (36 x C-
arom), 124.95 (C-12), 102.21 (C-1""), 98.76 (C-1"), 84.94 (C-3), 76.55 (C-28), 72.34 (C-3""),
71.95 (C-3%), 71.34 (C-2"), 71.26 (C-2""), 70.10 (C-4"), 69.98 (C-4""), 69.58 (C-5"’), 69.45 (C-
5%), 55.70 (C-5), 53.08 (C-18), 47.54 (C-9), 41.82 (Cq4-14), 40.06 (C4-8), 39.06 (C-20), 38.87
(C-19), 38.49 (C-2), 38.18 (Cq-4), 37.88 (Cq-17), 36.62 (C4-10), 34.60 (C-1), 32.64 (C-7),
30.55 (C-21), 28.08 (C-23), 25.86 (C-15), 24.19 (C-22), 23.43 (C-11), 23.32 (C-27), 22.88 (C-
16), 21.11 (C-30), 18.30 (C-6), 16.91 (C-29), 16.55 (C-26), 16.37 (C-24), 16.32 (C-6’), 16.31
(C-6""), 15.60 (C-25). The compound is not characterized in the literature.

Synthesis of 3,28-di-0-(2,3,4-tri-O-benzoyl-B-bp-fucopyranosyl) uvaol (41) according to

the general procedure B:

OBz
Nl i
BzO OBz
BzO BzO
BzO

3,28-di-0-(2,3,4-tri-O-benzoyl-B-D-fucopyranosyl) uvaol (41)

Starting with a solution of acceptor (8) (35 mg, 79 umol) and donor (27) (120 mg, 190 pumol)
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and TMSOTT (1.4 pL, 8 umol). The residue was purified by flash chromatography on silica
gel (hexanes:ethyl acetate , 9:1 to 8:2) to yield (41) as a white powder (86.9 mg, 81 %) : Ry =
0.21 (hexanes:ethyl acetate, 8:2); [a]*’p+37.39 (c 0.46, CHCI;)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.11 - 7.28 (m, 30H, H-arom), 5.82 - 5.75 (m, 1H, H-2"), 5.72
(d, J=10.6 Hz, 1H, H-2""), 5.69 (s, 1H, H-4’), 5.69 — 5.66 (m, 1H, H-4""), 5.60 - 5.56 (m, 1H,
H-3’), 5.56 - 5.52 (m, 1H, H-3""), 5.08 (s, 1H, H-12),4.79 (d, J=7.9 Hz, 1H, H-1"), 4.56 (d, J
=7.9 Hz, 1H, H-1""), 4.05 (d, J= 6.7 Hz, 1H, H-5"), 4.02 (d, /= 6.7 Hz, 1H, H-5""), 3.52 (d, J
= 9.0 Hz, 1H, H-28a), 3.38 (d, /= 9.0 Hz, 1H, H-28b), 3.16 (dd, J = 11.7, 4.6 Hz, 1H, H-3),
2.17 (s, 1H, H-21a), 1.96 - 1.78 (m, 6H, H-1a, H-11, H-15a, H-22), 1.69 - 1.57 (m, 2H, H-2a,
H-16a), 1.46 - 1.35 (m, 3H, H-9, H-15b, H-21b), 1.35 - 1.30 (m, 7H, H-6’, H-6"’, H-6a), 1.29 -
1.17 (m, 5H, H-1b, H-6b, H-7a,H-18, H-20), 1.16 - 1.05 (m, 1H, H-16b), 1.04 - 0.96 (m, 1H,
H-2b), 0.94 - 0.90 (m, 6H, H-25, H-27), 0.90 - 0.85 (m, 7H, H-19, H-26, H-29), 0.77 - 0.73
(m, 7H, H-7b, H-23, H-30), 0.69 (s, 3H, H-24), 0.62 (d, J = 9.5 Hz, 1H, H-5).">C NMR (100
MHz, CDCls) 6 166.18 - 165.08 (6 x CO), 138.81 (C4-13), 133.40 - 128.20 (36 x C-arom),
124.95 (C-12), 103.63 (C-1"), 102.47 (C-1""), 90.40 (C-3), 78.01 (C-28), 72.17 (C-3°), 72.02
(C-3), 71.22 (C-4’), 71.17 (C-4""), 70.14 (C-2’), 69.71 (C-2""), 69.60 (C-5’), 69.49 (C-57),
55.44 (C-5), 54.47 (C-18), 47.54 (C-9), 41.81 (C4-14), 39.83 (C¢8), 39.37 (C-20), 39.12 (C-
19), 38.85 (C-4), 38.80 (C-2), 37.48 (C4-17), 36.76 (C-1), 36.50 (C4-10), 32.26 (C-7), 30.50
(C-21), 27.76 (C-23), 25.97 (C-15), 25.92 (C-22), 23.32 (C-11), 23.11 (C-27), 22.21 (C-16),
21.29 (C-30), 17.97 (C-6), 17.30 (C-29), 16.70 (C-26), 16.46 (C-24), 16.34 (C-6’), 16.31 (C-
6’"), 15.62 (C-25). The compound is not characterized in the literature.
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Synthesis of 3, 28-di-0-(2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-lyxopyranosyl) uvaol (42) according to

the general procedure B:

BzO e
BzO
BzO BzO

3,28-di-0-(2,3,4-tri-O-benzoyl-a.-L-lyxopyranosyl) uvaol (42)

Starting with a solution of acceptor (8) (50 mg, 113 umol) and donor (30) (151 mg, 248 umol)
and TMSOTT (2 uL, 11 pumol). The residue was purified by flash chromatography on silica gel
(hexanes:ethyl acetate, 9:1 to 8:2) to yield (42) as a white powder (123.3 mg, 82%) : Ry = 0.34
(hexanes:ethyl acetate, 8:2); [a]*’p+86.16 (¢ 0.72, CHCL;)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.11 - 7.32 (m, 30H, H-arom), 5.95 - 5.91 (m, 1H, H-3"), 5.91 -
5.87 (m, 1H, H-3"), 5.78 - 5.73 (m, 1H, H-4’), 5.73 - 5.69 (m, 1H, H-4""), 5.68 (t, /= 2.9 Hz,
1H, H-2""), 5.66 (d, J= 3.0 Hz, 1H, H-2’), 5.14 (s, IH, H-12), 5.10 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H-1’),
492 (d,J=2.3 Hz, 1H, H-1"), 4.17 - 4.14 (m, 1H, H-5"a), 4.13 - 4.10 (m, 1H, H-5""a), 4.03
(t,J=10.4 Hz, 1H, H-5’b), 3.90 (t, /= 10.3 Hz, 1H, H-5""b), 3.44 (d, /= 9.2 Hz, 1H, H-28a),
3.37 (d, J=9.1 Hz, 1H, H-28b), 3.23 (t, J = 8.2 Hz, 1H, H-3), 1.96 - 1.85 (m, 2H, H-11a, H-
16a), 1.83 - 1.80 (m, 1H, H-15a), 1.79 (s, 1H, H-1), 1.77 - 1.61 (m, 3H, H-2, H-6a), 1.59 - 1.22
(m, 13H, H-1b, H-6b, H-7, H-9, H-11b, H-16b, H-18, H-20, H-21, H-22), 1.10 (s, 3H, H-27),
1.06 (s, 3H, H-23), 1.03 (s, 1H, H-15b), 0.99 (s, 3H, H-26), 0.97 - 0.89 (m, 10H, H-19, H-24,
H-25, H-29), 0.83 (t, J = 2.9 Hz, 3H, H-30), 0.78 (s, H, H-5)."*C NMR (100 MHz, CDCl3) &
165.96 - 165.38 (6 x CO), 138.93 (C4-13), 134.10 - 128.47 (36 x C-arom), 12531 (C-12),
100.07 (C-17), 98.33 (C-1""), 90.07 (C-3), 77.36 (C-28), 70.97 (C-3"), 70.56 (C-3"), 69.70 (C-
2%), 69.61 (C-27), 68.25 (C-4’), 68.17 (C-4""), 60.34 (C-5"), 60.13 (C-5""), 55.44 (C-5), 54.63
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(C-18), 47.71 (C-9), 42.10 (Cy-14), 40.15 (C¢-8), 39.55 (C-20), 39.34 (C-19), 39.19 (Cq-4),
37.60 (Cq-17), 36.68 (C4-10), 36.39 (C-1), 32.81 (C-7), 30.75 (C-2), 29.82 (C-21), 28.42 (C-
23), 26.24 (C-15), 25.64 (C-22), 23.53 (C-16), 23.48 (C-27), 23.30 (C-11), 21.44 (C-29),
18.34 (C-6), 17.49 (C-30), 16.89 (C-26), 16.71 (C-24), 15.85 (C-25). The compound is not

characterized in the literature.

Synthesis of 3,28-di-0-(2,3,4-tri-O-benzoyl-a-p-lyxopyranosyl) uvaol (43) according to

the general procedure B:

BzO
BzO
O(B)Z —QOBz
BzO ' (@]
BzO O
@)

-
-

3,28-di-0-(2,3,4-tri-O-benzoyl-a-D-lyxopyranosyl) uvaol (43)

Starting with a solution of acceptor (8) (40 mg, 90 umol) and donor (29) (120 mg, 198 umol)
and TMSOTT (2 pL, 5 pmol). The residue was purified by flash chromatography on silica gel
(hexanes:ethyl acetate, 9:1 to 8:2) to yield (43) as a white powder (100.6 mg, 84%) : Ry = 0.32
(hexanes:ethyl acetate, 8:2); [a]*’p-76.34 (¢ 0.63, CHCl;)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.16 - 7.28 (m, 30H, H-arom), 5.95 - 5.91 (m, 1H, H-3"), 5.91 -
5.87 (m, 1H, H-3"’), 5.81 - 5.75 (m, 1H, H-4"), 5.75 - 5.70 (m, 1H, H-4""), 5.70 - 5.67 (m, 1H,
H-2"’),5.61 —5.57 (m, 1H, H-2"), 5.21 (d, J= 2.0 Hz, 1H, H-1"), 5.16 (s, 1H, H-12),4.92 (d, J
=2.0Hz, 1H, H-1"), 4.22 - 4.16 (m, 1H, H-5’a), 4.16 —4.11 (m, 1H, H-5""a), 4.00 (t, J = 10.5
Hz, 1H, H-5’b), 3.89 (t, /= 10.4 Hz, 1H, H-5"’b), 3.82 (d, /= 9.4 Hz, 1H, H-28a), 3.35 (dd, J
=11.5, 4.3 Hz, 1H, H-3), 3.06 (d, J = 9.5 Hz, 1H, H-28b), 2.05 - 1.89 (m, 1H, H-11a), 2.05 -
1.89 (m, 1H, H-16a), 1.88 - 1.79 (m, 1H, H-15a), 1.77 (s, 1H, H-2a), 1.71 (d, /= 13.9 Hz, 1H,
H-1a), 1.63 - 1.31 (m, 10H, H-2b, H-6, H-7, H-9, H-11b, H-16b, H-18, H-20), 1.27 - 1.25 (m,
4H, H-21, H-22), 1.14 - 1.10 (m, 6H, H-23, H-27), 1.09 - 1.04 (m, 1H, H-15b), 1.02 (s, 3H, H-
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26), 1.00 - 0.97 (m, 4H, H-1b, H-25), 0.96 - 0.93 (m, 6H, H-24, H-29), 0.90 (s, 1H, H-19),
0.81 (d, J = 5.2 Hz, 3H, H-30), 0.79 - 0.76 (m, 1H, H-5). *C NMR (100 MHz, CDCl;) &
166.23 - 163.76 (6 x CO), 139.28 (C,-13) 133.48 - 128.27 (36 x C-arom), 124.97 (C-12),
98.46 (C-1""), 94.08 (C-1°), 83.56 (C-3), 76.17 (C-28), 71.32 (C-27), 70.26 (C-27), 69.26 (C-
3%), 69.21 (C-3"), 67.80 (C-4""), 67.67 (C-4"), 60.17 (C-5"), 59.85 (C-5"%), 55.23 (C-5), 54.00
(C-18), 47.37 (C-9), 41.82 (Cy-14), 40.07 (Cg-8), 39.10 (C-20), 38.96 (C-19), 38.48 (Cy-4),
38.07 (C-1), 36.62 (Cy-10), 37.89 (Cy-17), 35.39 (C-2), 32.57 (C-7), 29.44 (C-21), 28.51 (C-
23), 25.82 (C-15), 24.19 (C-22), 23.17 (C-16), 23.12 (C-11), 23.05 (C-27), 21.05 (C-29),
17.04 (C-30), 16.54 (C-26), 16.41 (C-24), 15.48 (C-25). The compound is not characterized in

the literature.

Synthesis of 3,28-di-0-(2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-arabinopyranosyl) uvaol (44) according

to the general procedure B:

OBz

O O
BzO

BzO

3,28-di-O-(2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-arabinopyranosyl) uvaol (44)

Starting with a solution of acceptor (8) (55 mg, 124 umol) and donor (32) (165.9 mg, 273
pumol) and TMSOTT (2.3 pL, 12 pmol). The residue was purified by flash chromatography on
silica gel (hexanes:ethyl acetate, 9:1 to 8:2) to yield (44) as a white powder (133.6 mg, 81%) :
Ry =0.35 (hexanes:ethyl acetate, 8:2); [a]*’p +74.95 (¢ 0.21, CHCL;)

'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 8.10 - 7.27 (m, 30H, H-arom), 5.82 — 5.76 (m, 1H, H-2"), 5.76
-5.71 (m, 1H, H-2"’), 5.67 (s, 2H, H-4’, H-4""), 5.63 - 5.59 (m, 1H, H-3"), 5.59 - 5.56 (m, 1H,
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H-3"), 5.07 (s, 1H, H-12), 4.78 (d, J = 6.5 Hz, 1H, H-1°), 4.55 (d, J = 6.6 Hz, 1H, H-1""), 4.37
-4.32 (m, 1H, H-5"a), 4.31 (s, 1H, H-5"a), 3.92 - 3.87 (m, 1H, H-5’b), 3.86 - 3.81 (m, 1H, H-
5”b), 3.51 (d, J = 9.0 Hz, 1H, H-28a), 3.34 (d, J = 8.9 Hz, 1H, H-28b), 3.16 (dd, J= 11.5, 4.9
Hz, 1H, H-3), 1.89 - 1.83 (m, 3H, H-2a, H-11a, H-16a), 1.79 (d, J = 11.6 Hz, 2H, H-1a H-
15a), 1.71 - 1.56 (m, 2H, H-6a, H-20), 1.46 - 1.35 (m, 3H, H-9, H-15b, H-16b), 1.35 - 1.19 (m,
7H, H-1b, H-2b, H-6b, H-7a, H-18, H-21), 1.19 - 1.07 (m, 3H, H-11b, H-22), 0.93 (s, 3H, H-
27), 0.90 (s, 3H, H-25), 0.87 (d, J = 6.5 Hz, 3H, H-30), 0.86 — 0.81 (m, SH, H-7b, H-19, H-
26), 0.79 (s, 3H, H-23), 0.75 (d, J = 6.3 Hz, 3H, H-29), 0.68 (s, 3H, H-24), 0.65 (s, 1H, H-
5).>C NMR (100 MHz, CDCl3) & 165.82 - 165.00 (6 x CO, 138.72 (C-13), 133.37 - 128.30
(36 x C-arom), 125.02 (C-12), 103.14 (C-1°), 102.04 (C-1°"), 90.09 (C-3), 76.71 (C-28), 70.81
(C-3%), 70.78 (C-3""), 70.23 (C-2°), 69.88 (C-2""), 68.73 (C-4"), 68.70 (C-4°"), 63.06 (C-5"),
62.72 (C-5°), 55.38 (C-5), 54.45 (C-18), 47.53 (C-9), 41.82 (Cy-14), 39.83 (C4-8), 39.35 (C-
20), 39.11 (C-19), 38.90 (Cy-4), 38.75 (C-2), 37.44 (C4-17), 36.66 (C-1), 36.50 (C4-10), 32.25
(C-7), 30.47 (C-21), 27.81 (C-23), 25.97 (C-16), 25.93 (C-15), 23.32 (C-11), 23.14 (C-27),
22.36 (C-22), 21.27 (C-30), 17.99 (C-6), 17.29 (C-29), 16.60 (C-26), 16.29 (C-24), 15.64 (C-

25). The compound is not characterized in the literature.

Synthesis of 3,28-di-0-(2,3,4-tri-O-benzoyl-B-p-arabinopyranosyl) uvaol (45) according to

the general procedure B:

3,28-di-0-(2,3,4-tri-O-benzoyl-B-D-arabinopyranosyl) uvaol (45)
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Starting with a solution of acceptor (8) (40 mg, 90 umol) and donor (31) (120.7 mg, 198
pmol) and TMSOTT (1.6 uL, 9 pmol). The residue was purified by flash chromatography on
silica gel (hexanes:ethyl acetate, 9:1 to 8:2) to yield (45) (94.6 mg, 79%) : Ry = 0.35
(hexanes:ethyl acetate, 8:2); [a]*’p-29.12 (¢ 0.16, CHCl;)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.11 - 7.29 (m, 30H, H-arom), 5.70 (s, 1H, H-2""), 5.69 (s, 1H,
H-4"), 5.66 (s, 1H, H-4"), 5.65 (s, 1H, H-2"), 5.61 (s, 1H, H-3"), 5.59 (s, I1H, H-3"), 4.97 (s,
1H, H-12), 4.85 (d, /= 5.7 Hz, 1H, H-1"), 4.60 (d, /= 5.9 Hz, 1H, H-1""), 4.34 (dd, J = 12.7,
4.5 Hz, 1H, H-5"’a), 4.28 (dd, J=12.7, 4.3 Hz, 1H, H-5’a), 3.92 - 3.84 (m, 1H, H-5"’b), 3.84 -
3.79 (m, 1H, H-5’b), 3.68 (d, J = 9.6 Hz, 1H, H-28a), 3.31 (dd, J = 11.8, 4.2 Hz, 1H, H-3),
3.18 (d, J = 9.6 Hz, 1H, H-28b), 1.93 - 1.86 (m, 1H, H-16a), 1.85 - 1.77 (m, 3H, H-11a, H-
16b, H-21a), 1.73 (d, J = 10.4 Hz, 1H, H-15a), 1.68 (s, 1H, H-22a), 1.61 (d, J = 13.6 Hz, 1H,
H-1a), 1.55 - 1.31 (m, 10H, H-2, H-6, H-7, H-9, H-18, H-20, H-22b), 1.10 (d, /= 12.7 Hz, 1H,
H-11b), 1.06 (s, 3H, H-23), 1.04 - 1.00 (m, 4H, H-21b, H-27), 0.96 (s, 3H, H-26), 0.94 — 0.88
(m, 2H, H-1b, H-15b), 0.85 (s, 3H, H-25), 0.78 (d, J = 6.3 Hz, 3H, H-30), 0.73 (s, 1H, H-5),
0.70 (s, 3H, H-24), 0.57 - 0.48 (m, 4H, H-19, H-29). °C NMR (100 MHz, CDCl3) § 165.78 -
165.08 (6 x CO), 138.92 (C4-13), 133.36 - 128.33 (36 x C-arom), 125.03 (C-12), 101.59 (C-
1°), 97.69 (C-17), 84.71 (C-3), 76.83 (C-28), 70.63 (C-3’), 70.61 (C-3°"), 70.40 (C-2"), 70.36
(C-27), 70.01 (C-4’), 68.41 (C-4), 62.12 (C-5°), 62.12 (C-5"") 55.65 (C-5), 53.31 (C-18),
47.54 (C-9), 41.82 (C4-14), 40.04 (Cg¢-8), 39.07 (C-20), 38.96 (C-19), 38.42 (C-1), 38.21 (Cq-
4), 37.80 (C4-17), 36.65 (C4-10), 34.85 (C-2), 32.67 (C-7), 28.23 (C-23), 25.91 (C-15), 24.02
(C-21), 23.98 (C-16), 23,39 (C-11), 23.27 (C-27), 22.51 (C-22), 21.15 (C-30), 18.26 (C-6),
17.00 (C-29), 16.66 (C-26), 16.27 (C-24), 15.62 (C-25). The compound is not characterized in

the literature.
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Synthesis of 3-0-(2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-rhamnopyranosyl) benzyl ursolate (46)

according to the general procedure B:

BzO Q
BzO BzO

3-0-(2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-rhamnopyranosyl) benzyl ursolate (46)

Starting with a solution of acceptor (7) (60 mg, 107 umol) and donor (26) (79.5 mg, 128
pumol) and TMSOTT (1.9 pL, 10 pumol). The residue was purified by flash chromatography
(hexanes:ethyl acetate, 9:1 to 8:2) to yield (46) as a white powder (89.3 mg, 82%) : Ry = 0.52
(hexanes:ethyl acetate, 8:2); [a]*’p+82.57 (¢ 0.11, CHCL;)

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 8.11 - 7.24 (m, 20H, H-arom), 5.84 (d, J = 10.1 Hz, 1H, H-3"),
5.71 (d, J = 10.5 Hz, 1H, H-4"), 5.66 (s, 1H, H-2"), 5.25 (s, 1H, H-12), 5.13 (s, 1H, Ha, ph),
5.10 (s, 1H, H-1"), 4.99 (d, J = 12.3 Hz, 1H, Hb, ph), 4.33 (t,J = 8.1 Hz, 1H, H-5"), 3.24 (t,J
= 8.1 Hz, 1H, H-3), 2.28 (d, /= 11.1 Hz, 1H, H-18), 2.00 (d, J = 13.5 Hz, 1H, H-11a), 1.94 —
1.44 (m, 15H, H-1, H-2, H-6, H-7a, H-9, H-11b, H-15a, H-16, H-21a, H-22), 1.42 — 1.25 (m,
6H, H-6’, H-7b, H-20, H-21b), 1.14 — 1.03 (m, 7H, H-15b, H-23, H-27), 1.01 — 0.90 (m, 10H,
H-19, H-24, H-25, H-30), 0.86 (d, J = 6.1 Hz, 3H, H-29), 0.77 (d, /= 10.5 Hz, 1H, H-5), 0.66
(s, 3H, H-26)."C NMR (100 MHz, CDCl3) & 177.23 (C,-28), 165.82 - 165.55 (3 x CO),
138.14 (C4-13), 136.35 (C,-2 ph), 133.38 — 127.92 (23 x Carom), 125.61 (C-12), 99.72 (C-1"),
89.98 (C-3), 71.97 (C-4’), 71.20 (C-2"), 70.17 (C-3°), 66.76 (C-5"), 65.95 (C-1 ph), 55.39 (C-
5), 52.87 (C-18), 47.51 (C-9), 42.02 (C4-14), 39.52 (C¢-8), 39.51 (Cq4-4), 39.05 (C-20), 39.01
(Cq-17), 38.81 (C-19), 38.57 (C-2), 36.67 (C4-10), 36.61 (C-1), 32.98 (C-7), 30.64 (C-21),
28.38 (C-23), 27.93 (C-15), 25.45 (C-22), 24.23 (C-11), 23.55 (C-27), 23.28 (C-16), 21.17 (C-
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30), 18.27 (C-6), 17.56 (C-6"), 17.00 (C-29), 16,99 (C-26), 16.63 (C-24), 15.50 (C-25). The

compound is not characterized in the literature.

3.5 General procedure for the deprotection

Procedure C:
Synthesis of 3,28-di-O-a-L-rhamnopyranosyl uvaol (47) according to the general

procedure C: -

OH
OH
HO

3,28-di-O-a-L-rhamnopyranosyl uvaol (47)

To a solution of (39) (80 mg, 580 umol) in MeOH:CH,Cl, (2:1, 10 mL) under inert
atmosphere (Ar) were added 0.5 N aqueous MeONa (360 pL, 4 umol) and stirred for 12 h.
Once TLC indicated completion, the reaction mixture was diluted with MeOH, acidified with
Dowex resin G-26 (H"), filtrated and concentrated under reduced pressure. The residue was
purified by flash chromatography on silica gel (CHCl;:MeOH, 100% to 9:1) to yield (47) as a
white solid (36.6 mg, 79%) : Ry = 0.25 (CHCI3:MeOH, 7:1); [a]*’p -11.44 (¢ 0.36, MeOH)

'H NMR (400 MHz, pyridine-ds) & 5.35 (d, J= 1.5 Hz, 1H, H-1°), 5.29 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H-
1°%), 5.24 (s, 1H, H-12), 4.64 (dd, /= 3.4, 1.6 Hz, 1H, H-2""), 4.61 (dd, J= 3.4, 1.6 Hz, 1H, H-
2%),4.57-4.53 (m, 1H, H-3""), 4.50 (d, J= 3.3 Hz, 1H, H-3"), 4.39 — 4.35 (m, 1H, H-4"), 4.35
—4.33 (m, 1H, H-5"), 4.33 — 4.29 (m, 1H, H-4""), 4.29 — 4.22 (m, 1H, H-5""), 3.62 (s, 1H, H-
28a), 3.43 (d, J=9.2 Hz, 1H, H-28b), 3.20 (dd, J = 11.6, 4.4 Hz, 1H, H-3), 1.98 (d, /= 13.0
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Hz, 1H, H-22a), 1.94 — 1.87 (m, 2H, H-11a, H-16a), 1.75 (d, J = 6.1 Hz, 4H, H-6"*, H-15a),
1.70 (d, J = 5.5 Hz, 4H, H-6’, H-1a), 1.67 — 1.38 (m, 7H, H-1b, H-2a, H-6a, H-7a, H-9, H-18,
H-20), 1.38 — 1.21 (m, 6H, H-6b, H-7b, H-11b, H-16b, H-21), 1.19 (s, 3H, H-27), 0.99 — 0.93
(m, 11H, H-15b, H-22b, H-23, H-26, H-30), 0.93 — 0.88 (m, 7H, H-19, H-25, H-29), 0.85 (s,
4H, H-2a, H-24), 0.75 — 0.69 (m, 1H, H-5).°C NMR (100 MHz, pyridine-ds) & 139.14 (C,-
13), 125.57 (C-12), 104.50 (C-1°), 102.01 (C-1°"), 88.41 (C-3), 74.71 (C-28), 74.15 (C-4"),
74.07 (C-4""), 73.12 (C-37), 72.95 (C-37), 72.53 (C-2"), 72.51 (C-2°), 69.91 (C-5), 69.83 (C-
5°%), 55.53 (C-5), 54.71 (C-18), 47.97 (C-9), 42.19 (C,-14), 40.24 (C4-8), 39.66 (C-20), 39.56
(C-19), 39.23 (Cq-4), 38.87 (C-2), 37.72 (Cy-17), 36.74 (C410), 36.34 (C-1), 33.07 (C-7),
31.07 (C-21), 28.26 (C-23), 26.48 (C-15), 25.92 (C-22), 24.02 (C-11), 23.67 (C-16), 23.56 (C-
27), 21.54 (C-30), 19.25 (C-6), 18.82 (C-6"), 18.55 (C-6"), 17.65 (C-25), 17.01 (C-29), 16.78
(C-26), 15.86 (C-24).

HR-ESI-MS m/z 757.4861 [M+Na]" calcd for C4, H79 Oy found 734.4969.

The compound is not characterized in the literature.

Synthesis of 3,28-di-O-B-L-fucopyranosyl uvaol (48) according to the general procedure

C:

3,28-di-O-B-L-fucopyranosyl uvaol (48)

Starting with a solution of (40) (80 mg, 580 umol) and 0.5 N aqueous MeONa (360 uL, 4
pmol). The residue was purified by flash chromatography on silica gel (CHCIl;:MeOH 100%
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to 9:1) to yield (48) as a white powder (36.6 mg, 86%) : Ry = 0.25 (CHCl;:MeOH, 7:1); [a]*p
+17.61 (c 0.37, MeOH)

'H NMR (400 MHz, pyridine-ds) & 5.24 (s, 1H, H-12), 4.73 (d, J= 7.5 Hz, 1H, H-1"), 4.66 (d,
J=7.6 Hz, 1H, H-1""), 441 (s, 1H, H-2""), 4.35 (d, J = 5.0 Hz, 1H, H-2"), 4.32 (s, 1H, H-28a),
4.16 (d,J=3.1 Hz, 1H, H-4"), 4.14 (d, J= 3.1 Hz, 1H, H-3"), 4.11 (s, 1H, H-4""), 4.10 (s, 1H,
H-3’), 3.87 (d, J = 4.3 Hz, 1H, H-5""), 3.86 (d, J = 4.0 Hz, 1H, H-5"), 3.49 (dd, J=11.7, 4.2
Hz, 1H, H-3), 3.21 (d, J= 9.3 Hz, 1H, H-28b), 2.21 (s, 1H, H-15a), 2.09 — 1.99 (m, 2H, H-2a,
H-21a), 1.96 — 1.84 (m, 3H, H-11a, H-16), 1.80 — 1.67 (m, 2H, H-2b, H22a), 1.62 (s, 3H, H-
6°), 1.61 (s, 4H, H-6"", H-9), 1.56 — 1.30 (m, 9H, H-1, H-7, H-6, H-18, H-20, H-21b), 1.28 (s,
3H, H-23), 1.22 (s, 4H, H-11b, H-27), 1.17 (s, 3H, H-26), 1.02 (s, 1H, H-15b), 0.98 (s, 1H, H-
22b), 0.94 (s, 6H, H-24, H-30), 0.92 (s, 7H, H-19, H-24, H-29), 0.85 (s, 1H, H-5)."*C NMR
(100 MHz, pyridine-ds) & 139.65 (C-13), 125.15 (C-12), 105.51 (C-1°"), 103.10 (C-1"), 85.26
(C-3), 77.43 (C-28), 75.62 (C-2), 75.56 (C-4>"), 72.89 (C-3"), 72.85 (C-3""), 72.40 (C-2"),
72.26 (C-2), 71.47 (C-5""), 71.39 (C-5), 56.26 (C-5), 54.95 (C-18), 48.08 (C-9), 42.34 (C,-
14), 40.54 (Cy-8), 39.72 (C-20), 39.51 (C-19), 38.90 (C-22), 38.55 (Cy-4), 38.09 (Cy-17),
36.98 (Cq-10), 36.73 (C-21), 33.14 (C-7), 30.98 (C-6), 28.68 (C-23), 26.59 (C-15), 23.98 (C-
11), 23.77 (C-16), 23.73 (C-27), 23.35 (C-1), 21.56 (C-30), 18.73 (C-2), 17.69 (C-25), 17.47
(C-6"), 17.39 (C-6""), 17.17 (C-29), 17.04 (C-26), 15.84 (C-24).

HR-ESI-MS m/z 757.4866 [M+Na]" calcd for C4> H7g Oy found 734.4969.

The compound is not characterized in the literature.
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Synthesis of 3,28-di-O-B-p-fucopyranosyl uvaol (49) according to the general procedure

C: ;

OH

HO

3,28-di-O-B-D-fucopyranosyl uvaol (49)

Starting with a solution of (41) (60 mg, 40 umol) and 0.5 N aqueous MeONa (280 pL, 4
pmol). The residue was purified by flash chromatography on silica gel (CHCIl;:MeOH, 10 to
9:1) to yield (49) as a white powder (25.5 mg, 87%) : Ry = 0.25 (CHCl3:MeOH, 7:1); [a]*’p
+3.49 (c 0.37, MeOH)

'H NMR (400 MHz, pyridine-ds) 8 5.21 (s, 1H, H-12), 4.80 (d, J= 7.6 Hz, 1H, H-1"), 4.73 (d,
J=7.6 Hz, 1H, H-1""), 4.42 (s, 1H, H-2""), 4.40 (s, 1H, H-2"), 4.17 (d, J=9.3 Hz, 1H, H-3"’),
4.12 (s, 2H, H-4°, H-4""), 4.10 (s, 1H, H-3"), 3.96 (d, J = 6.5 Hz, 1H, H-5""), 3.92 - 3.87 (m,
1H, H-5"), 3.86 (s, 1H, H-28a), 3.81 (d, /= 9.4 Hz, 1H, H-28b), 3.44 - 3.35 (m, 1H, H-3), 2.29
(d, J=14.2 Hz, 1H, H-2a), 2.00 (d, /= 11.8 Hz, 1H, H-21a), 1.97 - 1.85 (m, 3H, H-2b, H-11a,
H-16a), 1.64 (s, 2H, H-21b, H-22a), 1.64 - 1.46 (m, 14H, H-6"’, H-6°, H-6, H-7, H-9, H-16b,
H-18, H-20), 1.36 (s, 3H, H-23), 1.34 - 1.24 (m, 3H, H-1, H-15a), 1.22 (s, 4H, H-11b, H-27),
1.10 (s, 3H, H-26), 1.05 (s, 1H, H-15b), 1.01 (s, 3H, H-24), 0.96 (s, 1H, H-22b), 0.94 (s, 9H,
H-25, H-29, H-30), 0.85 (s, 1H, H-5).°C NMR (100 MHz, pyridine-ds) & 139.33 (C-13),
125.33 (C-12), 107.37 (C-1"), 105.92 (C-1""), 88.66 (C-3), 77.23 (C-28), 75.52 (C-3"), 72.90
(C-3°), 72.84 (C-4’), 72.84 (C-4""), 72.82 (C-2’), 72.38 (C-2"), 71.49 (C-5"’), 71.23 (C-5’),
55.91 (C-5), 54.90 (C-18), 48.10 (C-9), 42.27 (C4-14), 40.41 (C¢-8), 39.67 (C-20), 39.61 (Cq-
4), 39.56 (C-19), 39.14 (C-22), 38.14 (C4-17), 36.82 (C4-10), 36.77 (C-21), 33.08 (C-7), 31.02
(C-6), 28.28 (C-23), 26,77 (C-15), 26.72 (C-16), 23.67 (C-27), 23.67 (C-11), 23.39 (C-1),
21.56 (C-30), 18.49 (C-2), 17.70 (C-29), 17.54 (C-6), 17.44 (C-6""), 17.09 (C-26), 17.04 (C-



48

24), 15.96 (C-25).
HR-ESI-MS m/z 757.4867 [M+Na]" calcd for C4; H79 Oy found 734.4969.

The compound is not characterized in the literature.

Synthesis of 3,28-di-O-a-L-lyxopyranosyl uvaol (50) according to the general procedure

C:

@)

OH
HO 0
HO

HO Ho

3,28-di-O-a-L-lyxopyranosyl uvaol (50)

Starting with a solution of (42) (90 mg, 70 umol) and 0.5 N aqueous MeONa (440 uL, 7
pumol). The residue was purified by flash chromatography on silica gel (CHCl3:MeOH, 10 to
9:1) to yield (50) as a white powder (42.1 mg, 85%) : Ry = 0.24 (CHCl3:MeOH, 7:3); [a]*’p -
21.80 (¢ 0.10, MeOH)

'H NMR (400 MHz, pyridine-ds) & 5.45 (s, 1H, H-1"), 5.26 (s, 1H, H-1""), 5.18 (s, 1H, H-12),
4.71 (s, IH, H-4""), 4.69 (s, 1H, H-4"), 4.59 (s, 1H, H-2""), 4.55 (s, 1H, H-3"), 4.53 (s, 1H, H-
3°),4.51 (s, 1H, H-2"), 430 (d, J = 4.5 Hz, 1H, H-5’a), 4.29 - 4.25 (m, 1H, H-5’b), 4.20 (d, J
=9.3 Hz, 1H, H-5’a), 4.16 - 4.10 (m, 1H, H-5""b), 4.06 (d, /= 9.4 Hz, 1H, H-28a), 3.41 (dd, J
=11.3, 4.3 Hz, 1H, H-3), 3.05 (d, /= 9.5 Hz, 1H, H-28b), 1.97 - 1.88 (m, 1H, H-15a), 1.83 (s,
1H, H-11a), 1.81 (s, 1H, H-16a), 1.78 (s, 1H, H-21a), 1.54 - 1,52 (m, 3H, H-2a, H-7a, H-9),
1.52 - 1.46 (m, 6H, H-6, H-18, H-19, H-21b, H-22a), 1.44 - 1.36 (m, 3H, H-1, H-16b), 1.35 -
1.23 (m, 3H, H-2b, H-7b, H-11b), 1.19 (s, 3H, H-27), 1.17 (s, 3H, H-23), 1.06 (s, 3H, H-26),
1.00 (s, 1H, H-15b), 0.95 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H-30), 0.88 - 0.87 (m, 10H, H-20, H-24, H-25,
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H-29), 0.83 (s, 1H, H-22b), 0.78 (s, 1H, H-5). "“C NMR (100 MHz, pyridine-ds) & 139.27
(Cq-13), 125.26 (C-12), 102.99 (C-17"), 98.58 (C-1°), 82.44 (C-3), 75.89 (C-28), 73.57 (C-3"),
73.48 (C-37), 72.28 (C-27), 71.90 (C-2"), 68.74 (C-4’"), 68.55 (C-4’), 65.45 (C-5""), 64.86
(C-5%), 55.85 (C-5), 54.91 (C-18), 47.99 (C-9), 42.32 (C,-14), 40.38 (C,-8), 39.73 (C-20),
39.52 (C-19), 38.59 (Cy-4), 38.56 (C-21), 37.87 (Cy-17), 36.96 (C4-10), 33.19 (C-7), 31.02 (C-
6), 28.84 (C-23), 26.51 (C-15), 25.64 (C-22), 23.77 (C- 11), 23.68 (C-16), 23.65 (C-1), 23.54
(C-27), 21.51 (C-30), 18.60 (C-2), 17.64 (C-29), 17.10 (C-25), 16.98 (C-26), 15.83 (C-24).
HR-ESI-MS m/z 729.4544 [M+Na]" calcd for C49 Hgs Oy found 706.4656.

The compound is not characterized in the literature.

Synthesis of 3,28-di-O-a-p-lyxopyranosyl uvaol (51) according to the general procedure

C: :

3,28-di-O-a-D-lyxopyranosyl uvaol (51)

Starting with a solution of (43) (80 mg, 60 umol) and 0.5 N aqueous MeONa (400 uL, 6
pumol). The residue was purified by flash chromatography on silica gel (CHCl3:MeOH, 10 to
9:1) to yield (51) as a withe powder (36.4 mg, 86%) : Ry = 0.28 (CHCl;:MeOH, 7:1); [a]*’p
+272.41 (c 0.87, MeOH)

'H NMR (400 MHz, pyridine-ds) & 5.45 (d, J = 3.5 Hz, 1H, H-17), 5.27 (d, J= 2.3 Hz, 1H, H-
1’°),5.18 (d,J=3.3 Hz, 1H, H-12), 4.75 - 4.71 (m, 1H, H-4""), 4.70 (s, 1H, H-4"), 4.60 (s, 1H,
H-2"), 4.55 (s, 1H, H-3"), 4.53 (s, 1H, H-3""), 4.51 (s, 1H, H-2"), 4.30 (d, J = 4.5 Hz, 1H, H-
5’a), 4.29 - 4.24 (m, 1H, H-5’b), 4.20 (d, J = 9.3 Hz, 1H, H-5""a), 4.16 - 4.11 (m, 1H, H-5"’b),
4.06 (d, J=9.4 Hz, 1H, H-28a), 3.41 (dd, J=11.3, 4.3 Hz, 1H, H-3), 3.05 (d, /= 9.5 Hz, 1H,
H-28b), 1.97 - 1.88 (m, 1H, H-15a), 1.83 (s, 1H, H-11a), 1.81 (s, 1H, H-16a), 1.78 (s, 1H, H-
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21a), 1.52 (m, 3H, H-2a, H-7a, H-9), 1.51 - 1.44 (m, 6H, H-6, H-18, H-19, H-21b, H-22a),
1.44 - 1.23 (m, 6H, H-1, H-2b, H-7b, H-11b, H-16b), 1.19 (s, 3H, H-27), 1.17 (s, 3H, H-23),
1.06 (s, 3H, H-26), 1.00 (s, 1H, H-15b), 0.95 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H-30), 0.88 - 0.87 (m, 9H, H-
24, H-25, H-29), 0.94 (s, 1H, H-20), 0.82 (s, 1H, H-22b), 0.78 (s, 1H, H-5). >C NMR (100
MHz, pyridine-ds) § 139.27 (C-13), 125.26 (C-12), 102.99 (C-1°7), 98.58 (C-17), 82.44 (C-3),
75.89 (C-28), 73.57 (C-3°), 73.47 (C-3""), 72.28 (C-27), 71.90 (C-2""), 68.74 (C-4*), 68.55 (C-
4%), 65.45 (C-5""), 64.86 (C-5), 55.85 (C-5), 54.90 (C-18), 47.99 (C-9), 42.32 (C4-14), 40.38
(Cy-8), 39.73 (C-20), 39.52 (C-19), 38.59 (Cy-4), 38.56 (C-21), 37.87 (Cy-17), 36.96 (C,-10),
36.37 (C-22), 33.19 (C-7), 31.02 (C-6), 28.83 (C-23), 26.51 (C-15), 23.77 (C-11), 23.68 (C-
16), 23.65 (C-1), 23.53 (C-27), 21.51 (C-30), 18.60 (C-2), 17.64 (C-29), 17.10 (C-25), 16.98
(C-26), 15.83 (C-24).

HR-ESI-MS m/z 729.4541 [M+Na]" calcd for C49 Hes O found 706.4656.

The compound is not characterized in the literature.

Synthesis of 3,28-di-O-a-L-arabinopyranosyl uvaol (52) according to the general

procedure C:

OH

HO

HO

3,28-di-O-a-L-arabinopyranosyl uvaol (52)

Starting with a solution of (44) (65 mg, 48 umol) and 0.5 N aqueous MeONa (290 uL, 5
pmol). The residue was purified by flash chromatography on silica gel (CHCl3:MeOH, 10 to
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9:1) to yield (52) as a white powder (29.2 mg, 86%) : Ry = 0.25 (CHCl;:MeOH, 7:1); [a]*’p
+15.36 (¢ 0.28, MeOH)

'H NMR (400 MHz, pyridine-ds) & 5.20 (s, 1H, H-12), 4.80 (d, J= 7.2 Hz, 1H, H-1"), 4.77 (d,
J=6.6 Hz, 1H, H-1""), 4.50 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-2""), 4.46 (d, J = 8.3 Hz, 1H, H-2"), 4.43 —
4.40 (m, 2H, H-4", H-5"a), 4.35 — 4.33 (m, 2H, H-4’, H-5’a), 4.31 — 4.25 (m, 1H, H-3""),
422 - 4.16 (m, 1H, H-3"), 3.91 (d, J= 11.6 Hz, 1H, H-5"’b), 3.86 (d, J= 12.1 Hz, 1H, H-5"b),
3.81 (s, 1H, H-28a), 3.73 (d, J = 9.6 Hz, 1H, H-28b), 3.42 — 3.36 (m, 1H, H-3), 2.24 (d, J =
13.0 Hz, 1H, H-15a), 2.13 — 2.01 (m, 1H, H-16a), 2.01 — 1.84 (m, 6H, H-1a, H-2a, H-11a,
H,16b, H-22), 1.69 — 1.46 (m, 7H, H-1b, H-2b, H-6a, H-7a, H-9, H-18, H-20), 1.45 — 1.36 (m,
2H, H-6b, H-21a), 1.32 (s, 4H, H-7b, H-23), 1.30 — 1.23 (m, 1H, H-21b), 1.20 (s, 4H, H-11b,
H-27), 1.04 (s, 4H, H-15b, H-26), 1.00 (s, 3H, H-24), 0.96 — 0.87 (m, 10H, H-19, H-25, H-29,
H-30), 0.83 (s, 1H, H-5). >C NMR (100 MHz, pyridine-ds) & 139.26 (C,-13), 125.36 (C-12),
107.64 (C-17), 105.65 (C-1""), 88.72 (C-3), 77.10 (C-28), 74.69(C-3"), 74.52 (C-3""), 72.99
(C-2%), 72.49 (C-27), 69.62 (C-4"), 69.15 (C-4""), 66.86 (C-5"), 66.37 (C-5""), 55.83 (C-5),
54.95 (C-18), 48.05 (C-9), 42.25 (Cy-14), 40.35 (Cy-8), 39.70 (Cq-4), 39.67 (C-20), 39.59 (C,-
17), 39.54 (C-19), 39.05 (C-2), 38.06 (C,-10), 36.81 (C-1), 33.04 (C-7), 31.00 (C-21), 28.25
(C-23), 26.78 (C-16), 26.74 (C-15), 26.70 (C-22), 23.64 (C-27), 23.38 (C-11), 21.54 (C-29),
18.47 (C-6), 17.67 (C-25), 17.02 (C-24), 16.99 (C-26), 15.95 (C-30).

HR-ESI-MS m/z 729.4550 [M+Na]" calcd for C49 Hgs O found 706.4656.

The compound is not characterized in the literature.
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Synthesis of 3,28-di-O-B-p-arabinopyranosyl uvaol (53) according to the general

procedure C:

3,28-di-O-B-D-arabinopyranosyl uvaol (53)

Starting with a solution of (45) (60 mg, 40 umol) and 0.5 N aqueous MeONa (280 pL, 4
pmol). The residue was purified by flash chromatography on silica gel (CHCl3:MeOH, 10 to
9:1) to yield (53) as a white powder (25.5 mg, 87%) : Ry = 0.25 (CHCl;:MeOH, 7:1); [a]*’p
+8.97 (c 0.43, MeOH)

'H NMR (400 MHz, pyridine-ds) & 5.23 (s, 1H, H-12), 4.75 (d, J= 7.1 Hz, 1H, H-1"), 4.70 (d,
J=6.8 Hz, 1H, H-1""), 4.51 (d, /= 7.7 Hz, 1H, H-2"’), 445 (d, J= 7.7 Hz, 1H, H-2"), 4.42 —
4.34 (m, 4H, H-4’, H-4>’, H-5’a, H-5""a), 4.28 (s, 1H, H-28a), 4.25 — 4.17 (m, 2H, H-3’, H-
3”),3.86 (d, J=17.1 Hz, 1H, H-5"’b), 3.84 (d, /= 8.9 Hz, 1H, H-5’b), 3.51 — 3.43 (m, 1H, H-
3), 3.21 (d, J=9.4 Hz, 1H, H-28b), 2.12 (d, J = 12.9 Hz, 1H, H-15a), 2.05 — 1.97 (m, 2H, H-
2a, H-16a), 1.92 (s, 1H, H-22a), 1.88 (d, /= 7.2 Hz, 1H, H-11a), 1.70 (d, /= 12.8 Hz, 1H, H-
2b), 1.61 — 1.55 (m, 2H, H, 1a, H-9), 1.54 (s, 2H, H-7a, H-16b), 1.53 — 1.45 (m, 5H, H-6, H-
18, H-20, H-21a), 1.39 (d, /= 11.2 Hz, 1H, H-21b), 1.32 (s, 1H, H-7b), 1.27 (s, 4H, H-22b, H-
23), 1.21 (s, 4H, H-11b, H-27), 1.10 (s, 3H, H-26), 1.02 (s, 1H, H-15b), 0.95 — 0.86 (m, 13H,
H-19, H-24, H-25, H-29, H-30), 0.85 (s, 1H, H-1b), 0.81 (s, 1H, H-5). >C NMR (100 MHz,
pyridine-ds) & 139.53 (Cg4-13), 125.20 (C-12), 105.67 (C-1"’), 103.02 (C-17), 84.94 (C-3),
77.34 (C-28), 74.82 (C-3’), 74.63 (C-37"), 72.57 (C-2°), 72.56 (C-2’), 69.64 (C-4’), 69.35 (C-
4°), 67.09 (C-5"), 66.61 (C-5""), 56.17 (C-5), 54.83 (C-18), 48.05 (C-9), 42.33 (C4-14), 40.46
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(Cy-8), 39.70 (C-20), 39.50 (C-19), 38.84 (C-1), 38.54 (Cy-4), 38.08 (C4-17), 36.97 (C,-10),
36.63 (C-2), 33.10 (C-7), 30.98 (C-21), 28.71 (C-23), 26.54 (C-15), 23.74 (C-16), 23.69 (C-
22), 23.66 (C-23), 23.51 (C-11), 21.54 (C-29), 18.68 (C-6), 17.69 (C-24), 17.14 (C-25), 16.88
(C-26), 15.82 (C-30).

HR-ESI-MS m/z 729.4577 [M+Na]" calcd for C49 Hgs O found 706.4656.

The compound is not characterized in the literature.

Synthesis of 3,28-di-O-B-L-xylopyranosyl uvaol (54) according to the general procedures

B and C: :

HO

3,28-di-O-B-L-xylopyranosyl uvaol (54)

According to the general procedure B, starting with a solution of acceptor of (8) (60 mg, 135
pmol), donor (33) (180 mg, 298 pumol) and TMSOTT (2.5 pL, 13 pmol). The residue was
treated according to the general procedure C with 0.5 N aqueous MeONa (860 pL, 13 pumol).
The residue was purified by flash chromatography on silica gel (CHCl3:MeOH, 10 to 9:1) to
yield (54) as a white powder (55.3 mg, 58%, 2 steps) : Ry = 0.51 (CHCI3;:MeOH, 7:1); [a]*’D
+47.14 (¢ 0.12, MeOH)

'H NMR (400 MHz, pyridine-ds) & 5.25 (s, 1H, H-12), 4.83 (d, J= 7.5 Hz, 1H, H-1"), 4.76 (d,
J="7.5Hz, 1H, H-1""), 447 (d, /= 5.3 Hz, 1H, H-5""a), 4.43 (d, /= 7.3 Hz, 1H, H-5a), 4.29
(s, 2H, H-4’, H-28a), 4.27 (s, 1H, H-4""), 4.25 (s, 1H, H-3"), 4.21 (s, 1H, H-3""), 4.12 — 4.06
(m, 1H, H-2""), 4.05 - 4.03 (m, 1H, H-2"), 3.84 - 3.79 (m, 1H, H-5’b), 3.78 - 3.75 (m, 1H, H-



54

5”’b), 3.52 - 3.45 (m, 1H, H-3), 3.25 (d, J = 9.4 Hz, 1H, H-28b), 2.24 - 2.12 (m, 1H, H-15a),
2.04 (d, J=13.3 Hz, 1H, H-2a), 1.98 (d, J= 13.0 Hz, 1H, H-16a), 1.89 (d, J = 6.6 Hz, 1H, H-
11a), 1.77 - 1.68 (m, 1H, H-22a), 1.64 - 1.33 (m, 11H, H-1a, H-2b, H-6, H-7a, H-9, H-16, H-
20, H-21a, H-18, H-21b), 1.32 (s, 1H, H-7b), 1.28 (s, 3H, H-23), 1.21 (s, 5H, H-11b, H-22b,
H-27), 1.13 (s, 3H, H-26), 1.01 (d, J = 14.9 Hz, 1H, H-15b), 0.94 (s, 1H, H-19), 0.93 (s, 3H,
H-24), 0.92 (s, 6H, H-25, H-29), 0.89 (s, 4H, H-1b, H-30), 0.82 (s, 1H, H-5). °C NMR (100
MHz, pyridine-ds) § 139.56 (C-13), 125.25 (C-12), 105.82 (C-1""), 103.10 (C-1"), 84.86 (C-3),
78.66 (C-3°), 78.56 (C-3"), 77.29 (C-28), 75.12 (C-2""), 75.06 (C-2"), 71.29 (C-4"), 71.16 (C-
4), 67.35 (C-5"), 67.26 (C-5"), 56.15 (C-5), 54.78 (C-18), 48.05 (C-9), 42.32 (Cy-14), 40.49
(Cy-8), 39.71 (C-20), 39.52 (C-19), 38.84 (C-1), 38.50 (Cy-4), 38.13 (C4-17), 36.97 (C,-10),
36.68 (C-2), 33.12 (C-7), 30.98 (C-21), 28.62 (C-23), 26.49 (C-15), 23.75 (C-16), 23.72 (C-
22), 23.67 (C-27), 23.50 (C-11), 21.55 (C-29), 18.68 (C-6), 17.70 (C-24), 17.16 (C-25), 16.83
(C-26), 15.82 (C-30).

HR-ESI-MS m/z 729.4565 [M+Na]" calcd for C49 Hgs Oy found 706.4656.

The compound is not characterized in the literature.

Synthesis of 3,28-di-O-B-p-xylopyranosyl uvaol (55) according to the general procedure B

and C: -

Ho o= °
HO

HO

3,28-di-O-B-D-xylopyranosyl uvaol (55)

According to the general procedure B, starting with a solution of acceptor of (8) (50 mg, 113
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pmol), donor (34) (151 mg, 248 umol) and TMSOTTf (2 pL, 11 pmol). The residue was
treated according to the general procedure C with 0.5 N aqueous MeONa (700 pL, 11 pmol).
The residue was purified by flash chromatography on silica gel (CHCl;:MeOH, 10 to 9:1) to
yield (55) as a white powder (42.1 mg, 54%, 2 steps) : Ry = 0.51 (CHCl;:MeOH, 7:3); [a.]*%
+3.19 (c 0.94, MeOH)

'H NMR (400 MHz, pyridine-ds) & 5.21 (s, 1H, H-12), 4.88 (d, J= 7.3 Hz, 1H, H-1"), 4.80 (d,
J=17.1Hz, 1H, H-1""), 4.46 (d,J=11.9 Hz, 1H, H-5a), 4.41 (d, /= 4.7 Hz, 1H, H-5a), 4.28
(s, 1H, H-4""), 4.26 (s, 1H, H-4’), 4.23 (s, 1H, H-3""), 4.18 (s, 1H, H-3"), 4.09 (s, 1H, H- 2"’),
4.06 (s, 1H, H-2’), 3.84 (m, 2H, H-5"’b, H-28a), 3.81 (s, 1H, H-5’b), 3.75 (d, /= 9.3 Hz, 1H,
H-28b), 3.39 (s, 1H, H-3),2.22 (d, J=12.1 Hz, 1H, H-2a), 2.16 - 2.05 (m, 1H, H-15a), 2.01 (s,
1H, H-16a), 1.97 - 1.93 (m, 1H, H-2b), 1.89 (s, 1H, H-11a) 1.70 — 1.55 (m, 4H, H-1a, H-7a,
H-9, H-16b), 1.55 — 1.42 (m, 6H, H-6, H-18, H-20, H-21), 1.35 (s, SH, H-22, H-23), 1.27 (s,
1H, H-7b), 1.21 (s, 4H, H-11b, H-27), 1.05 (s, 7H, H-15b, H-24, H-26), 0,97 (s, 1H, H-1b),
0.92 (s, 7H, H-19, H-25, H-30), 0.89 (s, 3H, H-29), 0.84 (s, 1H, H-5)."°C NMR (100 MHz,
pyridine-ds) & 139.29 (C-13), 125.35 (C-12), 107.75 (C-1"), 106.09 (C-1""), 88.72 (C-3), 78.68
(C-3), 78.48 (C-3°), 77.15 (C-28), 75.60 (C-2’), 75.02 (C-2"’), 71.28 (C-4’), 71.27 (C-4"),
67.25 (C-5), 67.18 (C-57), 55.85 (C-5), 54.91 (C-18), 48.07 (C-9), 42.26 (Cq4-14), 40.39 (Cq-
8), 39.67 (C-20), 39.62 (C4-4), 39.55 (C-19), 39.06 (C-1), 38.12 (C4-17), 36.83 (C4-10), 36.71
(C-16), 33.06 (C-7), 31.01 (C-21), 28.23 (C-23), 26.82 (C-2), 26.73 (C-15), 23.66 (C-27),
23.47 (C-22), 23.43 (C-11), 21.53 (C-30), 18.47 (C-6), 17.68 (C-29), 17.02 (C-24), 17.02 (C-
26), 15.94 (C-25).

HR-ESI-MS m/z 729.4534 [M+Na]" calcd for C49 Hgs Oy found 706.4656.

The compound is not characterized in the literature.
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Synthesis of 3-0-(2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-rhamnopyranosyl) ursolic acid (56):

@)

BzO Q
BzO BzO

3-0-(2,3,4-tri-O-benzoyl-a-L-rhamnopyranosyl) ursolic acid (56)

A solution of (46) (40 mg, 39.2 umol) in 15 ml of a MeOH:CH,Cl, (50:50) mixture was
subjected to hydrogenation under catalysis of 6 mg of 5% Pd/C overnight at normal pressure.
After completion of the reaction monitored by TLC, the mixture was filtered on Celite® and
evaporated under reduce pressure. The residue was purified by flash chromatography on silica
gel (hexanes:ethyl acetate, 9:1) to yield (56) as a white powder (35 mg, 95%) : Ry = 0.40
(hexanes:ethyl acetate 8:2); [a]*’p+32.57 (c 0.24, CHCl;)

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 8.13 - 7.23 (m, 15H, H-arom), 5.85 (dd, J = 10.2, 3.3 Hz, 1H,
H-3"), 5.71 (d, J=9.9 Hz, 1H, H-4"), 5.66 (d, J = 2.8 Hz, 1H, H-2’), 5.26 (s, 1H, H-12), 5.10
(d, J= 1.7 Hz, 1H, H-1"), 4.34 (dd, J = 9.9, 6.1 Hz, 1H, H-5"), 3.25 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H-3),
2.21(d,J=11.2 Hz, 1H, H-18), 2.05 — 1.79 (m, 6H, H-11, H-15, H-22), 1.76 — 1.46 (m, 10H,
H-1, H-2a, H-6, H-7a, H-9, H-16a, H-20, H-21a), 1.44 — 1.29 (m, 4H, H-6’, H-7b), 1.29 — 1.24
(m, 2H, H-2b, H-21b), 1.13 — 1.06 (m, 8H, H-16b, H-19, H-23, H-27), 1.01 (s, 3H, H-25), 0.98
—0.95 (m, 6H, H-24, H-30), 0.87 (d, J= 6.5 Hz, 3H, H-29), 0.80 (s, 3H, H-26), 0.78 (s, 1H, H-
5).°C NMR (100 MHz, CDCl;) § 183.61(C4-28), 165.88 - 165.53 (3 x CO), 138.03 (C,-13),
133.40 - 128.24 (18 x C-arom), 125.68 (C-12), 99.80 (C-1’), 90.14 (C-3), 71.97 (C-37), 71.22
(C-2°), 70.20 (C-4’), 66.78 (C-5°), 55.44 (C-5), 52.56 (C-18), 47.94 (C4-17), 47.55 (C-9),
41.95 (C4-14), 39.51 (C4-8), 39.05 (C-20), 39.02 (C4-4), 38.83 (C-19), 38.61 (C-2), 36.74 (C-
1), 36.64 (Cq4-10), 32.92 (C-7), 30.62 (C-21), 28.38 (C-23), 27.98 (C-15), 25.47 (C-22), 24.09
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(C-16), 23.63 (C-27), 23.32 (C-11), 21.20 (C-30), 18.26 (C-6), 17.56 (C-6"), 17.02 (C-29),
16.99 (C-26), 16.62 (C-24), 15.53 (C-25).

Synthesis of 3-O-a-L-rhamnopyranosyl ursolic acid (57) according to the general

procedure C:

O

How

HO Ho

3-0-a-L-thamnopyranosyl ursolic acid (57)

Starting with a solution of (56) (20 mg, 21 umol) and 0.5 N aqueous MeONa (140 uL, 2
pmol). The residue was purified by flash chromatography on silica gel (CHCIl;:MeOH, 10 to
9:1) to yield (57) as a white powder (25.5 mg, 87%) : R, = 0.5 (CHCl;:MeOH, 7:1); [a]*’D
+5.79 (¢ 0.74, MeOH)

'H and °C NMR spectral data of 57 were in agreement with those published in the literature
(Bing et al., 2008).

HR-ESI-MS m/z 625.4121 [M+Na]" calcd for C3s Hsg O; found 602.4183.
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Synthesis of 3-O-B-p-galactopyranosyl ursolic acid (58) according to the general

procedure B and C:

3-0-B-D-galactopyranosyl ursolic acid (58)

According to the general procedure B, starting with a solution of acceptor of (37) (80 mg, 142
pmol), of donor (36) (126.6 mg, 171 umol) and TMSOTT (2.1 pL, 14.2 umol). The residue
was dissolved in 15 ml of a MeOH:CH,Cl; (50:50 mixture and subjected to hydrogenation
under catalysis of 10 mg of 5% Pd/C overnight at normal pressure. The residue was treated
according to the general procedure C with 0.5 N aqueous MeONa (900 uL, 14 umol). The
residue was purified by flash chromatography on silica gel (CHCl;:MeOH, 10 to 9:1) to yield
(58) as a white powder (43.1 mg, 48%, 3 steps) : Ry = 0.37 (CHCl3:MeOH, 7:1); [a]*’p +13.8
(c 0.8, MeOH)

'H and °C NMR spectral data of (58) were in agreement with those published in the literature
(Guang et al., 2010).

HR-ESI-MS m/z 636.4459 [M+NH4]+ calcd for Cs¢ Hsg O7 found 618.4132.



Chapitre 4

RESULTATS ET DISCUSSION
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4.1 Syntheése des dérivés glycosylés de I’acide ursolique et de ’'uvaol

Ce projet de maitrise visait & évaluer I’impact de la glycosylation de I’acide ursolique (7) et de
I’uvaol (8) sur l’activité cytotoxique obtenue sur des lignées de cellules cancéreuses. Tel
qu’énoncé dans I’introduction, ce travail était préalablement basé sur des études antérieures
ayant démontrées le bienfondé du greffage de certaines sections sucres sur plusieurs propriétés
biopharmaceutiques (cytotoxicité, sélectivité¢ cellulaire, hydrosolubilité, etc.). En effet, ces
travaux suggerent entres autres que le greffage du L-rhamnose améliore la cytotoxicité et la

sélectivité de composés de type lupane (Gauthier et al., 2006).

La méthode utilisée pour réaliser les diverses glycosylations tentées consiste a faire réagir un
accepteur et un donneur de glycoside en présence d’un acide de Lewis. Dans le cas qui nous
intéresse, 1’accepteur de glycoside est I’uvaol ou I’acide ursolique, adéquatement protégé, et le
donneur de glycoside est un imidate de Schmidt, soit un sucre protégé et activé par une
fonction trichloroacétimidate. La figure 11 présente la préparation de 1’acide ursolique afin de
greffer le sucre en position 3. La figure 12 montre la syntheése de 1’uvaol a partir de 1’acide

ursolique comme précurseur.

" BnBr, Ei;N, BuyNI
THF, 24h, 71%
HO

(7 (37)

Figure 11. Préparation de I'acide ursolique
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CH,I, NaH

L.

DMF, 24h, 79 % HO

(38)

LiAlH,
Et,0, 24h, TA, 98%

Figure 12. Synthese de ['uvaol (8)

4.1.1 Préparation des sucres activés par greffage d’un groupement
trichloroacétimidate

La synthése des sucres trichloroacétimidates est réalisée a partir de monosaccharides simple.
Comme le montre la figure 13, la synthése utilisée pour le L-thamnose (17) est applicable a

tous les autres types de sucres.

La premiere étape permet de perbenzoyler les positions hydroxyles du r-rhamnose (17) en
présence de chlorure de benzoyle, de pyridine et de DMAP. La seconde étape a pour but de

substituer la position anomérique du sucre par un atome de brome a I’aide d’une solution
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d’acide bromhydrique dans I’acide acétique et du dichlorométhane. La troisiéme étape est une
réaction de Koenigs-Knorr en présence de carbonate d’argent et d’eau pour former 1’hydroxyle
anomérique libre. La formation de I’hémiacétal est suivie de l’activation de la position
anomérique en présence de trichloroacétonitrile et de carbonate de césium afin d’obtenir le -

rhamnose trichloroacétimidate (26), comme le montre la figure 13.

Au total, neuf autres monosaccharides ont ¢été activés avec des groupements
trichloroacétimidates via la méthode de Schmidt (Schmidt et al., 1980). Comme le mentionne
le Tableau 4, les rendements obtenus sont généralement bons, soient entre 41 et 55 % pour les
quatre étapes. Par contre, un rendement faible de 21 % a été observé avec le p-xylose. Etant
donné que cette séquence a été effectuée a une seule occasion, il est difficile d’expliquer ce
faible rendement. La qualité des réactifs impliqués peut étre mise en cause, mais cette

hypothése n’a pas été vérifice.

OH Br
O BzCl/Pyr HBr 33%
HON Rt L \&7" —>r 7 BzO Q
HO HO DMAP, 88% BzO
BzO
17)
Ag,CO;
Acétone/H,O
78 %
Cl,C

YNH

0
o CCLCN OH
BzO - BzO mf
BzO Cs,CO5, DCM, 81% B20

BzO BzO

(26)

Figure 13. Formation du L-rhamnose trichloroacétimidate (26)



Tableau 4. Rendements globaux observés pour la préparation des
sucres trichloroacétimidates

Rendement (%)
Composés Sucres
Activation TCA
26 L-rhamnose 55
27 p-fucose 54
28 L-fucose 53
29 p-lyxose 41
30 L-lyxose 47
31 D-arabinose 52
32 L-arabinose 50
33 L-xylose 47
34 p-xylose 21
35 D-mannose 51

36 p-galactose 50
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4.1.2  Glycosylation de I’acide ursolique et de I’uvaol

Les monosaccharides activés avec le groupement trichloroacétimidate sont des donneurs de
glycosides, permettant la glycosylation d’un accepteur de glycoside, réaction catalysée par un
acide de Lewis le TMSOTT tel que montré a la figure 14 dans le cas de I’uvaol et a la figure 15
dans le cas de 1’acide ursolique. Les glycosylations ont ét¢ effectuées sur les positions 3 et 28
de I'uvaol et sur la position 3 de I’acide ursolique. La stéréochimie est induite par les
groupements protecteurs participants, qui vont permettre la formation préférentielle d’une
liaison 1,2-trans-glycosidique. Tous les composés synthétisés ont été entierement caractérisés
par RMN et parfois en combinaison avec d’autres méthodes spectroscopiques (HRMS, indice
de rotation, etc.). Les données RMN ont également permis de déterminer la stéréochimie de la
liaison glycosidique. Les dérivés obtenus ont par la suite ét¢ déprotégés par méthanolyse afin
d’enlever les groupements protecteurs de type benzoate. La solution de méthanolate de sodium
est préparée a partir de sodium solide dissous dans du méthanol. Le mécanisme de cette étape,

appelée la méthode de Zemplen, est présenté a ’annexe 1.

Au total, huit nouvelles saponines ont été synthétisées via la méthode de Schmidt. Tel que
montré au Tableau 5, les rendements globaux des conditions d’hydrogénolyse de
glycosylations et de déprotections, de I’ordre de 38 a 72 %, sont trés bons, malgré un léger
manque d’optimisation des conditions de réaction. Il faudrait ajouter a 1’exception des
composés (57) et (58), soient de 38 et 32 %. Ces saponines nécessitaient une étape
d’hydrogénation supplémentaire, par rapport aux saponines issues de l’uvaol, ce qui peut

expliquer ces rendements plus faibles.

Tous les produits finaux ont été¢ purifiés par chromatographie liquide sur gel de silice (flash
chromatography) et ont été caractérisés par différentes techniques spectroscopiques (RMN,
HRMS, etc.). Concernant les composé€s existants, il est possible d’affirmer avec certitudes que
les données spectroscopiques sont en accord avec celles publiées antérieurement. De plus, les
analyses des nouveaux composés nous permettent d’affirmer ’exactitude des nouvelles

structures.
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Figure 14. Synthése du 3,28-di-O-0-L-rhamnopyranosyl uvaol (47)
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Figure 15. Synthése du 3-O-a-L-rhamnopyranosyl acide ursolique (57)
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Tableau 5. Rendements observés pour la préparation des saponines cibles
(glycosylation et déprotection)

Composés R! R’ Rendement global (%)
57 L-rha COOH 38
58 p-gal COOH 32
47 L-tha CH, O-L-rha 57
48 L-fuc CH, O-t-fuc 71
49 p-fuc CH, O-p-fuc 70
50 L-lyx CH, O-L-lyx 69
51 p-lyx CH, O-p-lyx 72
52 L-ara CH, O-Lr-ara 69
53 D-ara CH, O-p-ara 68
54 L-xyl CH, O-L-xyl 58

55 p-xyl CH, O-p-xyl 54
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4.2 Evaluation de I’activité cytotoxique des dérivés d’acide ursolique et d’uvaol

4.2.1 Tests de cytotoxicité

La cytotoxicité des nouveaux composés a été évaluée sur deux lignées de cellules cancéreuses

et en utilisant un seul type de test. Il s’agit du test de la résazurine.

Le test de la résazurine est réalisé en mesurant ’activité cellulaire par fluorescence. Apres la
période d’exposition de la drogue avec le milieu cellulaire, la résazurine ou « Alamar Blue »
est incubée directement dans la culture cellulaire. Les cellules vivantes vont alors convertir la
résazurine en un produit rose fluorescent, la résofurine (A = 590nm), dont la quantité est
proportionnelle au nombre de cellules vivantes. Par la suite, la mesure du signal de

florescence permet de quantifier la cytotoxicité (O'Brien et al., 2000).

Les lignées cancéreuses utilisées sont les A549, des cellules d’adénocarcinome alvéolaire
humain, et les DLD-1, des cellules d’adénocarcinome colorectal éphyteliale humain. La lignée
cellulaire saine qui est utilisée dans cette étude est la WS1, qui sont des fibroblastes de peau
humaine. La lignée saine permet d’avoir une indication du facteur de sélectivité des composés

testés.

4.2.2  Etude de la cytotoxicité des composés

Par le passé, une étude a montré que 1’acide ursolique avait une cytotoxicité modérée (Shan et
al., 2009). Ce projet a permis de réévaluer la cytotoxicité de I’acide ursolique, commercial et
isolé au laboratoire. Les résultats obtenus sont plus actifs que ceux de la littérature (Shao et al.
2011). Dans différentes expériences, I’acide ursolique a montré une ICso de 16 uM pour les
cellules A549 et DLD-1. Fait important, tel qu’indiqué au Tableau 6, 1’acide ursolique ne
semble pas présenter de sélectivité envers les cellules cancéreuses testées puisqu’il montre un

ICs autour de 13 uM pour les cellules saines également.
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Ce projet a permis de synthétiser quelques dérivés d’acide ursolique (composés 57, 58, 38 et
8) et d’en évaluer la cytotoxicité sur trois lignées cellulaires. Le greffage d’une section -
rhamnose en position 3 augmente légerement la cytotoxicité tandis que 1’introduction du p-
galactose la fait diminuer d’une maniére importante sur toutes les lignées cellulaires testées
(ICso > 200 uM). Il est également intéressant de souligner que la diminution de la cytotoxicité
pour l'ursolate de méthyle (38) et 1’uvaol (8) comparativement a [’acide ursolique (7)
suggerent que la fonction acide carboxylique en position 28 est importante pour la

cytotoxicité.

Ce projet visait également la synthése et 1’évaluation de la cytotoxicité d’une série de dérivés
de I'uvaol (8). Les dérivés ciblés par ce projet étaient des bidesmosides, c’est-a-dire des
composés résultant du greffage de deux sucres aux positions 3 et 28. Tout d’abord, il est
important de mentionner que 1’uvaol seul ne montrait aucune cytotoxicité envers les lignées

cellulaires testées dans ce projet.

De facon sommaire, les bidesmosides d’uvaol synthétisés montrent tous, a I’exception du
bidesmoside (54), porteur de deux unités de r-xylose, une plus forte cytotoxicité que
I’aglycone de départ. Les bidesmosides du L-rhamnose (47), du p-fucose (49), du p-arabinose
(53) et du p-xylose (55) montrent des ICsy inférieures a 16 uM envers les lignées cellulaires
cancéreuses. De plus, certains de ces composés ont présenté un facteur de sélectivité favorable
pour les cellules A549 par rapport aux cellules saines WS1. En effet, le bidesmoside de -
rhamnose (47) montre respectivement une ICsy de 4,5 uM envers les cellules A549 et une ICs
de 14 uM envers les cellules saines WS1, soit un facteur de sélectivité d’environ 3.

Le présent projet visait également 1’évaluation de I’impact du greffage de sucres des séries p et
L sur la cytotoxicité. Les bidesmosides issus de sucre des séries p et L du fucose, du lyxose, de
I’arabinose et du xylose ont été préparés en utilisant 1’'uvaol comme aglycone de départ. Les
résultats préliminaires suggerent que les bidesmosides issus des sucres de la série p sont plus
cytotoxiques que ceux issus de la série L. Cette différence est particuliérement marquée dans le

cas du xylose. En effet, le bidesmoside du L-xylose (50) ne montre aucune activité cytotoxique
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sur les trois lignées cellulaires A549, DLD-1 et WS1 (ICso > 200 uM) tandis que son
homologue, le p-xylose (55), montre une activité cytotoxique sur les cellules cancéreuses avec

des ICsod’environ 15 pM.

Le candidat le plus intéressant de tous les composés synthétisés et testés dans le cadre de ce
projet est le bidesmoside de L-rhamnose (47). En effet, celui-ci montre un facteur de sélectivité
d’environ 3, avec un ICso de 4,5 uM sur les cellules A549 et de 14 uM sur les cellules saines.
Il est dommage, faute de temps, que ce projet n’est pas permis de synthétiser et de tester le

bidesmoside de p-rhamnose.



Tableau 6. Activité cytotoxique des dérivés glycosylés d’acide ursolique et d’uvaol a
I’aide du test a résazurine
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Lignées celullaires

IGy (UM = écart-type)

Composés R' R’
A549 DLD-1 WSI1

7 H COOH 16 £2 uM 16 £2 uM 13,1 £0,5 uM
57 L-rha COOH 14+1puM 11,1+£1uM 8,5+0,6 uM
58 p-gal COOH >200 uM >200 uM >200 M
38 H COOCH; 50+3 uM 51+3uM 511 uM
8 H CH, OH >200 uM >200 uM >200 uM
47 L-rha CH, O-L-rha 4,5+0,5 uM 11,4+ 0,9 uM 14+1uM
48 L-fuc CH, O-1-fuc 362 uM 48 +£2 uM 62+ 2 uM
49 p-fuc CH, O-p-fuc 8,9+0,4uM 12,0 £ 0,8 uM 16 2 uM
50 L-lyx CH, O-r-lyx 54+ 6 uM 57+ 5uM 58+ 11 uM
51 p-lyx CH, O-p-lyx 34+ 7 uM 38+ 1 uM 30+ 8 uM
52 L-ara CH, O-r-ara 24+3 M 31+4uM 37+5uM
53 D-ara CH, O-p-ara 9,8+ 1,0 uM 16+1uM 20+2 uM
54 L-xyl CH, O-1-xyl >200 uM >200 uM >200 uM
55 D-xyl CH, O-p-xyl 15+ 4 uM 14,9+ 0,9 uM 20+2 uM




Chapitre 5

CONCLUSION
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L’objectif principal du projet consistait & améliorer les propriétés pharmacologiques pour la
cytotoxicité et la sélectivité¢ de I’acide ursolique (7) et de 1’uvaol (8) par le greffage d’une ou
de deux sections sucres en utilisant les conditions de glycosylation de Schmidt avec des sucres
activés et protégés avec des groupements protecteurs participants. Une série de 11 glycosides a
¢été synthétisée dans ce projet dont deux monodesmosides (aglycone porteur d’une section
sucre en position 3) et neuf bidesmosides (aglycone porteur de deux sections sucres aux
positions 3 et 28). Les rendements de synthése obtenus et non optimisés pour la glycosylation

et les déprotections varient de 35 % a 68 %.

L’¢évaluation de la cytotoxicité de ces composés a permis de dégager certaines informations
préliminaires sur I’importance de la nature de la section sucre. Tout d’abord, I’acide ursolique
7 n’a pas montré de sélectivité envers les cellules cancéreuses (A549 et DLD-1) par rapport
aux cellules saines WS1. Les analogues simples de 1’acide ursolique tels que l'ursolate de
méthyle (38) et 'uvaol (8) n’ont pas montré pas de cytotoxicité notable (ICsp> 50 uM). Parmi
les deux glycosides d’acide ursolique synthétisés dans ce projet, seul le 3-L-rhamnoside
d’acide ursolique (57) montre une cytotoxicité trés faiblement améliorée par rapport a 1’acide
ursolique (7). La majorité des bidesmosides synthétisés montrent une cytotoxicité plus
marquée que 1’uvaol (8), I’aglycone de départ. De plus, certains des bidesmosides d’uvaol
montrent une sélectivité intéressante envers les cellules cancéreuses testées. C’est le cas pour
les bidesmosides de L-rhamnose (47), de p-fucose (49) et de p-arabinose (53). Les résultats de
I’évaluation de la cytotoxicité pour les bidesmosides de sucres de la série o et L du fucose, du
lyxose, de I’arabinose et du xylose indiquent, de fagon préliminaire, que les glycosides issus
des sucres de la série p sont plus cytotoxiques que ceux issus de la série L. De I’ensemble des
glycosides évalués dans ce projet, le bidesmoside de L-thamnose d’uvaol (47) semble étre le
produit le plus intéressant de cette série. En effet, il montre une forte activité cytotoxique
sélective envers les cellules cancéreuses du poumon A549 (ICsy = 4.5 uM) comparativement

aux cellules saines (14 uM pour WS1).

En guise de perspective et afin d’étre plus systématique, il serait intéressant de préparer et

d’évaluer la cytotoxicité d’une série plus importante de monodesmosides d’uvaol et d’acide
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ursolique afin de mieux cerner I’importance des sections sucres pour le caractére cytotoxique
et la sélectivité. La série de bidesmosides pourrait é¢galement étre étendue. Finalement, il serait
intéressant de mieux caractériser I’activité¢ biologique (études in vivo, études in vitro élargies
sur un plus large éventail de lignées cellulaires, etc.) du bidesmoside de L-rhamnose d’uvaol
(47). Par la suite de synthétiser le bidesmoside de p-rhamnose d’uvaol et le comparer au

composés (47), puis d’étudier I’influence de la stéréochimie sur 1’activité biologique.
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Synthese des trichloroacétimidates
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Glycosylations
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